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Resumen

Contexto: la quinua (Chenopodium quinoa Willd) es un alimento de alto potencial en la alimentacion hu-
mana por su valor nutricional y alta calidad proteica.

Objetivo: estudiar diferentes procedimientos de aislamiento de proteinas de la harina integral de quinua
ecuatoriana (variedad INIAP Tunkahuan).

Métodos: el aislamiento de proteinas se realizo por precipitacion isoeléctrica con y sin remocion de com-
puestos fendlicos, que podrian oscurecer el aislado proteico e influir en su digestibilidad. A partir de la
harina de quinua seca y desengrasada (tamaiio de particula 0,27 mm), se solubilizé el contenido proteico a
pH alcalino (11,0), luego se realizé una precipitacion a pH acido (5,0). La remocion de compuestos fendli-
cos se efectud usando tratamiento acido previo (pH 4,5). Para evaluar su potencial tecnoldgico, en el aisla-
do se cuantifico la proteina total, proteina soluble y compuestos fenolicos, ademas se obtuvo el perfil elec-
troforético por el método de electroforesis en gel de poliacrilamida - sulfato dodecil de sodio (SDS-PAGE).
Resultados: la quinua analizada tiene un contenido proteico de 14,15 + 0,28 %:; el aisladopresento canti-
dades de proteina total y soluble de 70,10 £ 0,77 % y 66,96 + 0,79 mg BSA/mL respectivamente, resultados
independientes del procedimiento de extraccion. El tratamiento acido previo removié notablemente los
compuestos fendlicos, no se alterd la cantidad de proteinas aisladas ni el tipo de proteinas extraidas, siendo
éstas en su mayoria albuminas (66kDa) y globulinas (55 kDa).

Conclusion: el aislado proteico de quinua es un ingrediente prometedor y altamente nutritivo con poten-
cial para suplementos alimenticios de alto valor agregado.

Palabras clave: quinua, aislado proteico, remocién compuestos fendlicos, precipitacion isoeléctrica, perfil elec-
troforético

Abstract

Background: quinoa (Chenopodium quinoa Willd) has high potential in human nutrition since it is a nutrient
- dense food with high quality protein.

Objective: to study different processes for protein isolation of quinoa whole grain flour from Ecuador (variety
INIAP Tunkahuan), which is highly produced in this country due to its wealth in saponins.

Design: the protein isolate of quinoa was made by isoelectric precipitation with and without removal of phe-
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nolic compounds; these may lead to undesirable effects such as darkening in the protein isolate and affect its
digestibility. Degreased quinoa flour (particle size 0,27 mm) was solubilized into protein content to alkaline pH
(11,0), then, precipitation was made to acid pH (5,0). The removal of phenolic compounds was made by using
acid pre-treatment (pH 4,5). The protein content, soluble protein and phenolic compounds were quantified.
Electrophoretic profile was obtained by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PA-
GE),

Results: it was found out that INIAP Tunkahuan quinoa’s protein content was 14,15 + 0,28 %, and the amount
of total and soluble protein in the isolate was 70,10 + 0,77 % y 66,96 + 0,79 mg BSA/mL respectively, these re-
sults were independent from the extraction process. The acid pre-treatment removed significantly the phenolic
compounds, the quantity of isolated protein neither the type of proteins extracted was altered and these proteins
were mostly albumins (66kDa) and globulins (55 kDa).

Conclusions: quinoa protein isolate is a promising and highly nutritious ingredient with potential for high
added value food supplements.

Keywords: quinoa, protein isolate, phenolic compounds removal, isoelectric precipitation, electrophoretic pro-
file.

Introduccion

Kakuda realizaron un estudio comparativo de estas
propiedades en aislados de globulina de amaranto y
soya, quese centro en la solubilidad proteica, coagu-
lacion por calor, capacidad emulsificante, formacion
de espuma y estabilidad."” Por otro lado, Rubino y
otros, con la finalidad de remover los compuestos
fenolicos en la produccion de aislados de proteina
de alta calidad a partir de canola, estudiaron la in-
fluencia del acido sindpico y el acido tomasidioico
sobre las caracteristicas reologicas de geles de aisla-
dos proteicos de canola."

