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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se realizod el fraccionamiento, cuantificacion y
caracterizacion de proteinas de reserva en semillas de chia (Salvia hispénica L.), variedad
negra; linaza (Linum usitatissimum), variedad marrén y quinua (Chenopodium quinoa),
variedad INIA Salcedo.

Primero se hizo la extraccion de aceite a partir de las semillas pulverizadas mediante el
método de Soxhlet realizando 20 reflujos con una duracion de 10 minutos cada uno, usando
como solvente el hexano. Los resultados obtenidos mostraron que la quinua presenta menor
porcentaje de grasa (8.25 %), seguida de chia (24.45 %) y finalmente linaza con mayor

porcentaje de grasa (26.45 %).

Posteriormente se fraccionaron las proteinas de reserva: albuminas, globulinas, prolaminas
y glutelinas de las respectivas semillas utilizando el método de Osborne modificado; método
sencillo donde la temperatura, pH, tiempo y velocidad de centrifugacion juegan un papel

importante en el proceso de fraccionamiento proteico.

Luego se procedio a ejecutar la cuantificacion de las fracciones proteicas usando métodos
colorimétricos tal como la reaccion de Biuret, donde la absorbancia de cada muestra fue
leida a 540 nm; Bradford fue el siguiente método donde la lectura se hizo a 595 nm,
finalmente se realizo el método de Lowry en el cual las absorbancias fueron leidas a 500 nm.
Los resultados obtenidos demostraron que tanto la chia como la linaza presentan cantidades
similares de proteinas de reserva con fraccion mayoritaria a las glutelinas en comparacion a
los valores presentados por la quinua. Por las ventajas que tiene el método de Biuret y los
resultados mostrados se puede decir que es el mas optimo respecto a cuantificacion proteica

ya que los otros dos métodos presentaron interferencias ¢ inconvenientes.

Por ultimo se efectuo la caracterizacion de las proteinas de reserva de las diferentes semillas
mediante electroforesis SDS-PAGE que confirm¢ la presencia de glutelinas como fraccion
mayoritaria para las tres semillas. Se us6 como marcador molecular See Blue® Plus2 Pre-
stained Protein Standard para la lectura de los pesos moleculares, consiguiendo bandas

comprendidas entre 10 y 20 kDa. como resultado para la fraccion proteica mayoritaria.
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Se concluy6 que las semillas de chia (Salvia hispanica L.) al igual que las semillas de linaza
(Linum usitatissimum) presentan mayor contenido de proteinas de reserva (glutelinas),
demostrando sus altos valores proteicos por encima de las semillas de quinua (Chenopodium
quinoa), lo que significa que la chia y la linaza son una excelente opcioén natural como

alimento y fuente nutritiva.

Palabras Clave: Chia (Salvia hispanica L.), Quinua (Chenopodium quinoa), Linaza (Linum

usitatissimum), proteina de reserva, albuminas, globulinas, prolaminas, glutelinas.
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ABSTRACT

In the present research was carried out fractionation, quantification and characterisation of
proteins of reservation in seeds of chia (Salvia hispanica l.), black variety; Flaxseed (Linum

usitatissimum), common variety and quinoa (Chenopodium quinoa), INIA Salcedo variety.

First was the extraction of oil from the seeds powdered using Soxhlet performing 20 ebbs
with a duration of 10 minutes each, using as solvent hexane. The results showed that quinoa
has a lower percentage of fat (8.25%), followed by chia (24.45%) and finally the flaxseed
with a higher percentage of fat (26.45%).

Is subsequently divided the reserve proteins: albumins, globulins, prolamins and glutelinas
of the respective seeds using the method of modified Osborne; simple method where the
temperature, pH, time and speed of centrifugation play an important role in the process of

protein fractionation.

Then proceeded to execute the quantification of protein fractions using such as the Biuret
reaction colorimetric methods, where the absorbance of each sample was read at 540 nm;
Bradford was the following method where the reading is made at 595 nm, finally was the
method of Lowry in which the absorbances were read at 500 nm. The results showed that
both the chia and flaxseed have similar amounts of reserve with majority fraction to the
glutelinas proteins in comparison to the values presented by the quinoa. Because of the
advantages that has the Biuret method and the results shown is that it is the most optimal for

protein quantification since other methods presented interference and inconvenience.

Lastly was the characterization of the proteins of the different seed reserve by SDS-PAGE
electrophoresis that confirmed the presence of glutelinas as a majority fraction for three
seeds. It was used as a molecular marker See Blue ® Plus2 Pre-stained Protein Standard for
the reading of the molecular weights, getting bands ranging from 10 to 20 kDa. as a result

for the majority protein fraction.

Concluded that chia seed (Salvia hispanica l.) like flax seeds (Linum usitatissimum) have

higher content of reserve (glutelinas) proteins, demonstrating their high protein values above
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the quinoa seeds (Chenopodium quinoa), which means that the chia and flax are an excellent

natural food and nutrient source option.

KEY WORDS: Chia (Salvia hispanica L), Quinoa (Chenopodium quinoa), Flax (Linum

usitatissimum), reserve protein, albumins, globulins, prolamins, glutelins
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CAPITULO I: GENERALIDADES

1.1 INTRODUCCION

Las semillas de cereales y pseudocereales como la chia, quinua y linaza consideradas
cultivos de las sociedades precolombinas de la region, por las virtudes que tienen fueron
importante en la alimentacion de los Aztecas y Mayas, Incas y Egipcios pero quedaron
al olvido con el paso del tiempo. A principios de este siglo y gracias a los trabajos de
investigacion realizados se considera en la actualidad a las semillas de chia, quinua y
linaza como alimentos superiores a los de las dietas actualmente consumidas por su gran

contenido proteinico, ademas de antioxidantes y acidos grasos.

La cantidad de estudios acerca de las propiedades y beneficios nutricionales de la chia,
quinua y linaza estan creciendo rapidamente alrededor de todo el mundo, tales como los
realizados acerca de las proteinas de reserva que son especialmente importantes en la
alimentacion humana debido a que determinan el contenido de proteina total en las
semillas, ademas de la calidad proteica aunque aun son un tanto escasos, sin embargo
se sabe que tienen mayor contenido proteico que cualquier otro grano, esto ayuda a que
debido al incremento de la poblacion se tengan nuevas fuentes alternativas de proteinas

de gran calidad.

Por lo anteriormente expuesto, es necesario efectuar trabajos de investigacion de interés
biotecnoldgico que ayuden a fomentar conocimiento mas amplio y profundo acerca de
las caracteristicas bioquimicas y nutricionales de las proteinas de reserva tanto de chia,
quinua y linaza para lo que se desgraso, fracciond, cuantifico y caracterizd estas
proteinas de reserva que contienen las semillas, ademas de comparar cuél de ellas es la
que tiene mayor contenido de proteina y mejor digestibilidad para asi aprovechar los

beneficios de estas semillas.

Debido a que se tiene informacion limitada acerca de su composicion y siendo un
producto innovador en cuanto a alimentacion ya que se utiliza como ingrediente para el
pan, barras energéticas, suplementos dietéticos, en la elaboracion de dietas para

animales, entre otros usos; es por tal razon que la chia (Salvia hispanica L.) es una
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semilla que se puede aprovechar para conocer y considerar las propiedades que estas
proteinas podrian contribuir en cuanto a calidad proteica comparando con otro tipo de
semillas tales como las de quinua (Chenopodium quinoa) y linaza (Linum
usitatissimum); semillas que también se conocen como productos nuevos y con altos
contenidos alimenticios. Ademas de la predileccion actual de las personas relacionada
al consumo de alimentos ricos en proteinas, acidos grasos y antioxidantes, favorables
para la salud, se busca alimentos que tengan un buen balance nutricional y puedan ser
de utilidad para la industria alimentaria, mejorando la nutriciéon humana y fomentando

nuevas tecnologias para el aprovechamiento de proteinas vegetales.

Por lo tanto este trabajo se realizo para dar a conocer la calidad y cantidad de proteinas
que se encuentran en las semillas de chia, linaza y quinua; aplicando una tecnologia
sencilla en lo que respecta a su cuantificacion e innovacion respecto a la caracterizacion
de las proteinas de reserva y asi aprovechar productos naturales con altos niveles
proteicos, y evitar el uso de productos artificiales En relacion a la medicina se puede
destacar las propiedades conocidas que la semilla de chia tiene ya que gracias a su alto
contenido de proteinas ayuda a construir y regenerar musculos y tejidos ademas de
disminuir de peso, generan aporte extra de energia, tiene propiedades depurativas y
antioxidantes, disminuyen el colesterol y muchas otras mas. En el caso de la quinua es
un alimento ideal para las personas con diabetes, controla los niveles de colesterol y
tiene los nueve aminoacidos esenciales y finalmente la linaza que sobre la calidad de
proteina es considerada una de las mejores de tipo vegetal ademas que tiene beneficios

preventivos en la salud cardiovascular, reduce los niveles de colesterol LDL en sangre.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo General

e Fraccionar, caracterizar y cuantificar proteinas de reserva en semillas de chia
(Salvia hispanica L.), en comparacion con linaza (Linum usitatissimum) y

quinua (Chenopodium quinoa).

1.2.2. Objetivos Especificos

e Desgrasar la harina de semillas de chia (Salvia hispénica L.), linaza (Linum
usitatissimum) y quinua (Chenopodium quinoa) utilizando el método de
Soxhlet.

e Fraccionar proteinas de reserva: globulinas, albiminas, prolaminas,
glutelinas de chia (Salvia hispanica L.), linaza (Linum usitatissimum) y

quinua (Chenopodium quinoa).

e Cuantificar las proteinas de reserva utilizando los métodos colorimétricos

tales como: Biuret, Bradford, Lowry.

o C(Caracterizar las proteinas de reserva utilizando electroforesis

desnaturalizante (SDS-page).

e Evaluar la digestibilidad in vitro de la harina de semillas de chia (Salvia

hispénica L.), linaza (Linum usitatissimum) y quinua (Chenopodium quinoa).

o Comparar la calidad y cantidad de proteinas de reserva presentes en semillas
de chia (Salvia hispanica L.), linaza (Linum usitatissimum) y quinua

(Chenopodium quinoa).
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1.3. HIPOTESIS

Dado que existen referencias que chia (Salvia hispénica L.) es una semilla con gran
contenido proteico es probable que esta tenga mejor calidad y cantidad de proteinas de
reserva en comparacion con linaza (Linum usitatissimum) y quinua (Chenopodium

quinoa).
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CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1. Chia (Salvia hispanica L.)

La chia es originaria de Mesoamérica y la mayor diversidad genética se presenta en la
vertiente del Océano Pacifico, desde México hasta Guatemala. La chia es un cereal que
pertenece a la familia Labiatae, considerado un pseudocereal; que comprende
aproximadamente 512 especies en todo el pais (1). Se sabe que en México se encuentra
el 88% de las especies de Salvia lo que hace pensar que este pais es el centro de origen
de esta planta (2). Se conocen dos géneros: hyptis y Salvia de la cual sobresale Salvia

hispanica L. que es la variedad que se comercializa (3)

2.1.1 Antecedentes historicos

La palabra Chia viene del ndhuatl, lenguaje de los aztecas, cuyo significado es
“aceitoso”. Usada por muchas civilizaciones para propdsitos religiosos, alimentacion
y como materia prima para medicamentos y colores. (4). Después de la conquista
espanola sobre México la chia probablemente se introdujo en Espafia en 1521. Era
tal la importancia que las semillas se ofrendaban a los dioses en ceremonias
religiosas, que en la conquista consideraron un sacrilego esta accion y persiguieron
el uso hasta practicamente su desaparicion, inicamente logro sobrevivir en areas
montafosas de México, Guatemala y Nicaragua (5).

Fue el famoso botanico Karl Linnaeus (1707-1778), quien dio su nombre cientifico
a la chia. “Salvia hispanica L.” La chia ha crecido desde entonces en Espafia de

manera silvestre y aislada y se creia erroneamente que era oriunda de esta nacion.
2.1.2. Datos del cultivo
El género Salvia cuenta con mas de mil especies en todo el mundo. México es

considerado el pais de mayor diversidad de este género, con aproximadamente 300

especies, Salvia hispanica es la mas abundante. La planta se adapta a suelos arcillosos
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y arenosos los cuales debe de tener un buen drenaje, se distribuyen en ambientes
semicalidos y templados; sin embargo, bajos niveles de nitrogeno pueden lograr muy
buenos rendimientos. Esta planta no tolera las heladas. (6). En estos ultimos tiempos
se ha empezado a cultivar a nivel mundial como en Argentina, Ecuador, Boliviay en

2

Pert.

Pert1 es uno de los paises que tiene gran cantidad de suelos y climas lo cual contribuye
perfectamente a una buena produccion en temporadas de verano-otofio. Sin embargo
a pesar de las caracteristicas sobresalientes de la chia no hay muchos estudios que
ofrecen informacion de su produccion y distribucion en el mundo. Algunos estudios
de la Universidad Agraria, reveld que este producto es originario de Centroamérica
y que desaparecio6 tras la llegada de los espafoles al Peru. Sin embargo, diferentes
trabajos de investigacion indican que también fue cultivado por los incas, ya que en

ciertas partes del Perti se dan las condiciones para su crecimiento.

Se puede decir que actualmente se estan realizando investigaciones de la siembra y
produccion del producto, en un espacio de 1.000 metros cuadrados. Al ser un
producto que crece en climas calidos, su siembra es facil en partes de la costa y sierra
del Peru, lo que explica como pudieron también los Incas cultivarla. Ademas de que

se estan empezando nuevos planes agricolas para promover la produccion de chia.

2.1.3. Descripcion de la planta

La chia es una planta herbacea de crecimiento anual de la familia de las lamiaceas.
Las plantas que pertenecen a esta familia se caracterizan por poseer en todas las partes
de la planta aceites esenciales muy aromaticos. Pertenecen a esta familia especias
aromaticas conocidas como la menta, el orégano, la chia y el romero. El nombre
labiadas o lamiaceas se debe a la peculiar forma de la flor, con apariencia de “labios”.
La chia es una planta arbustiva, que mide entre 1 metro y 1,5 metros de altura. El
tallo es cuadrangular, sus hojas son ovaladas y estan unidas al tallo por el peciolo,
son de color verde oscuro y presentan en la parte posterior pubescencia, es decir, una
vellosidad que retiene la humedad. Las flores son de color morado, azul o blanco; es

monopétala y hermafrodita (figura N° 1D). El fruto de la planta lleva cuatro semillas
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muy pequefias en forma oval (figura N° 1E), cuyas dimensiones oscilan entre 21 mm
de largo y 1,4 de ancho (figura N° 1A), son brillantes de color grisaceo con manchas
rojizas irregulares (figura N° 1B). En la chia blanca las flores como las semillas son

de color blanco (figura N° 1C). (7)

2.1.4. Importancia del cultivo

La semilla de chia hoy en dia se ha convertido en una fuente potencial de nutrientes
para la industria alimentaria humana y animal. Aunque no es un alimento muy
conocido, la produccion mundial estd aumentando cada dia mas debido a sus
propiedades es por eso que la semilla de la chia es conocida como un alimento exotico

y se le atribuyen cualidades nutricionales y terapéuticas de alto valor.

La semilla entera se usa en la preparacion de bebidas nutritivas y refrescantes, con el
aceite se elaboran lacas artesanales y en algunos paises se usan para el tratamiento
del higado. También se han comprobado efectos positivos en la reduccion de tumores
como el de mama o el de colon; también en enfermedades que afectan al sistema

cardiovascular, es decir al corazon, al cerebro y los vasos sanguineos (8).

Las ultimas investigaciones sobre la chia dicen que poseen mayor contenido de aceite
que otros granos (40% del peso total de la semilla), se han realizado varios estudios
sobre su composicion de acidos grasos omega-3; esenciales en la alimentacion y
efectivos para disminuir afecciones cardiovasculares colesterol y triglicéridos (9).
Los aceites esenciales pueden usarse en la industria de fragancias y saborizantes.
También se ha ensayado la inclusion de semillas en la alimentacion animal,
demostrando que los acidos grasos saturados y el colesterol presente en huevos de
gallinas alimentadas con granos de chia se reducen, sin afectar el sabor. Los
antioxidantes naturales del aceite evitan los procesos oxidativos en alimentos. Estos
antioxidantes presentes en la chia (miricetina, kaemperol, 4cido clorogénico y acido

cafeico) sustituyen el uso de estabilizadores artificiales (10).

La chia también posee un polisacarido con alto contenido de acido urdnico, que se
comporta como mucilago con una alta capacidad de retencion de agua, til como fibra

soluble y dietética. Mas alla del excelente perfil lipidico, las semillas de chia contienen
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cantidad de proteinas y aminoacidos que los granos usados tradicionalmente en paises
de América. Tiene un contenido proteico entre 19 — 23 % en comparacion a otros granos
como la cebada (9 %), avena (15,3 %); y posee 18 aminoacidos de los 10 aminoacidos
esenciales. Estos aspectos han logrado el interés por la Salvia hispanica, introduciendo
su produccion y consumo en paises de Latinoamérica, Estados Unidos, y Australia

(productos alimenticios y medicinales, galletas y barras nutritivas). (11)

Figura N° 1: Chia (Salvia hispanica L.) A. Dimensiones de la semilla B. Semilla seca

entera, C. Semilla seca entera blanca y negra D. Flor, E. Semillas incluidas en el caliz.

(6)
Extraido de: http://ri.uag.mx/bitstream/123456789/654/1/R1000267.pdf
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2.2. Linaza (Linum usitatissimum)

La linaza es una buena fuente de grasa vegetal omega-3, fibra dietética y otros
nutrientes. Su composicion nutricional la distingue de otras oleaginosas importantes
como la canola y el girasol. La linaza es una pequefia semilla proveniente de la planta
de lino con sorprendentes propiedades benéficas para la salud, las cuales se deben a su
gran cantidad de fibra dietética, 4cidos grasos poliinsaturados y fitoquimicos como los

lignanos (12)

2.2.1. Antecedentes historicos

Desde el principio de la civilizacion los humanos han consumido la linaza. Antes
del afio 5000 A.C., los egipcios llevaron la linaza en sus bolsos médicos. La linaza
comestible era predominantemente cultivada en India, es consumida en la dieta
como aceite en China, en Etiopia en un guisado (wat), como una avena (gufmo), y
como una bebida (chilka), y ha sido la parte de la comida tradicional en Egipto

desde el tiempo de los Faraones.

2.2.2. Datos del cultivo

El nombre botanico de la linaza es Linum usitatissimum de la familia Linaceae
considerado como un pseudocereal. La linaza es un cultivo de flor azul con semillas
que son utilizadas para alimentacion humana y animal, son cosechadas y
posteriormente tamizadas a través de una malla fina, lo que resulta en un conjunto

uniforme de semillas enteras (consideradas 99.9 % puras).

Requiere de suelos bien preparados (sueltos), de profundidad media (30 — 40 cm.)
y mezclada con buena cantidad de abonos (compost, humus de lombriz, etc.) Las
mejores condiciones ambientales para su crecimiento se presentan en climas
templados - frios (donde las temperaturas minimas son de 12 °C y las maximas de

20 °C.), es decir a finales de otofio, invierno y comienzos de primavera.
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Como el producto a cosechar son los granos secos se va a requerir de abundante
cantidad agua durante el crecimiento del cultivo hasta la formacion del fruto, en
especial durante la floracion y llenado del fruto, debido a la carencia de este
elemento puede reducir la produccion. Luego, se debe de cortar el riego para que

todos los nutrientes de la planta empiecen a migrar hasta las semillas.

Una condicion importante para la formacion y llenado de los granos se debe a la
iluminacion de la planta durante todo su periodo de crecimiento, debido a lugares
iluminacion de la planta durante todo su periodo de crecimiento, lugares oscuros
puede ocasionar que las flores no cuajen y caigan al suelo. La cosecha se realiza
manualmente extrayendo los frutos secos. Cada planta puede producir entre 6-12
frutos; para obtener las semillas se debe de aplastar los frutos secos y ponerlos cerca
de corrientes de aire para que las cascaras y pajas se separen de las semillas. La
parte comestible de las plantas son los granos maduros y secos, estos se consumen

en emolientes o en otras bebidas.

2.2.3. Descripcion de la planta

Planta anual con tallos huecos de hasta 80 cm, erectos, estriados, generalmente solo
ramificados en la mitad superior. La inflorescencia estd compuesta por flores de
color azul (figura N° 2A). La semilla de linaza es plana y ovalada con un borde
puntiagudo. Es un poco mas grande que la semilla de sésamo y mide entre 4 y 6

mm. La semilla tiene una textura tostada y tiene un agradable sabor a nuez.

Las semillas de linaza pueden variar de color desde café-oscuro hasta amarillo claro
(figura N° 2B). El color de la semilla se determina a través de la cantidad de
pigmento en la cubierta exterior de la semilla: entre mas pigmentacion, mas obscura

es la semilla.

La semilla de linaza de color café¢ que es rica en acido alfa-linolénico (AAL), el
cual es un acido graso omega-3 (figura N° 2C), es la semilla de linaza que mas
comunmente se produce en Canada. La semilla de linaza de color amarillo puede

ser de dos tipos. El primer tipo, es una variedad desarrollada en los EE.UU.
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denominada Omega, la cual es tan rica en AAL como la linaza café. El segundo
tipo es una variedad de linaza totalmente diferente denominada solin, la cual es baja
en AAL.

2.2.4 Importancia del cultivo

El lino se ha cultivado desde la antigiiedad para la extraccion de fibra y aceite. El
aceite se utiliza fundamentalmente en la industria de pinturas y barnices por su
capacidad de secado rapido, lo que conlleva la formacion de una capa protectora de
los factores ambientales. De ahi que se utilice para proteger la madera, el hierro u
otras superficies expuestas a los factores ambientales. Este mismo aceite entra
como componente principal en la fabricacion del lindleo, un tipo de producto
impermeable que se utiliza para cubrir suelos. Una de las zonas importantes de
produccion de linaza es el norte de EE.UU. y Canada.

De las fibras del tallo de esta planta se obtiene un hilo con el cual se pueden fabricar

telas. El proceso puede realizarse industrial o manualmente.

Figura N° 2: Linaza (Linum usitatissimum.) A. Flor B. semilla seca entera, C.

Semilla seca entera y aceite de linaza. (13).

Extraido de: http://bio-esencia.net/wordpress/tag/info-aromaterapia/
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En el ltimo caso, se permite que la planta cortada quede expuesta a las condiciones
ambientales para que la fermentacion natural descomponga la planta y permita separar

la fibra vegetal de otras partes no deseadas.