La presencia de polimeros altamente coloreados
en aislados proteicos de vegetales de debe funda-
mentalmente a la generacion de productos de la re-
accion proteina - fenol;'>'* como se ha mencionado,
esta interaccion tiene efectos en la desnaturalizacion
térmica, solubilidad y digestibilidad de las protei-
nas.'”!"* También, como ya se ha demostrado, en
medio acuoso, los compuestos fendlicos pueden li-
garse a las proteinas de varias formas como enlaces
de hidrogeno, enlaces covalentes, enlaces ionicos e
interacciones hidrofébicas. En medio alcalino, los
compuestos fenolicos se oxidan rapidamente for-
mando quinonas, éstas reaccionan con las proteinas
y oscurecen la solucién produciendo un color ma-
rrén (Sosulski, 1979). Son factores determinantes en
la reaccion proteina - fenol el valor de pH, niveles
de oxigeno, tiempo y temperatura.'’

Marcone observé que los aislados de amaranto
fueron significativamente mads oscuros respecto a
los de soya,'? esto podia deberse a la presencia de

La quinua (Chenopodium quinoa Willd), pseudo-
cereal perteneciente a la subfamilia Chenopodioi-
deae de las amarantaceas que se ha cultivado desde
tiempos incaicos en la cordillera de los Andes, es
considerado de gran potencial en la alimentacién
humana'? debido a su alto valor nutricional,’ princi-
palmente por su elevada calidad proteica, contenido
de minerales y vitaminas.* Ha sido estudiado como
fuente de compuestos bioactivos que promueven la
salud tales como flavonoides,> y los fitoecdisteroi-
des encontrados muestran una alta gama de efectos
farmacolégicos beneficiosos en los mamiferos.”

La quinua ecuatoriana, variedad INIAP
Tunkahuan, se caracteriza por tener bajo contenido
de saponinas (0,03%),* compuestos amargos antinu-
tricionales® que han sido objeto de varios estudios.’

En los estudios de calidad proteica realizados por
Bejosano y Corke, se determiné la composicion de
aminodcidos y la digestibilidad, - in vitro- de con-
centrados de proteina de harina integral de cinco ge-
notipos de amaranto; y se demostré que la presencia
de compuestos fendlicos influye en la digestibilidad
de las proteinas, por lo cual deben ser eliminados."
Por su parte, Gonzales — Pérez y colaboradores de-
sarrollaron un método para obtener un aislado de
proteina de girasol no desnaturalizada y libre de
acido clorogénico; en este estudio se eliminaron los
compuestos fendlicos utilizando metanol acuoso
antes de la extraccidn de proteinas.'' En cuanto a las
propiedades funcionales de la proteina, Marcone y
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taninos indeseables en tegumento de amaranto que
precipitaron junto a la proteina en la extraccion. En
su investigacion Xu (2002) evalud varios procesos
como la diafiltracion, el tratamiento con NaCl 0,05
mol/L y la combinaciéon de éstos para la remocioén
de los compuestos fenolicos; el Na,SO, 0,1 % como
agente reductor puede reducir los efectos de la oxi-
dacion sobre el flavour del producto, sin embargo
se observa que son tratamientos excesivamente cos-
tosos, la remocion fue incompleta y se produjeron
pérdidas de proteina, si bien la combinacién de és-
tos redujo el contenido de compuestos fenolicos en-
tre un 80 a 90%." Por otro lado, como lo demuestra
L'Hocine los aislados proteicos de soja obtenidos
mediante un pre - tratamiento acido (lavado acido
previo a la extraccion de proteina) mostraron ma-
yor solubilidad al compararlo con el tratamiento
control, esto puede deberse a la eliminacién parcial
de compuestos fenolicos durante el proceso de ex-
traccion.” Finalmente Elsohaimy y colaboradores
centraron su estudio en las condiciones 6ptimas de
preparacion del aislado de proteina de semillas de
quinua e investigaron las propiedades fisico - qui-
micas y funcionales de la proteina aislada.'

Material y métodos

Preparacion de la muestra: Se trabajé con un uni-
verso de estudio de cinco kilogramos de semillas
certificadas de quinua (Chenopodium quinoa Willd)
ecuatoriana variedad INIAP Tunkahuan, baja en
contenido de saponinas, marca comercial INAGRO-
FA. Se tomaron sucesivas muestras que se homo-
genizaron por el método de cuarteo hasta obtener
aproximadamente 500 gramos de semillas."”

Una vez obtenida la muestra representativa, ésta se
desintegré mecanicamente en un molino Hamilton
Beach Modelo 80365 (México) y con una serie de
tamices Serie Tyler (numeros 9, 20, 35, 60, 80, 100,
250), ademas de una maquina vibradora, se clasifi-
caron las particulas resultantes para determinar su
didmetro promedio mediante la ecuacién 1, en la
que x, representa la fraccion retenida de la muestra
en cada tamiz y el didmetro promedio de las parti-
culas en el incremento.

Ecuacion 1
Analisis proximal: se determinaron los porcentajes

de humedad, cenizas, grasa, proteina total y fibra
cruda de la harina de quinua empleando los mé-
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todos de la Asociacién Oficial de Quimicos Anali-
ticos."

Obtencion de harina desengrasada: Para el desen-
grasado de la harina de quinua se us6 la técnica de
solubilidad y el método de extraccién liquido/séli-
do. Se pesaron 10 gramos de harina de quinua que
fue desengrasada en un aparato de Soxhlet, utilizan-
do éter dietilico (grado analitico) a su temperatura
de ebulliciéon como disolvente de extraccion, duran-
te dos horas. Al terminar el proceso de extraccion
se elimind el disolvente de la harina desengrasada,
a temperatura ambiente, dentro de la campana de
extraccion de gases, durante 30 minutos."

Aislamiento de proteinas: Para obtener el aisla-
do proteico sin remocién de compuestos fendlicos
(AP1) se solubilizé la harina de quinua desgrasa-
da al 10% m/v en agua tipo I, se ajust6 el pH de la
disolucion a 11,0 con NaOH 1N, con el fin de in-
crementar la solubilidad y favorecer la extraccion
de las proteinas de quinua, para esta operacion se
utilizé un pH-metro Mettler Toledo Modelo: $220
Serie: B351126640. Luego se agité la disolucién con
un agitador Velp Scientifica Serie: 68470, durante 30
minutos y se centrifugd por 60 minutos a 2600 rpm a
temperatura ambiente en una centrifuga Dynac Mo-
delo: 0101 Serie: 11442. Se obtuvo un sobrenadante
con las proteinas disueltas; con HCI 1 N se ajusto el
pH a 5,0 (punto isoeléctrico) para su precipitacion.
Esta mezcla se centrifugé durante 60 minutos a 2600
rpmy 4 °C. El precipitado obtenido se volvi6 a sus-
pender en agua y se neutralizé con NaOH 0,1 N.

Para la obtencion del aislado proteico de quinua
con remocion de compuestos fendlicos (AP2) se
utiliz6 un tratamiento acido previo a la extraccion
de proteinas de quinua a pH alcalino. Para ello, la
harina de quinua desengrasada se solubiliz6 al 10%
m/v en agua tipo I, se ajustd el pH a 4,5 con HCl 1
N, se agit6é por 60 minutos y luego se centrifugé en
una centrifuga Dynac (Modelo 010, Serie 11442) a
2600 rpm, por 60 minutos a temperatura ambiente.
Se obtuvieron dos fracciones, una soluble con los
compuestos fenodlicos disueltos y otra insoluble. La
fraccion insoluble fue sometida a los procesos de
extraccion proteica a pH alcalino (11,0) y posterior
precipitacion a pH dcido (5,0) como se describi6 an-
teriormente.

Cuantificacion de compuestos fendlicos en los ais-
lados obtenidos: El contenido de compuestos fend-
licos fue determinado por el método de Folin Cio-



calteu?*?! usando una curva de calibracion de 4cido

galico reactivo Sigma Aldrich, con concentraciones
de 10 a 100 ppm.