Con ella, después de distintos procesos manuales en los que se prepara adecuadamente,
se elabora un hilo natural que se utiliza para la fabricacion de una tela similar al algodon,

aunque mas fuerte.

Sus cualidades benéficas se pueden clasificar en: de beneficio nutricional, especialmente
por sus contenidos de 4cidos grasos benéficos, alto contenido en fibras y por los lignanos
vitales (agentes anticancerigenos) que contienen beneficios para la salud: corazon y
sistema circulatorio, cancer, diabetes, funciones inmunologicas, artritis reumatoides,

enfermedades del rifion, menopausia y muchas otras. (14).

El aceite de linaza también es apreciado en la dieta vegetariana y/o vegana (sin ningun
alimento o subproducto que venga de un animal como leche, cuero o miel) ya que es
la principal fuente vegetal de acido omegas esenciales para el organismo. En Bolivia y
Peru se prepara un refresco a base de la semilla de linaza molida, acompafiada de un

poco de jugo de limon.

2.3. Quinua (Chenopodium quinoa)

2.3.1. Antecedentes historicos

La quinua es originaria de la region andina hace 7000 afos, formando parte de la
alimentacion diaria de las comunidades indigenas de los andes. Con la colonizacion
espanola, que introdujo nuevos cultivos, el grano quedo relegado, pero con el cuidado y
la conservacion de pobladores de la region andina se logré mantenerla hasta nuestros

dias.

La quinua es uno de los alimentos rico en vitaminas, calcio, hierro y fésforo. Asimismo
posee gran cantidad y calidad de proteinas; la presencia de aminoacidos en la quinua

intervienen en el desarrollo. Todas estas caracteristicas permitieron que en 1975, sea
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declarado como el mejor alimento de origen vegetal para consumo humano por la

Academia de Ciencias de Estados Unidos.

La quinua (Chenopodium quinoa), es una de las especies domesticadas y cultivadas en
el Pert desde épocas prehispanicas (mas de cinco mil afios). La cuenca del Lago Titicaca
es la zona considerada como el principal centro de origen de la quinua y el centro de
conservacion de la mayor diversidad biologica de esta especie, en la cual existen
sistemas ingeniosos de cultivo y una cultura alimentaria que incorpora el grano a la

digestion diaria.

El Peru es poseedor de una diversidad genética de quinua tanto silvestre como cultivada,
siendo uno de los mayores productores y exportadores, y cuyo cultivo representa un
potencial y oportunidad comercial que contribuird a mejorar la calidad de vida de las

poblaciones altoandinas.

2.3.2. Datos del cultivo

La quinua se cultiva desde el nivel del mar hasta los 4 000 m.s.n.m., existen ecotipos
adecuados desde suelos salinos y alcalinos hasta zonas con heladas. Las condiciones
climaticas y el suelo tienen influencias muy marcadas en la produccion y
productividad de la quinua. El clima est4 determinado por una serie de factores tales

como altitud, precipitacion, temperatura, latitud, vientos, iluminacion, etc.

Dado a su cultivo en zonas marginales de los andes altos, la quinua se enfrenta con
altos riesgos ambientales como heladas, sequias prolongadas, granizo, vientos

fuertes, suelos pobres y acidos.

Se propaga mediante semillas, en condiciones normales, la germinacion se produce
entre los ocho a diez dias y con el uso de germinadores se puede realizar a los dos

dias. (64)
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2.3.3. Descripcion de la planta

La quinua es una planta alimenticia de desarrollo anual, dicotiledonea que
usualmente alcanza una altura de 1 a 3 m (figura N° 3A). Las hojas son anchas y
poliformas (diferentes formas en la misma planta), El tallo central comprende hojas
lobuladas y quebradizas. El tallo puede tener o no ramas, dependiendo de la variedad
o densidad del sembrado. Las flores son pequefias y carecen de pétalos.

Generalmente son bisexuales y se autofertilizan.

El fruto es seco y mide aproximadamente 2 mm de didmetro, de 250 a 500 semillas
por grano (figura N° 3B), circundando al caliz, el cual es del mismo color que el de
la planta. Las semillas pueden ser blancas, cafés amarillas, grises, rosadas, rojas o
negras (figura N° 3C), y se clasifican segin su tamafio en grandes, medianas y

pequefias.

2.3.4. Importancia del cultivo

La quinua al poder emplearse como un pseudocereal por su alto contenido en fibra 'y
su mayor aporte proteico respecto a los cereales, se puede decir que tiene un bajo
indice glucémico, lo que la vuelve ideal para personas con diabetes o que desean

adelgazar comiendo sano.

También es de gran ayuda para controlar los niveles de colesterol en sangre, ya que
su fibra y sus lipidos insaturados favorecen el perfil lipidico en el organismo. Si nos
referimos a los micronutrientes, en la quinua destaca el contenido de potasio,
magnesio, calcio, fosforo, hierro y zinc entre los minerales, mientras que también
ofrece vitaminas del complejo B en cantidades apreciables y vitamina E con funcion

antioxidante.

La potencialidad de la quinua desde el punto de vista medicinal es su alta
digestibilidad y su naturaleza dietética las cuales tienen un bajo contenido de

colesterol y de gluten. Desde el punto de vista social, su adaptacion a diferentes
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ecosistemas y su facil conservacion, garantiza la seguridad alimentaria de la

poblacion. (65).

Figura N° 3: Quinua (Chenopodium quinoa) A. Planta B. Fruto es seco y mide

aproximadamente 2 mm de diametro C. Semillas de quinuay sus diferentes colores.

Extraido de: http://www.inia.gob.pe/ano-internacional-de-la-quinua/
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2.4. PROTEINAS

Las proteinas son macromoléculas organicas que estan constituidas principalmente por
carbono e hidrogeno, oxigeno y nitrogeno, también pueden contener azufre, fosforo y

en menor proporcion hierro y cobre.

Pueden clasificarse de acuerdo a:

e Propiedades fisicas
e Propiedades quimicas.
e C(riterios estructurales

e C(riterios funcionales. (66)

2.4.1. Proteinas de reserva

Las proteinas de reserva, denominadas de este modo por creerse que no desempefian
funcién metabolica o estructural alguna, estdn acumuladas en cuerpos especificos,
los denominados cuerpos proteicos, que se encuentran distribuidos al azar en el
citoplasma. En ocasiones es posible distinguir dos componentes, el cristaloide (cristal
de proteina) y el globoide (lugar de deposicion de fitinas, sales de potasio, magnesio
y acido fitico). Durante la germinacion, estas sustancias son hidrolizadas y
transportadas al eje embrionario en crecimiento, lo que conlleva un cambio en las
estructuras que las contienen. Durante la germinacion, los cuerpos proteicos sufren

un proceso de vacuolizacion, aumentando de tamafo. (67)

Aproximadamente el 70 % del alimento humano proviene de las semillas y una gran
proporcion del remanente proviene de los animales que son alimentados con semillas,
en consecuencia no es sorprendente la investigacion que se realiza actualmente en

cuanto a calidad nutricional de las semillas, especialmente en cereales y leguminosas.

Las proteinas de reserva o de interés alimenticio pueden dividirse en relacion a la

solubilidad
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e AlbUminas: solubles en buffer diluido a pH 8 y en agua
e Glutelinas: solubles en acidos y alcalis diluidos
e Prolaminas: solubles en etanol a 70-90%

e Globulinas: insolubles en agua pero solubles en soluciones salinas

2.4.1.1 Albminas

Son proteinas globulares compactas con residuos de cisteina. Se encuentran
principalmente en leguminosas. También estan en cereales donde tienen
propiedad de inhibidor de tripsina o o-amilasa. En el trigo al igual que las
globulinas se derivan de residuos citoplasmaticos y de otras fracciones

subcelulares que forman parte del grano (18).

2.4.1.2 Glutelinas

Son proteinas de tipo globular insolubles en agua. Las glutelinas son agregados
insolubles en alcohol, pero son solubles en acidos y bases diluidos, mostrando
una mejor solubilidad a pH basicos, siendo optima su solubilidad a pH 10; se
encuentran presentes en los cereales y pseudocereales, son estabilizadas por
enlaces disulfuros. Las glutelinas son las encargadas de las propiedades de

viscosidad y elasticidad en los alimentos (18).

2.4.1.3 Prolaminas
Las prolaminas estan presentes en el endospermo de muchos cereales siendo una
fraccion proteica soluble entre 50 — 90 % en etanol. Estas proteinas poseen

cantidades altas de prolina y acido glutamico. Son proteinas monoméricas, que

en general son mezclas altamente polimorficas de polipéptidos de 30 — 90 kDa.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




‘&

s
N

REPOSITORIO DE Q%a UNIVERSIDAD

, CATOLICA
TESIS UCSM =<2 DE SANTA MARIA

2.4.1.4 Globulinas

Proteinas insolubles en agua, solubles en disoluciones salinas, las cuales se
encuentran en todos los animales y vegetales. Se encuentran en los embriones de
la mayoria de semillas.

Son subcategorizadas de acuerdo a su coeficiente de sedimentacion:

e Vicilinas 7 S: tienen entre 150 y 200 kDa, pierden residuos de cisteina y no
forman puentes disulfuro. Se encuentran en el embrion y en la capa de aleurona
de cereales, son menos abundantes que las leguminas 11 S.

e Leguminas 11 S: tienen entre 350 y 400 kDa. Forman puentes disulfuro. Son

mas abundantes que las vicilinas
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CAPITULO I11: MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1. Ambientes a utilizar

El presente trabajo se desarrolld en los Laboratorios de Universidad Catolica Santa

Maria, Arequipa - Pera

e Laboratorio H— 301
e Laboratorio H— 101

3.1.2. Materiales biologicos

e Semillas de quinua — Variedad Salcedo INIA-Puno
e Semillas de chia — Variedad negra - FITOSANA

e Semillas de linaza — Variedad marron SANTA NATURA

3.1.3. Equipos

e Balanza analitica OHAUS DISCOVERY 1

e Sistema Soxhlet
0 Refrigerante
0 Condensador
0 Balén

e Baiio Maria SELECTA 1375
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Agitador shaker ROTABIT

Espectrofotometro SPECTRUM SP 1105

Centrifuga HETTICH EBA 20 para tubos Falcon de 15mL
pH-metro HANNA HI 111

Crondémetro THOMAS

Equipo de electroforesis

Dos placas de vidrio

Peine de 15 dientes

Dos espaciadores de poliestireno
Soporte

Tanque de electroforesis

Fuente de poder

3.1.4. Reactivos

Fraccionamiento

e Cloruro de Calcio 10 mM CaClz

e Cloruro de Magnesio 10 mM MgClL

e Cloruro de Sodio 10 % NaCl

e Tris — Acido Clorhidrico 10 mM pH 8 Tris-HC1
e Acido Etildiaminotetraacético 10 mM EDTA
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Etanol 75 %

Borato de sodio 50 mM pH10

e (- mercaptoetanol 1 %

Dodecilsulfato sédico 1 % (SDS)

Cuantificacién

Albumina de suero bovino ultrapura
Reactivo de Biuret

0 Tartrato de sodio y potasio

0 Sulfato de cobre pentahidratado
Reactivo de Bradford

0 Azul de Coomassie G-250
o Etanol 75 %
o Acido Fosforico 85 %

Reactivo de Lowry
0 Tartrato de sodio y potasio al 2 %
0 Sulfato de cobre pentahidratado al 1 %
0 Carbonato de sodio al 2 %