El tratamiento de la muestra consisti6 en disolver
0,3 g del aislado proteico en 10 mL de metanol grado
cromatografico, disolucién que se agité por 30 mi-
nutos con un agitador Velp Scientifica Serie 68470.
La mezcla obtenida fue filtrada con papel filtro
cualitativo, mediantelavados de la porcién insolu-
ble con 10 mL de metanol grado cromatografico. Se
midieron 500 pL de los estandares y de las muestras
AP1 y AP2 en tubos de ensayos, se agregd a cada
uno 2,5 mL de reactivo de Folin Ciocalteu, se dejo
en reposo por 2 minutos a temperatura ambiente.
Luego se adicion6 2 mL de una disolucién de Na-
,CO, de concentracién 75 g/L, se agité6 manualmen-
te por cinco segundos e inmediatamente los tubos se
incubaron por 15 minutos a 50 °C. Los tubos se en-
friaron en un bafo de agua a 4°C. Las absorbancias
de muestras y estandares fueron leidas, por quintu-
plicado, en un espectrofotometro UV-VIS MARA
CARY MODELO 50-BIO, a una longitud de onda
de 760 nm. El contenido de compuestos fendlicos
se expresé en mg de acido galico/100 g muestra hu-
meda. Los resultados fueron contrastados usando la
prueba t - student pareada con un a = 0,05.*

Cuantificacion de las proteinas solubles: A con-
tinuacion se determind el contenido de proteinas
solubles en los aislados proteicos AP1 y AP2 por el
método de Biuret.”* Se utilizé una curva patrén de
albimina sérica de bovino (por sus siglas en inglés
BSA) reactivo Sigma Aldrich, usando un rango de
concentraciones de 1,0 a 8,0 mg BSA/ mL.

Para esta determinacion se disolvi6 1 g del aislado
proteico en una disoluciéon de tartrato alcalino (1L
de disolucion se prepar6 con: 9,0 g de tartrato de
sodio y potasio; 5,0g de KI; 100 mL de disolucién
de NaOH 6 M); se afor6 con el mismo disolvente a
50 mL. Se midieron 1 mL de los estandares y de las
muestras en tubos de ensayo. Se agregaron 1 mL de
la disolucion de tartrato alcalino a cada tubo y luego
2 mL del reactivo de Biuret (1L de disolucion se pre-
paré con: 3,0g CuSO,.5H,0; 9,0 g de tartrato de so-
dio y potasio; 5,0 de KI; 100 mL de NaOH 6 M). Las
absorbancias de las muestras y los estandares con
cinco repeticiones fueron leidas en un espectrofo-
tometro UV-VIS MARA CARY MODELO 50-BIO,
a una longitud de onda de 540 nm. El contenido de
proteinas solubles se expres6 en mg de BSA/ mL.
Los resultados fueron contrastados usando la prue-
ba t - student pareada con un a = 0,05.%

Perfil electroforético de los aislados proteicos:
Para estimar los pesos moleculares de las proteinas
de quinua contenidas en los aislados AP1 y AP2 se
utilizé la Electroforesis en Gel de Poliacrilamida -
Sulfato Dodecil de Sodio (SDS-PAGE) de acuerdo a
H. Schdgger y G. von Jagow *. Se prepararon geles
separadores de poliacrialmida al 12% m/v con geles
apiladores al 5% m/v. Las muestras fueron disueltas
en el buffer de muestra (1,0M Tris-base, 2,4 mL de
glicerol, 0,8 g SDS, 2,0 g Comassie G-250 disoluciéon
aforada a 100mL). En cada pocillo del gel separa-
dor se colocd 11 pL de las muestras, asegurandose
que su concentracion fuese de 30ug de proteinas/
mL. Las muestras se corrieron con un voltaje cons-
tante de 100V durante 2 horas hasta que el frente
del colorante azul de Comassie llego6 antes del borde
inferior del gel. Los geles obtenidos se fijaron y co-
lorearon simultaineamente por 30 minutos con una
disolucion de etanol de concentraciéon 46% (v/v),
acido acético 8% (v/v) y azul de Comassie 0,1% m/v
usando como disolvente el agua para todas las diso-
luciones. Posteriormente los geles fueron decolora-
dos con una disolucién acuosa de etanol 30% v/vy
acido acético 5% v/v dejando a los geles en reposos
por 12 horas. Para estimar el peso molecular de las
proteinas, se utilizé un estandar con proteinas de
pesos moleculares conocidos de 460, 268, 238, 171,
117,71, 55, 41 y 31 kDa. El estdandar tuvo el mismo
tratamiento que las muestras.