0 Reactivo de Folin-Ciocalteu
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Electroforesis SDS-PAGE

Buffer simple 2X

e Azul de Bromofenol SIGMA
e Glicerol C3Hs0O3

e Stalking y Running Buffer

0 Agua H20

0 Poliacrilamida ( Acrilamida y Bisacrilamida) (CsHs5NO)n

o TrispH6.8,0.5M CsH11INOs3

0 Dodecilsulfato sodico 1 % (SDS) NaCi2H25S04

0 Persulfato de amonio APS 10 % (NHa)2S20s

0 Tetrametiletilendiamina (TEMED) (CH3)2NCH2CH2N(CH3)2
e Azul de Coomassie G-250 SIGMA

3.1.5 Material de vidrio

Tubos de ensayo 250 mL, 500 mL, 1000 mL.

e Vaso de precipitado 200 mL.

e Matraz 500 mL.

e Pipetas 1 mL, 5 mL.

e Probetas 50 mL.

e [Espatula
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e Mortero
e Bagueta
3.1.6 Otros

Pipetas automaticas regulables de 10-100 puL y de 100-1000 pL. y tips
Agua destilada

Cocina eléctrica

Termoémetro

Tubos eppendorf y falcon

3.2. METODOS

3.2.1 Esquema general de trabajo

La metodologia que se siguid en el presente trabajo se resume en la figura N° 4.
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Semilla de chia, linaza y quinua

I
Molienda

Harina de chia

Desgrasado
Fraccionamiento
proteico
[_ Albtiminas Método de Biuret
| | Globulinas r
Cuantificacion Método de Bradford
}_ Prolaminas \v
—| Glutelinas Meétodo de Lowry
Eleccion de la
fraccion
mavoritaria
GLUTELINAS
Caracterizacion
Electroforesis en gel de poliacrilamida de Digestibilidad in vitro

las fracciones proteicas

Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Figura N° 4: Esquema de la metodologia del proyecto.
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3.2.2 Obtencidén de harina

Se triturd en una licuadora las semillas de chia, linaza y quinua hasta obtener una

harina homogénea.

3.2.3. Desgrasado de harina por sistema Soxhlet

A la semilla triturada se le retir6 la grasa mediante un sistema Soxhlet, primero se
peso6 la harina de semillas por separado, se armo cartuchos pequenios de papel filtro
donde se coloc6 la harina pesada, se introdujo este cartucho a la camara de extraccion
del sistema Soxhlet empleando hexano como solvente, se conectd a esta camara el
condensador el cual contaba con una entrada y salida de agua; se realiz6 20 reflujos
con una duracion aproximada de 10 minutos/reflujo (20), en el balon volumétrico del
sistema se recolectd la grasa mas el solvente. La harina desgrasada se llevo a

refrigeracion donde se mantuvo a 4 °C hasta su uso.

3.2.4. Fraccionamiento secuencial de las proteinas de reserva de semillas de

chia, linaza y quinua

La extraccion de las diferentes fracciones proteinicas se llevo a cabo en harina
desgrasada de semillas de chia, linaza y quinua por separado, con mucilago. Para esta
extraccion se utilizé el método modificado de Osborne reportado por Franco y col.,
(1997); Ferreira y col. (2000) (21), con algunas modificaciones como se describe a
continuacion. Se ha reportado que la presencia de CaCl. y MgCl: durante la
extraccion de albuminas y de EDTA durante la extraccion de globulinas, incrementa

la eficiencia de extraccion de estas proteinas y evita la contaminacion cruzada.

Se realiz6 una primera extraccion suspendiendo harina de las semillas por separado
(chia, quinua y linaza) en agua destilada (1:30 p/v) + CaCl2 10 mM y MgCz 10 mM
en tubos falcon y se agité en un agitador shaker por 4 horas a 4 °C para lograr esta

temperatura se coloco los tubos falcon en un recipiente lleno de hielo, se centrifugd
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a 6000 rpm durante 1 hora, recuperando en el sobrenadante la fraccion de albtiminas.

Se colecto el sobrenadante y se almacend a 4 °C hasta su uso.

Posteriormente se realiz6 una segunda extraccion resuspendiendo el precipitado con
una solucion de Tris-HCl a pH 8 + NaCl 10 % + EDTA 10 mM, se agit6 por 4 horas
a4 °C, se centrifugd a 6000 rpm durante 1 hora, recuperando en el sobrenadante la

fraccion de globulinas. Se colect6 y guardo el sobrenadante a 4 °C hasta su uso.

La tercera extraccion se realizo resuspendiendo el precipitado en etanol al 75 %y se
agitd por 4 horas a 4 °C, se centrifugd a 6000 rpm durante 1 hora recuperando en el
sobrenadante la fraccion de prolaminas. Se colectd y guard6 el sobrenadante a 4 °C

hasta su uso.

Por ultimo la cuarta extraccion se realizé resuspendiendo el precipitado en una
solucion de Na2B4O7.10H20 pH 10 + B - mercaptoetanol 1% + SDS 1 % (5 mL/g
peso seco), se agitdé por 4 horas a 4 °C, se centrifug6 a 6000 rpm por 1 hora.
Recuperando en el sobrenadante la fraccion de glutelinas. Se colecto el sobrenadante

y se guard6 a 4 °C hasta su uso.

3.2.5. Cuantificacion Proteinica

3.2.5.1. Método de Biuret

El contenido de proteina de las fracciones aisladas se cuantificoé mediante el método
de Biuret. El reactivo de Biuret contiene CuSO4 en solucion acuosa alcalina. Este
método se basa en la formacion de un complejo de color violeta entre el Cu®* y los
grupos NH de los enlaces peptidicos en medio basico (gracias a la presencia de NaOH
o KOH (figura N°5). La intensidad de coloracion es directamente proporcional a la
cantidad de proteinas (enlaces peptidicos) y la reaccion es bastante especifica, de
manera que pocas sustancias interfieren. La sensibilidad del método es alta y se

recomienda para la cuantificacion de proteinas en preparados muy concentrados
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Se afiadié 2 mL del reactivo de Biuret a los tubos estandar y muestras problemas
preparadas como se indica en la tabla N° 1. Se coloco en bafio maria a 37 °C por 15
minutos, dejar enfriar a temperatura ambiente y se hizo la lectura de las absorbancias

en el espectrofotometro a 540 nm frente al blanco.

El color es estable por 1 hora. Se realiz6 el método por triplicado para cada semilla.

r / "
fo=c c=0
| i}
u}v\ _NH
IR ¢cH ~. -~ HC R
\ e /
@=¢ .-~ ™ ¢=0
[ "2 )

HN NH
\ /
R—CH HC—R
L) .I‘

Figura N° 5: Reaccion de Biuret.

Extraido de: http://www.madsci.org/posts/archives/2004-12/1102321490.Gb.r.html

3.2.5.2. Método de Bradford

El contenido de proteinas de las fracciones aisladas se cuantifico mediante el método
de Bradford. Este método se basa en la unién de un colorante, Coomassie Blue G-
250 (figura N° 6) a las proteinas. Este colorante tiene dos formas una azul y otra
naranja, las proteinas se unen a la forma azul para formar un complejo proteina-
colorante. Este método es simple, rapido, barato y pocas sustancias interfieren en su
determinacion. Entre las sustancias que interfieren estan los detergentes y las

soluciones basicas.

Se afiadié 2 mL del reactivo de Bradford a los tubos estandar y muestras problemas
preparadas como se indica en la tabla N° 1. Se dejo a temperatura ambiente y se hizo

la lectura de las absorbancias en el espectrofotometro a 595 nm frente al blanco. El

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM <2 DE SANTA MARIA

color es estable durante 1 hora. Se realizé el método por triplicado para cada semilla.

0
—~ SI'O_
HaC N/\O/o
M ke . CHs
RGUSAS
N N §Ona
H ) (o]
H4C

Figura N° 6: Molécula del Azul de Coomassie.

o)

Extraido de: http://www.mpbio.com/product.php?pid=04808274&country=167

3.2.5.3. Método de Lowry

El contenido de proteinas de las fracciones aisladas se cuantifico mediante el
método de Lowry, es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa. A
la muestra se afiade un reactivo que forma un complejo coloreado con las
proteinas, siendo la intensidad de color proporcional a la concentracion de

proteinas
Este método consta de dos etapas (figura N°7):

1) Los iones Cu?*, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando
complejos con los atomos de nitrogeno de los enlaces peptidicos. Estos
complejos Cu?*-proteina tienen un color azul claro. Ademas, provocan el
desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina, exponiéndose
los residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la segunda etapa de
la reaccion. E1 Cu?* se mantiene en solucién alcalina en forma de su complejo

con tartrato.

2) La reduccion, también en medio basico, del reactivo de Folin-Ciocalteu,

por los grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria
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de las proteinas, actuando el cobre como catalizador. El principal
constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteu es el acido
fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos

fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso.

Se preparo el reactivo A (Na2COs al 2 %, NaOH 0.1 M) y el reactivo B
(CuSO4 5H20 al 1 % + Tartrato de sodio y potasio al 2 %) seglin se muestra
en el Anexo 2. La mezcla del reactivo A y B dara origen al reactivo C. Se
afiadio 3 mL del reactivo C a los tubos estandar y muestras problemas
preparadas como se indica en la tabla N° 1. Se mezclo el contenido de cada
tubo y se dejo reposar 15 minutos en oscuridad (dentro de la gradilla). A
continuacion se anadié a todos los tubos 0.5 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu (diluido 1/4), mezclando bien. Se dejo reposar 30 minutos en la
oscuridad para que asi se desarrolle completamente la reaccion coloreada. Se
hizo la lectura de las absorbancias en el espectrofotometro a 520 nm por la
alta concentracion de proteinas. Se realizo el método por triplicado para cada

semilla.

.._-_-_
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Figura N° 7: Reaccion entre la proteina y los reactivos.

Extraido de: http://yunelijo-k.blogspot.com/2011_11 01 archive.html
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3.2.6. Caracterizacion Bioquimica

3.2.6.1. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS — PAGE)

Se llevd a cabo en dodecil sulfato de sodio (SDS — PAGE) utilizando el método
estandar obtenido del manual de laboratorio “Molecular Cloning” (22) en geles de
poliacrilamida: Stacking gel al 4 % (concentracion estandar) y Running gel al 12 %
(debido a los pesos moleculares de proteinas de reserva entre 14 y 66 kDa conocidos

tedricamente).

Las muestras de proteinas de las tres semillas (chia, linaza y quinua) se disolvieron
en Buffer Sample 2x (B mercaptoetanol + glicerol + SDS 1 % + Azul de Bromofenol)
en una dilucion de 1:1 en tubos eppendorf. La desnaturalizacion se llevo a cabo a 95

°C por 10 minutos.

Se cargaron los pozos del gel con las proteinas de reserva desnaturalizadas ademas
del marcador de peso molecular conocido “See Blue Plus 2 de Invitrogen con un
rango de 4 a 250 kDa;j especifico para proteinas. La electroforesis se llevo a cabo a
una corriente constante de 150 V durante 90 minutos en presencia de running buffer
1x. El gel se tifi6 con azul brillante Coomassie G 250 a una concentracion de 0.25 %,

para posteriormente ser sometidos a decoloracion con agua destilada.