Resultados y discusion

La tabla 1 muestra los datos obtenidos del analisis
del tamarfio de particula; de igual forma en las figuras
1 y 2 se representan los resultados del analisis dife-
rencial y acumulativo. A partir de esta informaciéon
(ecuacion 1) se ha determinado que su didmetro
medio volumen - superficie es de 0,27 mm, puesto
que se aprecia una distribuciéon heterogénea de es-
tas, se puede considerar que las particulas son poli-
despersas o poligranulares. El 48,95% de la muestra
esta retenida en el tamiz nimero 60, que correspon-
de a una apertura de malla de 0,25mm, eso indicaria
que el 69,5% de la harina de quinua obtenida para
determinacion de grasa tendria un tamafo de parti-
cula igual o mayor a 0,25mm (ver figural).
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Tabla 1. Datos del analisis de tamafio de particula por tamizado

Malla Masa D X, Zx, 1-x, x/
muestra (mm)
(8

9 0,00 1,98 0,00 100,00

20 7,04 0,83 1,28 1,28 98,72 1,41 0,01
35 106,40 0,42 19,28 20,55 79,45 0,63 0,31
60 270,20 0,25 48,95 69,50 30,50 0,33 1,48
80 98,80 0,18 17,90 87,40 12,60 0,21 0,85
100 25,20 0,15 4,57 91,96 8,04 0,16 0,28
250 43,20 0,06 7,83 99,79 0,21 0,10 0,75
>250 1,17 0,21 100,00 TOTAL 3,68

MASA TOTAL 552,01

Dpi = Abertura de malla de cada tamiz, X, = fraccion retenida de la muestra en cada tamiz,
Zx, = fraccion retenida acumulada, 1-x, = fraccién de muestra que pasa por cada tamiz, =
Didmetro promedio de las particulas en el incremento.

Elaboracién: autores

Figura 1. Analisis diferencial de la distribucion de tamanos de particula de la harina de grano de quinua.

Analisis Diferencial

60
50 1 .
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El andlisis acumulativo (ver figura 2) permite observar que el 50% de la muestra pasa por un tamiz con abertura
de malla de 0,2 mm, de igual forma, el 80% de la muestra de harina de quinua pasa por un tamiz con una aber-
tura de 0,3 mm, es asi que el intervalo de variacién en los tamafios de particula no es grande.

Elaboracion: autores

75 Rev Fac Cien Med (Quito), 2016; 41 (1): 71-80



Figura 2. Analisis acumulativo de la distribucién de tamafos
de particula de la harina de grano de quinua

Analisis Acumulativo
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Elaboracion: autores

La tabla 2 muestra los resultados del analisis quimico proximal de la harina de quinua que son comparables
con los reportados en estudios anteriores.*** El andlisis proximal en esta investigacion constituye una evidencia
del alto potencial de las semillas de quinua como un alimento completo y funcional debido a sus contenidos
sobresalientes de nutrientes esenciales como proteinas, grasa y fibra .

Tabla 2. Datos del analisis proximal de la harina de quinua

Contenido (%) X + S

Humedad 11,09 + 0,31
Proteina total 14,15 + 0,28
Grasa 6,73 + 0,15
Fibra bruta 3,90 + 0,22
Cenizas 2,58 + 0,02

Se reporta la media aritmética y desviacion estandar para n = 5 réplicas.
Elaboracidn: autores

En la tabla 3 se observa los resultados del contenido de proteina total en los aislados proteicos AP1 y AP2, esto
valores muestran que, independientemente de los procedimientos usados (sin y con remocién de compuestos
fenolicos), el valor total de la proteinas en los aislados proteicos es igual para cada tratamiento con un a = 0,05.
Este resultado es importante debido a que indica que el tratamiento acido previo remueve los compuestos fené-
licos sin alterar la cantidad de proteinas aisladas.
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Tabla 3. Contenido de proteina total en aislados proteicos sin remocién (AP1) y con remocién de compues-
tos fendlicos (AP2)

Repeticiones

G = W N -

*Media ( ) %

Desviacion estandar (s)

AP1 AP2
70,65 71,05
69,31 70,04
70,73 70,58
69,03 69,59
70,78 69,94
70,10 70,24

0,77 0,51

Elaboracion: autores

Como se indicé anteriormente los compuestos fend-
licos pueden tener varios efectos sobre las proteinas
aisladas, uno de ellos es la disminucién de su diges-
tibilidad."” En esta investigacion se encontré que el
tratamiento dcido previo removio efectivamente a los
compuestos fendlicos.