3.2.7. Digestibilidad in vitro

Se llevo a cabo la digestibilidad in vitro (23). Para lo que se prepararon 50 mL de
material proteinico de cada semilla en solucion acuosa (6.25 mg de harina/mL) y se

ajusto a pH 8 con HC1 0.1 N o NaOH 0.1 N con agitacion en bafio maria a 37 °C.

Se realiz6 la prueba de Biuret para confirmar la presencia de proteinas en suspension

acuosa preparada anteriormente

Se prepar6 50 mL de una solucion multienzimatica que contenia tripsina y peptidasa

17.46 mg/10 mL y 10.40 mg/10 mL respectivamente; datos obtenidos de Vidal-
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Guevara, se ajusto a pH 8 y esta solucion se mantuvo en bafio de hielo. Una vez que
se realizo lo anterior, se afiadieron 5 mL a la suspension proteinica y se mantuvo en
agitacion a 37 °C por un periodo de 10 minutos. Se midié la caida del pH con un
potenciometro digital. Este método se realizd por triplicado para cada harina de
semilla. Se calcul6 la digestibilidad in vitro (Y) a partir de la siguiente ecuacion

(figura N°8):

Y =210.464 — 18.103x

Figura N° 8: Ecuacioén de digestibilidad in vitro.
Extraido de: http://www.ajfand.net/\VVolume10/No4/Mugendi3645.pdf

Donde: X= pH de la suspension proteinica inmediatamente después de 10 min de

digestion con la solucion multienzimatica.

3.2.8. Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio + desviacion estandar y fueron
analizados mediante analisis de varianza (ANOV A).Las medias fueron evaluadas por
la prueba de Tukey de las minimas diferencias significativas para comparacion de

pares, con un nivel de significancia o= 0.05.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Desgrasado de harina por sistema Soxhlet

Para la determinacion del porcentaje de grasa se utilizé un equipo Soxhlet (figura N°
9) y como solvente hexano donde se encontr6 la cantidad de contenido lipidico de las
harinas de chia, linaza y quinua. Como se muestra en la tabla N° 2, el contenido lipidico
fue mas alto en la harina de semillas de linaza (26.28 %), seguido por la harina de chia
(24.57 %) y por ultimo la harina de semilla de quinua (8.12 %). Lo que confirma que la

semilla tanto de la chia como de linaza son una fuente importante de lipidos (4).

Se realiz6 por triplicado el desgrasado de harina por sistema Soxhlet, escogiendo a la

harina que tuvo menor contenido de grasa.

Figura N° 9: Equipo Soxhlet.
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Tabla N° 2: Porcentajes de grasa en muestras de semillas molidas.

%M1 % M2 % M3 PROMEDIO (%)

QUINUA  8.25 8.1 8.0 8.1167 £ 1.55

LINAZA  26.45 26.3 26.1 26.2833 £0.67

CHIA 24.65 24.3 24.75 24.5667 = 0.96

Andlisis cuantitativo de grasa en semillas molidas

Para la realizacion del analisis cuantitativo de la grasa presente en las semillas trabajadas
primero se peso el balon vacio, luego se sometio a la harina de semillas de chia, linaza y
quinua al sistema Soxhlet, se separd el hexano de la grasa por destilacion usando el mismo
equipo; seguidamente se peso el balon con grasa y mediante la ecuacion se determino el

porcentaje lipidico de cada semilla. (Figura N° 10).

Se realizo tres veces el desgrasado de cada harina utilizada, con el objetivo de seleccionar la
harina tanto de chia, linaza y quinua que tuviera el mayor porcentaje de grasa extraida, con
la finalidad de que el fraccionamiento de proteinas de reserva se realice de manera eficaz ya
que en la grasa se quedan atrapadas algunas de estas proteinas como las globulinas y

prolaminas.
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B2-B1
m

% grasa = *100

Figura N° 10: Ecuacion del porcentaje de grasa.

Extraido de: http://www.etpcba.com.ar/DocumentosDconsulta/ALIMENTOS-
PROCESOS.pdf

Bi= masa del balon vacio
B2= masa del balén con grasa

m= masa de la harina

Se realizd el analisis de varianza que permite contrastar la hipotesis nula de que los
promedios de porcentajes de grasa obtenidos en la harina de semillas son iguales, frente
a la hipdtesis alternativa de que por lo menos uno de los porcentajes difiere de los demas
en cuanto a su valor esperado. Este contraste es fundamental en el analisis de resultados
experimentales. Se obtuvo que si hubo diferencia significativa entre los 3 grupos que
conforman las harinas de semillas de chia, quinua y linaza, luego de realizar la prueba

de Tukey que nos ayuda a conocer entre que grupos existe diferencia. (Anexo N° 6).

4.2. Fraccionamiento de las proteinas de reserva en semillas

Para el estudio de las proteinas de reserva de chia, quinua y linaza se utilizo el
fraccionamiento mediante solubilidad, con la metodologia modificada de Osborne, (21)
que se basa principalmente en la centrifugacion y en las diferencias de solubilidad entre
las proteinas. Las fracciones proteinicas que se obtienen son: albtiminas (solubles en

agua), globulinas (solubles en soluciones salinas), prolaminas
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(solubles en soluciones alcoholicas) y glutelinas (solubles en alcali diluido). Se
utilizaron agentes extractantes diferentes como el EDTA, CaCl2 y MgCl, esto permitio

la obtencion de patrones electroforéticos mas claros y faciles de analizar.

Figura N° 11: Fracciones proteicas obtenidas a partir del método de Osborne. A)

albuminas, B) globulinas, C) prolaminas, D) glutelinas.

Se tuvo en cuenta la estandarizacion de temperatura (4 °C), tiempo y pH que influyeron
en el rendimiento y estructura de las fracciones de cada proteina de reserva: albuminas,

globulinas, prolaminas y glutelinas. (Figura N° 11)
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La conformacion de una proteina depende del pH y de la temperatura principalmente.
Cambiando estas condiciones, también puede cambiar la estructura de la proteina. Esta

pérdida de la conformacion estructural natural se denomina desnaturalizacion.

Se requieren proteinas que no pierdan su funcion bioldgica es decir que no estén
desnaturalizadas para que los datos obtenidos en cuantificacion y caracterizacion sean

veridicos y que los valores estadisticos no varien mucho.
4.3. Cuantificacion de proteinas reserva por métodos colorimétricos

4.3.1. Método de Biuret

Se cuantificaron las fracciones de globulinas, albuminas, prolaminas y glutelinas
mediante el método de Biuret utilizando una curva estandar para la cual se

empled albumina de suero bovino “BSA Ultrapure Ambiom”. (Figura N° 12)

Con este método se obtuvo mejores resultados ya que no hubo ningln tipo de
interferencia. La concentracion de la solucion patron para la curva estandar de

BSA para el caso de este método fue 10 mg/ mL. (Figura N° 13)

Las lecturas de absorbancia se realizaron por triplicado con el fin de obtener datos

con mayor exactitud.

0.25
0.2 /
© /
1)
.15
£
001 VvV =0,0281x + 0,0028
-g . V4 T -7 T -
< 2 -
505 R?=0,9987
o)
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00
Concentracion (mg/mL)

Figura N° 12: Curva estandar BSA para determinar concentracion de proteina

usando el método de Biuret.
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Figura N° 13: BSA (10 mg/ mL) a diferentes concentraciones, mostrando presencia

de proteinas con el método colorimétrico de Biuret.

En la tabla N° 3 se muestran los resultados de cuantificacion de las diferentes
fracciones de proteinas de reserva presentes en las semillas de chia .Se puede ver
claramente que las glutelinas se encuentran en mayor proporcion en comparacion con

las globulinas, seguidas por las albiminas y en menor cantidad las prolaminas.

En la tabla N° 4 se muestran los resultados de cuantificacion de las fracciones
proteicas de semillas de quinua .Se observa que las glutelinas se encuentran en mayor
proporcion en comparacion con las albuminas, y en menor cantidad las prolaminas y

globulinas.

En la tabla N° 5 se muestran los valores obtenidos para las diferentes fracciones de
proteinas de reserva presentes en las semillas de linaza .Se puede evidenciar que las
glutelinas se encuentran en mayor proporcion en comparacion con las albuminas, y

en menor cantidad las globulinas y prolaminas.
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Tabla N° 3: Resultados de cuantificacion de fracciones de proteinas de reserva en

semillas de chia. Los valores corresponden a la media * desviacién estandar

Chia (0.5 mL) Proteinas

(g./kg de semilla)

Albdminas 8.4568 +0.26
Globulinas 11.8002 + 0.47
Prolaminas 2.6716 £0.07
Glutelinas 19.9245 +0.97

Tabla N° 4: Resultados de cuantificacion de fracciones de proteinas de reserva en

semillas de quinua. Los valores corresponden a la media + desviacion estdndar

Quinua (0.5 mL) Proteinas

(g./kg de semilla)

Albdminas 7.6574 +0.30
Globulinas 2.1586+0.16
Prolaminas 3.1617 £ 0.15
Glutelinas 13.9071 + 0.61
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Tabla N° 5: Resultados de cuantificacion de fracciones de proteinas de reserva en

semillas de chia. Los valores corresponden a la media * desviacién estandar

Linaza (0.5 mL) Proteinas
(g./kg de semilla)

Albuminas 8.4020 + 0.30
Globulinas 5.6183 +0.44
Prolaminas 2.2089£0.10
Glutelinas 18.7476 + 0.84

En la figura N° 14 se encuentran los resultados del rendimiento de extraccion de las

diferentes fracciones de proteinas de reserva de las semillas (chia, quinua y linaza).

Se puede ver claramente que las glutelinas representan la fraccion mas abundante, con un
rendimiento de extraccion por encima de las demas fracciones. Este patron se observa
generalmente en granos de pseudocereales los cuales se pueden utilizar en la industria de la

panaderia ya que las glutelinas le dan la elasticidad a los panes y su apariencia esponjosa.
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Glutelinas
Prolaminas
Globulinas
Albuminas

Linaza(o.5ml)

Glutelinas
Prolaminas
Globulinas
Albuminas

Quinua(o.5ml)

Glutelinas

Prolaminas

Globulinas

Albuiminas

Chia(o.gml) ’ ' '
0.U000 2.0000 £4.0000 6.0000 8.0000 10.0000  12.0000

Figura N° 14: Promedio del rendimiento de las fracciones de proteinas de reserva en

semillas de chia, linaza y quinua usando el método Biuret.

De acuerdo a los datos obtenidos se puede decir que el contenido de glutelinas tanto en harina
de chia y harina de linaza es mayor (19.9245, 18.7476 respectivamente) y en menor cantidad
en la harina de quinua (13.9071). Los datos obtenidos més la deviacion estandar muestran
resultados similares entre harina de chia y linaza esto se debe a que ambos son
pseudocereales con similitudes como presencia de mucilago y alto contenido de aceite. Para

demostrar esto se realizo un analisis de varianza.

Se realizd el andlisis de varianza que permite contrastar la hipdtesis nula de que los
promedios del contenido de proteinas de reserva en la harina de semillas usando el método
de Biuret son iguales, frente a la hipotesis alternativa de que por lo menos uno de los valores
obtenidos difiere de los demas en cuanto a su valor esperado. Este contraste es fundamental
en el analisis de resultados experimentales. Se obtuvo que en el caso de albuminas no hubo

diferencia significativa por lo tanto no se realiz6 la prueba de Tukey, en globulinas si hubo
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varianza por lo cual se procedi6 a realizar la prueba de Tukey encontrando que hay diferencia
significativa entre el contenido de globulinas de quinua, chia y linaza, en prolaminas se
encontrd que si hubo varianza, por lo que se realiz6 la prueba de Tukey mostrando que hubo
diferencia significativa entre el contenido de prolaminas en semillas de quinua y linaza, en
glutelinas si hubo varianza, por lo que se procedio a realizar la prueba de Tukey donde se
puede evidenciar que hay diferencia significativa entre el contenido de glutelinas en semillas

de quinua y linaza y entre chia y quinua. (Anexo N° 6).

4.3.2. Método Bradford

Método menos eficiente debido a que hubo interferencia con los detergentes (SDS al 1
%) usados en el fraccionamiento de proteinas (figura N° 15). El1 SDS es un detergente

comun

Cuando las concentraciones SDS estan presentes en una solucion con Bradford, el
detergente tiende a ligar fuertemente con la proteina, inhibiendo los sitios de unién de
la proteina para el reactivo del tinte (azul de Coomassie). Esto puede causar precipitados

en las soluciones de proteinas.

Se cuantificaron las fracciones globulinas, albiminas, prolaminas y glutelinas mediante
el método de Bradford utilizando una curva estandar de BSA Ultrapure Ambiom de
50 mg/mL (figura N° 16) considerando dos diluciones de 0.25 y 0.5 mL utilizando
solamente la de mayor concentracion (0.5 mL) ya que se mostré6 mayor presencia de
proteinas. La concentracion de la solucion patron que fue de albumina de suero bovino

fue 1 mg/mL.
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Figura N° 15: Interferencia presentada con SDS 1% en el método de Bradford

utilizado en la extraccion de glutelinas.

1.200
1.000
0.800

0.600

y =1.4668x + 0.2301
R?2=0.9964

0.400

Absorbancia

0.200

0.000
0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600

Concentracion (mg/mL)

Figura N° 16: Curva estdndar BSA para determinar concentracion de proteina.
Albumina de Suero Bovino (BSA) a una concentracion de 0; 0.150; 0.300; 0.350;
0.400; 0.450 y 0.500 mg/mL a una longitud de onda de 520 nm.
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Tabla N° 6: Resultados de cuantificacion de fracciones proteinicas de reserva en

semillas de chia usando el método Bradford.

Chia (0.5 mL) Proteinas
(9./kg de semilla)

Albdminas 1.4139 +0.06
Globulinas 3.0258 £0.13
Prolaminas 0.6909 + 0.69
Glutelinas 0

En la tabla N° 6 se muestran los resultados de cuantificacion de las diferentes fracciones
de proteinas de reserva presentes en las semillas de chia .Se puede observar que no se
efectud la lectura glutelinas ya que por el uso de detergentes en el fraccionamiento
originando precipitados e interferencia en el momento de la lectura con el
espectrofotometro, en el caso de las globulinas se encontraron en mayor proporcion,

seguidas de las albtiminas y por ultimos las prolaminas.

En la tabla N° 7 se muestran los resultados de cuantificacion de las diferentes fracciones
de proteinas de reserva extraidas de semillas de quinua. Se puede decir que no se
encontrd glutelinas ya que por el uso de detergentes en el fraccionamiento hubo
interferencia en el momento de la lectura con el espectrofotometro, en el caso de las
globulinas se encontraron en mayor proporcion, seguidas de las prolaminas y

albuminas.

En la tabla N° 8 se muestran los resultados de cuantificacion de las diferentes fracciones
de proteinas de reserva presentes en las semillas de linaza. Se puede observar que no se
encontr6 glutelinas por el motivo mencionado anteriormente al momento de la lectura,
en el caso de las globulinas se encontraron en mayor proporcion, seguidas de las

albuminas y por ultimo las prolaminas.
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Tabla N° 7: Resultados de cuantificacién de fracciones proteinicas de reserva en

semillas de quinua usando el método Bradford.

Quinua (0.5 mL)

Proteinas
(9./kg de semilla)

AlblUminas

Globulinas

Prolaminas

Glutelinas

1.0817 = 0.05

1.4139 +0.07

1.0893 + 0.04

Tabla N° 8: Resultados de cuantificacion de fracciones proteinicas de reserva en

semillas de linaza usando el método Bradford.

Linaza (0.5 mL)

Proteinas
(g./kg de semilla)

AlbUminas

Globulinas

Prolaminas

Glutelinas

1.5510 +0.05

1.6412 + 0.07

0.6227 £ 0.04

En la figura N° 17 se encuentran los resultados de rendimiento de extraccion de las

diferentes fracciones de proteinas de reserva de las semillas (chia, quinua y linaza). En

la cual se puede observar claramente que no se obtuvo resultados de las glutelinas, la
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cantidad de globulinas en las tres semillas es mayor en la chia seguida por linaza y por

ultimo la quinua.

Si hablamos de los valores mostrados en la fraccion de albiminas se puede decir que la
mayor cantidad se mostro en linaza; en cambio las prolaminas se observaron en mayor
cantidad en quinua. Los resultados de este método van en completo desacuerdo a los
resultados del método de Biuret y el método de Lowry utilizados en el trabajo,

mostrando valores completamente distintos.

Se puede decir que el método de Bradford un método poco sensible y con muchas
interferencias causando precipitados de color azul los cuales van a ocasionar errores de
lectura al momento de realizar la medicion de la absorbancia con el espectrofotometro.
Por estas razones no se tomo en cuenta los valores obtenidos de este método, cabe

resaltar que las tres mediciones dieron los mismos errores.

Glutelinas
Prolaminas
Globulinas
Albuminas
Linaza(o,5ml)

Glutelinas
Prolaminas
Globulinas
Albuminas

Quinua(o,5ml)

Glutelinas
Prolaminas

Globulinas
Albuminas

Chia (o.sml) o000 0.2000 0.4000 0.6000 0.8000 1.0000 1.2000 1.4000 1.6000

Figura N° 17: Promedio del rendimiento de las fracciones de proteinas de reserva en

semillas de chia, linaza y quinua usando el método Bradford.
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4.3.3. Método Lowry

Este método fue el que obtuvo mejores resultados después de Biuret. Se cuantificéd las
fracciones de globulinas, albiminas, prolaminas y glutelinas mediante el método de
Lowry utilizando una curva estandar de BSA Ultrapure Ambiom de 50 mg/mL (figura
N° 18) considerando dos diluciones de 0.25 y 0.5 mL. utilizando solamente la de mayor
concentracion (0.5 mL) ya que se mostrd mayor presencia de proteinas. Se uso albiimina

de suero bovino con una concentracion de 2 mg/mL. (Figura N° 19)

1.000
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0.800

0.700

0.600

0.500

y =0.685x + 0.1086
R?=0.9954

Absorbancia

0.400
0.300
0.200
0.100

0.000
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40

Concentracion (mg/mL)

Figura N° 18: Curva estandar BSA para determinar concentracion de proteina por el
método de Lowry. Albumina de Suero Bovino (BSA) a una concentracion de 0; 0.05;
0.150; 0.250; 0.350; 0.450 y 0.600 mg/mL a una longitud de onda de 520 nm.
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Figura N° 19: BSA (2 mg/mL) a diferentes concentraciones, mostrando presencia de

proteinas con el método colorimétrico de Lowry.

Las lecturas de absorbancia se realizaron por triplicado con el fin de obtener datos con

mayor exactitud que ayudaran en la realizacion e interpretacion del analisis estadistico.

En la tabla N° 9 se muestran los resultados de cuantificacion de las diferentes fracciones
de proteinas de reserva presentes en las semillas de chia .Se puede observar que las
glutelinas se encuentran en mayor proporcion seguidas de las globulinas, albtiminas y por

ultimo las prolaminas.

En la tabla N° 10 se exponen los resultados de cuantificacion de las fracciones de proteinas
de reserva presentes en las semillas de quinua .Se puede observar que las glutelinas se
encuentran en mayor proporcion seguidas de las albuminas, prolaminas y por ultimo las

globulinas.
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Tabla N° 9: Resultados de cuantificacion de fracciones proteinicas de reserva en

semillas de chia usando el método Lowry.

Chia (0.5 mL) Proteinas
(9./kg de semilla)

Albdminas 9.0755+0.35
Globulinas 12.9080 + 0.08
Prolaminas 2.7293 £0.15
Glutelinas 18.0730 +0.83

Tabla N° 10: Resultados de cuantificacion de fracciones proteinicas de reserva en

semillas de quinua usando el método Lowry.

Quinua (0.5 mL) Proteinas

(g./kg de semilla)

Albdminas 5.8412+0.19
Globulinas 1.7165 + 0.08
Prolaminas 1.9760 + 0.06
Glutelinas 14.9501 + 0.64

En la tabla N° 11 se expresan los resultados de cuantificacion de las diferentes fracciones
de proteinas de reserva presentes en las semillas de linaza .Se observa que las glutelinas

se encuentran en mayor proporcion seguidas por las albuminas, globulinas y por ultimo

de las prolaminas.
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Tabla N° 11: Resultados de cuantificacion de fracciones proteinicas de reserva en

semillas de linaza usando el método Lowry.

Linaza (0.5 mL) Proteinas
(9./kg de semilla)

AlbUminas 7.2437 £0.33

Globulinas 49562 +£0.17

Prolaminas 2.1904 + 0.08

Glutelinas 17.8689 + 0.65

Glutelinas
Prolamin...
Globulinas
Albuminas
Linaza

Glutelinas
Prolamin...
Globulinas
Albuminas
Quinua

Glutelinas
Prolamin...

Globulinas

Albuminas

Chia

_.0 2.0000 £4.0000 6.0000 8.0000 10.0000

Figura N° 20: Promedio del rendimiento de las fracciones de proteinas de reserva en

semillas de chia, linaza y quinua usando el método Lowry.
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En la figura N° 20 se encuentran los resultados de rendimiento de extraccion de las
diferentes fracciones de proteinas de reserva de las semillas (chia, quinua y linaza). Se
observa que las glutelinas representan la fraccion mas abundante, con un rendimiento de
extraccion por encima de las demas fracciones. De acuerdo a los datos obtenidos se puede
decir que tanto en harina de chia y linaza el contenido de glutelinas es mayor (18.0730,
17.8689 respectivamente) y en menor cantidad en la harina de quinua (14.9501). Los
datos obtenidos mas la deviacion estdindar muestran resultados similares en harina de chia
y linaza esto se debe a que ambos son pseudocereales con varias similitudes. Se

observaron resultados parecidos en el método de Biuret. Para demostrar esto se realizd

un el analisis de varianza.

4.3.4. Comparacion de los métodos empleados para cuantificacion

Se realizd6 un cuadro comparativo de los tres diferentes métodos utilizados para

cuantificacién: método de Biuret, método de Bradford, método de Lowry. (tabla N° 12).