La tabla 4 muestra que hay una diferencia altamen-
te significativa entre los tratamientos, tomando como
base el promedio de los miligramos de 4cido galico
por 100g muestra huimeda en AP1, se observa una
disminucion del 62% de compuestos fendlicos totales

presentes en los aislados proteicos de AP2. Sin em-
bargo, se ha reportado que el reactivo de Folin Col-
cateu no es especifico para los compuestos fendlicos
y puede ser reducido por compuestos no fendlicos
como aminas alifaticas terciarias, vitamina C, Cu (I),
azucares, aminoacidos aromaticos (triptéfano, feni-
lalanina y tirosina), entre otros,” esto indicaria que
algunas proteinas globulares de la quinua interfieren
en la determinacion, por lo que el valor minimo pro-
medio de compuestos fendlicos alcanzado en AP2 es
de 14,13 mg acido galico/100 muestra.

Tabla 4. Determinacion de compuestos fenolicos totales en los aislados proteicos

Repeticiones

G W W N -

x
Media ( ) mg acido
galico/100g muestra himeda

Desviacion estandar (s)

AP1 AP2
39,786 14,809
35,609 14,607
42,847 14,786
32,391 13,374
36,749 13,074
37,476 14,130

3,579 0,749

Elaboracion: autores
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La tabla 5 muestra los resultados del contenido de
proteina soluble en los aislados AP1 y AP2, los va-
lores obtenidos no muestran diferencia significativa
(a = 0,05), lo que indicaria que el tratamiento aci-

do previo, para remover los compuestos fenolicos
del aislado proteico de quinua, no altera la cantidad
de proteina soluble, al igual que lo observado en la
cuantificacion de la proteinas total (ver tabla 3).

Tabla 5. Contenido de proteina soluble en los aislados proteicos AP1y AP2

Repeticiones

U s W N -

*Media ( ) mgBSA/mL

Desviacion estandar (s)

AP1 AP2
67,552 66,181
66,273 72,070
65,843 67,372
67,128 62,647
67,982 63,324
66,955 66,319
0,793 3,366

Elaboracion: autores

La figura 3 muestra el perfil electroforético de los ais-
lados proteicos AP1 y AP2 con dos repeticiones (I y
II). Se demuestra que la remocion de compuestos fe-
nolico no altera el tipo de proteinas extraidas. Para
ambos aislados proteicos de quinua, los pesos mole-
culares encontrados fueron de 171, 117, 71 y 55 kDa,
estos valores se asocian a fracciones como albiminas

y globulinas,*® también se pueden observar proteinas
de pesos moleculares inferiores a los 45 kDa. Varios
trabajos demuestran que moléculas con un peso mo-
lecular de 31-33 kDa corresponde a la chenoprotei-
nas,! mientras que las prolaminas se caracterizan por
tener bandas en 10, 12, 18 y 22 kDa.”!

Figura 3. Perfil electroforético de los aislados proteicos AP1 y AP2 por duplicado

Estandar
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molecnlares (kDa)
171 —p
Mucin 1T —
BSA ;[P
Albtinna [y
Globulina 55 —b
Crvoalbliimina 45 —p

5t APl AP APINl APZN

e

Elaboracion: autores
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Conclusion

La quinua, que desde tiempos antiguos fue consu-
mida por su alto valor nutricional, ahora esta sien-
do redescubierta por la ciencia moderna. La FAO
considera a este pseudocereal como un alimento
perfecto por su alta calidad proteica, que puede ser
consumido como parte de una dieta balanceada junto
con otros alimentos y mejorar la nutriciéon. La pro-
teina esta constituida principalmente por albuminas,
globulinas y prolaminas, unicamente la presencia de
compuestos fendlicos influye en su digestibilidad. En
las condiciones de estudio, un tratamiento acido, pre-
vio a la extraccion y precipitacion de las proteinas de

Articulo Original

quinua, puede remover hasta un 62% de compuestos
fendlicos totales del aislado. Este procedimiento, sen-
cillo y de bajo costo, no altera el contenido de protei-
nas (totales y solubles) y es una alternativa tecnologi-
ca viable a nivel industrial.
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