12.0000

10.0000

8.0000

6.0000

£4.0000 -

2.0000 -

0.0000 -
1%} 1%} 1%} %) 1%} 1%} 1%} %) 1%} 1%} 1%} 1%}
© (o] o © © © © © m© © © ©
c | | | £ c| | | £ c| | | £
E13| 5|2 E13| 5|2 EI2 /5|2
20|35 |2 20|35 |2 20|52
< |G| x|V < |G| x|V <|0| x|V

CHIA QUINUA LINAZA

Figura N° 21: Cuadro comparativo de los métodos empleados para cuantificacion de
proteinas. Barras azules M. de Biuret; barras rojas M. de Bradford; barras verdes

M. de Lowry.

Donde se puede apreciar que el método mas efectivo fue el de Biuret ya que se

recomienda para la cuantificaciéon de proteinas en preparados muy concentrados; el

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

DE SANTA MARIA

método que también tuvo buenos resultados fue el método de Lowry pero no es confiable

por el procedimiento que se utiliza ya que demanda mas tiempo y mucho cuidado; el

método de Bradford no dio buenos resultados ya que mostro interferencias con algunos

diluyentes utilizados en el fraccionamiento de proteinas como el SDS. (Figura N° 21)

Los métodos de Biuret y Lowry dieron resultados cercanos lo cual comprueba que tanto

chia y linaza tienen mayor cantidad de glutelinas y en menor cantidad la quinua,

caracteristica mostrada en los pseudocereales, esta proteina de reserva es utilizada en la

industria de la panaderia para proporcionar elasticidad a los panes y esponjosidad.

Tabla N° 12: Comparacién de los datos obtenidos en los tres métodos empleados

para cuantificacion.

BRADFORD LOWRY
PROMEDIO |PROMEDIO
Albtminas 4.6284 0.7070 4.5377
< |Globulinas 5.9001 1.5129 6.4540
5 |Prolaminas 1.3358 0.3455 1.3646
Glutelinas 9.9622 0.0000 9.0365
- PROMEDIO | PROMEDIO
Alblminas 3.8287 0.5408 2.9206
< | Globulinas 1.0793 0.7069 0.8583
% Prolaminas 1.5808 0.5447 0.9880
< Glutelinas 7.5535 0.0000 7.4750
- PROMEDIO | PROMEDIO
Albiminas 4.2010 0.7755 3.6219
I [Globulinas 2.8092 0.8206 2.4781
é Prolaminas 1.1044 0.2130 1.0952
= [Glutelinas 9.3738 0.0000 8.9345
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Entonces podemos decir que el método mas conveniente para cuantificacion de
fracciones proteicas fue el método de Biuret con ventajas como su bajo costo y
especificidad para proteinas sin interferencias mostradas con los diluyentes empleados

para el fraccionamiento de proteinas de reserva.

4.4. Caracterizacion bioquimica de las fracciones de Osborne

4.4.1. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS — PAGE)

Se realizo el perfil electroforético correspondiente a las cuatro fracciones de Osborne:
albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas; pertenecientes a las tres semillas. Se
observo que las bandas de las glutelinas presentes en chia, linaza y quinua se mostraron
con mayor intensidad en comparacion con las albiiminas y globulinas, por otro lado no

se mostro intensidad en las bandas de prolaminas esto se debe a su baja concentracion.

En la figura N° 22 se muestra el analisis SDS-PAGE de proteinas de reserva de semillas
de chia, linaza y quinua. El gel de poliacrilamida al 12% fue teflido con azul de
Coomassie el cual se cargé con 20 ul de proteina por carril y 10 ul de marcador de peso
molecular conocido; carriles 1A, 2A, 3A pertenecientes a albiminas de linaza, chia y
quinua respectivamente; carriles 1B, 2B, 3B pertenecientes a globulinas de linaza, chia
y quinua respectivamente; carriles 1C, 2C, 3C pertenecientes a prolaminas de linaza, chia
y quinua respectivamente; 1D, 2D, 3D pertenecientes a glutelinas de linaza, chia y
quinua respectivamente; carril M perteneciente al marcador de peso molecular de 4 a

250 kDa. (See Blue® Plus 2 Pre-stained Protein Standard).

La fraccion proteica de glutelinas mostrd bandas entre 10 y 20 kDa. en relacion con el
marcador molecular utilizado. Este resultado se observo para los tres tipos de semillas

con las cuales se trabajo (chia, linaza y quinua).

Se puede decir que los resultados obtenidos en el método de caracterizacion coinciden
con los resultados de los métodos de cuantificacion ya que se observan bandas de color

intenso para esta proteina de reserva tanto en chia como en linaza.
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Figura N° 22: Perfil electroforético de Osborne. Anélisis SDS-PAGE de proteinas de

reserva de semillas de chia, linaza y quinua.

En la figura N° 23 se muestra el marcador de peso molecular conocido See Blue® Plus 2
Pre-stained Protein Standard con bandas de 3 a 198 kDa, este marcador permite una facil
visualizacion de los rangos de pesos moleculares en proteinas durante la electroforesis con
8 bandas azules y 2 con colores de contraste las cuales se compararon con las bandas

obtenidas en la electroforesis realizada en el presente trabajo.
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Figura N° 23: Marcador molecular See Blue® Plus 2 Pre-stained Protein Standard,
con un rango de 4 a 250 kDa.

4.5. Digestibilidad in vitro

Utilizando el método de Biuret (pirpura en presencia y amarillo si no hay presencia
de proteinas) se pudo confirmar la presencia de proteinas en las soluciones. Se midio
la caida de pH con el potenciémetro digital después de 10 minutos. La prueba se hizo
por triplicado como se muestra en la tabla N°13, tabla N° 14 y tabla N° 15; para tener
resultados mas exactos lo que ayudara en la realizacion e interpretacion del analisis
estadistico; donde pH 1: pH al inicio de la prueba y pH 2 (caida de pH): después de

10 minutos.
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Tabla N° 13: Primera medida de la caida del pH

pH1 pH 2

Chia 8 7.28
Quinua 8.04 7.65
Linaza 8.02 7.34

Tabla N° 14: Segunda medida de la caida del pH

pH 1 pH 2

Chia 8.08 7.22
Quinua 8.04 7.48
Linaza 8.03 7.26

Tabla N° 15: Tercera medida de la caida del pH

pH 1 pH 2

Chia 8.06 7.32
Quinua 8 7.59
Linaza 8 7.21
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Para la obtencion de los valores de digestibilidad in vitro se utilizo la siguiente

formula:

y=210.464-18.103x

Donde x =pH 2

En la tabla N° 16 se muestran los resultados obtenidos a partir de la formula antes
mencionada. Este analisis revel6 que la harina de chia y linaza presentan un alto valor
de digestibilidad con valores cercano (78.79; 78.85 respectivamente), en
comparacion con la quinua (73.36). Con estos valores se puede decir que tanto la
chia, linaza y quinua no presenta inhibidores de proteasas las cuales pueden retardar

la digestibilidad in vitro

Tabla N° 16: Resultados de digestibilidad in vitro de harina de semilla de chia,

quinua y linaza

DIGESTIBILIDAD IN VITRO (Y)

CHIA 78.7948 + 0.91
QUINUA 73.3639 £+ 1.56
LINAZA 78.8551 £ 1.18

Se realiz6 el analisis de varianza que permite contrastar la hipotesis nula de que los
promedios de pH obtenidos en la harina de semillas son iguales, frente a la hipdtesis
alternativa de que por lo menos uno de los porcentajes difiere de los demas en cuanto
a su valor esperado. Este contraste es fundamental en el analisis de resultados

experimentales. Se encontro que hubo diferencia significativa entre los 3 grupos que
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conforman las harinas de semillas de chia, quinua y linaza, esto luego de realizar la
prueba de Tukey que nos ayuda a conocer entre que grupos existe diferencia (Anexo

N° 6).
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CONCLUSIONES

PRIMERQO: Se fracciond, caracterizo y cuantificd proteinas de reserva en semillas de chia
(Salvia hispanica L.), linaza (Linum usitatissimum) y quinua (Chenopodium quinoa).
Obteniendo como resultado la fraccion proteica mayoritaria a las glutelinas presentes en los
pseudocereales trabajados. Se puede decir que tanto la chia como la linaza mostraron mayor

cantidad de glutelinas y en menor cantidad la quinua.

SEGUNDO: Se desgrasé la harina de semillas de chia (Salvia hispanica L.), linaza (Linum
usitatissimum) y quinua (Chenopodium quinoa), utilizando el método de Soxhlet empleando
al hexano como solvente; obteniendo mayor cantidad de grasa en harina de linaza
(26,2833%) seguida por harina de chia (24,5667) y harina de quinua (8,1167) con menor

cantidad.

TERCERO: Se fracciond proteinas de reserva: albuminas, globulinas, prolaminas y
glutelinas de chia (Salvia hispanica L.), linaza (Linum usitatissimum) y quinua

(Chenopodium quinoa); empleando el método modificado de Osborne.

CUARTO: Se cuantifico proteinas de reserva utilizando tres métodos colorimétricos:
Meétodo de Biuret, Método de Bradford, Método de Lowry. Mostrando mayor eficiencia el
método de Biuret debido a que es especifico para proteinas, muestra pocas interferencias y
es econdmico; en comparacion con el método de Bradford el cual muestra interferencias con
el detergente empleado (SDS) y el método de Lowry que aunque tiene sensibilidad muestra

errores debido a la técnica empleada la cual demandaba mayor cuidado.

QUINTO: Se caracteriz6 las proteinas de reserva empleando electroforesis desnaturalizante
(SDS-PAGE), en la cual se confirmd la presencia de las glutelinas como fraccion proteica

mayoritaria mostrando bandas con un peso molecular de 10 a 20 kDa.

SEXTO: Se evalu¢ la digestibilidad in vitro de la harina de semillas de los pseudocereales
trabajados, mostrando que tanto la chia (78,7948) como la linaza (78.8551) tienen una alta

digestibilidad en comparacion con la quinua (73.3639).
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SEPTIMO: Por tltimo se puede decir que tanto chia (Salvia hispanica L.) y linaza (Linum
usitatissimum), por las caracteristicas mostradas en la obtencion de proteinas de reserva y
con fraccion mayoritaria a las glutelinas, tienen alta cantidad y calidad de estas en

comparacion a quinua (Chenopodium quinoa) con menores niveles.
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RECOMENDACIONES

e Tener en cuenta temperatura, tiempo y pH para el buen rendimiento en los métodos
empleados

e Serecomienda escoger el método colorimétrico mas adecuado para la cuantificacion
de proteinas, teniendo en cuenta las ventajas ¢ interferencias que presenta cada
método.

e Para la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), tomar en cuenta el tiempo de
gelificacion del running gel y el stacking gel el cual debera de ser menor a 15

minutos.
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ANEXOS

ANEXO N° 1: DESGRASADO DE SEMILLAS - SISTEMA SOXHLET

1. FOTOGRAFIAS:

1.1. Fotografia de las harinas de semillas de chia, linaza y quinua respectivamente

CHIA LINAZA

1.2. Fotografia de hexano utilizado como solvente para el desgrasado de harina de

semillas

HEXANO
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2. CALCULOS:
% grasa = B2=BL100
m
B1= masa del balon vacio
B2=masa del balon con grasa
m= masa de la harina
MUESTRA MUESTRA MUESTRA
1 2 3
QUINUA 130.64 130.61 130.59
LINAZA 134.28 134.25 134.21
CHIA 133.92 133.85 133.94

Tabla N° 17: Masas de los balones con grasa de las 3 repeticiones

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

2.1. Quinua

B2-B1
m
BZ;lBl*IOO
B2-B1
m

*100

% grasa =

% grasa =

% grasa = *100

2.2. Linaza

B2-B1
m
BZ;lBl*lOO
B2-B1
m

*100

% grasa =

% grasa =

% grasa = *100

2.3. Chia

B2-B1
m
B2-B1
m
B2-B1
m

*100

% grasa =

*100

% grasa =

*100

% grasa =

o 130.64—128.99
% grasa=—————

130.61-128.99
% grasa=—————

*100

*100

130.59-128.99
% grasa=———— *100

134.28-128.99
%grasa=T* 100

134.25-128.99

Y%grasa= *100

134.21-128.99
%grasa=T* 100

%grasa= 133.92-128.99,, 100
20
133.85—-128.99
20
133.94—-128.99
20

Y%grasa= *100

Y%grasa= *100

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

% grasa 1 =8.25
% grasa 2 =28.10

% grasa 3 = 8.00

% grasa 1 = 26.45
% grasa 2 = 26.30

% grasa 3 = 26.10

% grasa 1 = 24.65
% grasa 2 = 24.30

% grasa 3 = 24.75




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

ANEXO N° 2: PREPARACION DE REACTIVOS PARA:

CUANTIFICACION

2.1. Reactivo de Biuret

Reactivo preparado del siguiente modo. Disolver 3,8 g de CuSO4.5H20y 6,7 g NaEDTA en
700 mL de H20O. Mientras se agita afiadir 200 mL de NaOH 5 N y luego 1g de KI como

estabilizante. Guardar en frasco de plastico.

2.2. Reactivo de Bradford

Reactivo preparado del siguiente modo: mezclar 10 mg de Coomassie Blue G-250 con 10
mL de fosforico al 88 % y 4,7 mL de etanol absoluto.
Anadir H20 hasta 100 mL. Filtrar a través de papel de filtro y guardar en la oscuridad.

2.3. Reactivo de Lowry

Se hicieron dos tipos de soluciones que llamaremos A y B, la B a su vez se divide en B1y
Bo.

A:NaxCOs al 2 %, NaOH 0.1 M

Bi: CuSO4 5H20 al 1 %

B2: Tartrato de sodio y potasio al 2 %

Reactivo de Folin-Ciocalteu

Mezclar las soluciones B con la A y dejar reposar por 15 min en oscuridad.

Agregar Folin-Ciocalteu y mezclar bien, dejar reposar 30 min en oscuridad.
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ANEXO N° 3: CUANTIFICACION DE PROTEINAS

3.1. FOTOGRAFIAS:

3.1.1. Fotografia de la albimina de suero bovino utilizado para realizar las
curvas de calibracion de los tres métodos colorimétricos . BSA Ultrapure

Ambiom de 50mg/mL.

3.2. Fotografia de las fracciones proteicas en presencia del reactivo de Biuret.

A) chia, B) quinua, C) linaza.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

3.3. Fotografia de BSA a diferentes concentraciones, mostrando presencia de

proteinas con el método colorimétrico de Bradford.
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3.4. Fotografia de las fracciones proteicas en presencia del reactivo de Lowry.

A) chia, B) quinua, C) linaza
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ANEXO N° 4: PREPARACION DEL GEL

Esta constituido por gel Stacking y Running

4.1. GEL STACKING: Concentracion estandar al 4 %

e H20:2.7mL

e Poliacrilamida: 0.67 mL

e TrispH 6.8 0.5M: 0.5 mL
e SDS:0.04 mL

e APS10%: 0.04 mL

e TEMED: 0.0004

4.2. GEL RUNNING: Concentracion 12 %

e Hx0:49mL

e Poliacrilamida: 6.0 mL

e TrispH8.81.5M:3.8mL
e SDS:0.15 mL

e APS10%:0.15mL

e TEMED: 0.006

4.3. BUFFER SAMPLE 2X

e - mercaptoetanol
e Glicerol
e SDS

e Azul de Bromofenol
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4.4. FOTOGRAFIAS DE LA CORRIDA DEL GEL

4.4.1. Fotografia de los materiales empleados para la preparacion del stacking gel y el

running gel.
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4.4.3. Fotografia del marcador de peso molecular de 4 a 250 kDa. (See Blue® Plus 2

Pre-stained Protein Standard)
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4.4.5. Fotografia del llenado de los pozos con las fracciones proteicas de la harina de

semillas.

4.4.6. Fotografia del gel en la cAmara de corrido con las fracciones proteicas en los

p0z0s
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4.4.7. Fotografia del gel tefiido con azul brillante Coomassie G250 a una concentracion

sometido a decoloracion con agua destilada.
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ANEXO N° 5: DIGESTIBILIDAD IN VITRO

5.1. FOTOGRAFIAS

5.1.1. Fotografia de las enzimas para proteinas: tripsina y pepsina

5.1.2. Fotografia de la harina de semillas con el reactivo de Biuret mostrando

presencia de proteinas (color violeta)
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5.2. CALCULOS

5.2.1. Chia

Caso 1

y=210.464 - 18.103*x
y=210.464 -18.103*7.28
y=78.6741

Caso 2

y=210.464 - 18.103*x
y=210.464 - 18.103*7.22
y=79.7603

Caso 3

y=210.464 - 18.103%*x
y=210.464 - 18.103%7.32
y=77.9500

Promedio: 78.7948
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Desviacion estandar: 0.91

Coeficiente de variacion: 1.1563

5.2.2. Quinua

Caso 1

y=210.464 - 18.103*x
y=1210.464 -18.103*7.65
y=71.9760

Caso 2

y=210.464 - 18.103*x
y=210.464 - 18.103*7.48
y=75.0535

Caso 3

y=210.464 - 18.103*x
y=210.464 - 18.103*7.59
y=73.0622

Promedio: 73.3639
Desviacion estandar: 1.56
Coeficiente de variacion: 2.127

5.2.3. Linaza
Caso 1
y=210.464 - 18.103*x

y=210.464 -18.103*7.34
y=77.5879
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Caso 2

y=210.464 - 18.103*x
y=210.464 - 18.103*7.26
y=79.0362

Caso 3

y=210.464 - 18.103*x
y=210.464 - 18.103*7.21
y=79.9413

Promedio: 78.8551
Desviacion estandar: 1.18

Coeficiente de variacion: 1.5054
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ANEXO N° 6: ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los resultados se llevd a cabo mediante el uso del software de
Microsoft Office Excel 2013 para los datos obtenidos en la determinacion del contenido de
grasa encontrada en cada harina de semilla de chia, quinua y linaza, la cuantificacion de

proteinas de reserva de estas y digestibilidad in vitro.

Se realizo el andlisis de varianza que permite contrastar la hipdtesis nula con 95% de
confiabilidad con los promedios de las poblaciones frente a la hipotesis alternativa también
de 95% de confiabilidad, de que por lo menos una de las poblaciones difiere de los demas

en cuanto a su valor esperado.

Este contraste es fundamental en el analisis de resultados experimentales. Se obtuvo que si
hubo diferencia significativa entre los grupos, esto luego de realizar la prueba de Tukey que

nos ayuda a conocer entre que grupos existe diferencia.

Determinacién del contenido de grasa encontrada en cada harina de semillas de

quinua, chia y linaza.

Se calcul6 los promedios y desviacion estandar del porcentaje de grasa obtenida de cada
harina de semillas (Tabla N° 18), ademas del analisis de varianza que permite contrastar la

hipétesis nula y alternativa de los datos obtenidos (Tabla N° 19).
Debido a que el valor de probabilidad es menor a 0.05 entonces se puede decir que si existe

diferencia significativa entre los datos obtenidos por lo que se procedio a realizar la prueba

de Tukey, para agrupar las muestras, segun su diferencia.
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Tabla N° 18: Promedio y desviacion estandar del % de grasa de cada semilla.

Promedio Desviacion estandar
Quinua 8.1167 +0.1258
Chia 26.2833 +0.1756
Linaza 24.5667 +0.2363

Tabla N° 19: Analisis de varianza a partir de los promedios de % de grasa.

ANALISIS
DE
VARIANZA
Origen de las Suma de Grados  Promedio F Probabilidad
variaciones cuadrados de de los
libertad cuadrados
Entre grupos 603.5772222 2 301.7886 8832.8374 0.00000000004
Dentro de los 0.205 6 0.0342
grupos
Total 603.7822222 8

Posteriormente se hall6 HSD (Diferencia Honestamente Significativa), utilizando el
multiplicador que se obtuvo de las tablas de Tukey, MSe que es el cuadrado del error medio
que se hall6 dividiendo la suma de cuadrados y los grados de libertad y"'n"" que es el numero

de componentes de cada grupo. (Tabla N° 20)
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Tabla N° 20: Obtencion del valor de HSD

HSD 0.1096
Multiplicador 3.93
MSe 0.0023
n 3

Entonces a partir de la siguiente tabla podemos decir que existe diferencia significativa entre
el porcentaje de grasa de quinua, chia y linaza debido que el HSD es menor a la diferencia

de promedios de estos grupos. (Tabla N° 21)

Tabla N° 21: Diferencia significativa entre el contenido de grasa de cada harina de

semilla.
Quinua Chia Linaza
Quinua - -18.1667 -16.4500
Chia 18.1667 - 1.7167
Linaza 16.450 1.7167 -

Cuantificacion de proteinas de reserva

AlbUminas

Se calcul6 los promedios y desviacion estandar del contenido de albuminas en cada ensayo
realizado con harina de semillas de chia, quinua y linaza usando el método de Biuret (Tabla
N° 22), ademas del andlisis de varianza que permite contrastar la hipotesis nula y alternativa
de los datos obtenidos (Tabla N° 23).

Debido a que el valor de probabilidad es mayor a 0.05 entonces se puede decir que no existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos por lo que no es necesario realizar la prueba

de Tukey.
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Tabla N° 22: Promedios y desviacion estandar del contenido de albuminas.

Promedio Desviacion estandar
Chia 42284 0.2645
Quinua 3.8287 0.3007
Linaza 4.2010 0.2995

Tabla N° 23: Andlisis de varianza del contenido de albuminas en cada semilla.

Origen de Suma de Grados Promedio de F Probabilidad
las cuadrados de los

variaciones libertad cuadrados

Entre 0.299132807 2 0.149566403 1.79426392 0.245017977

grupos

Dentrode 0.500148507 6 0.083358084

los grupos

Total 0.799281313 8

Globulinas

Se calculo los promedios y desviacion estandar del contenido de globulinas en cada ensayo
realizado con harina de semillas de chia, quinua y linaza usando el método de Biuret (Tabla

N°24), ademas del analisis de varianza que permite contrastar la hipotesis nula y alternativa

de los datos obtenidos (Tabla N° 25).
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Debido a que el valor de probabilidad es menor a 0.05 entonces se puede decir que si existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos por lo que se procedid a realizar la prueba
de Tukey, para agrupar las muestras, segtn su diferencia.

Tabla N° 24: Promedio y desviacién estandar del contenido de globulinas

Promedio Desviacion estandar

Chia 5.9001 0.4706
Quinua 1.0793 0.1592
Linaza 2.8092 0.4429

Tabla N° 25: Analisis de varianza del contenido de globulinas

Origen de Suma de Grados Promedio de F Probabilidad
las cuadrados de los

variaciones libertad cuadrados

Entre 35.78598349 2 17.89299174 121.1792766 1.40999E-05

grupos

Dentrode 0.885943153 6 0.147657192

los grupos

Total 36.67192664 8

Se procedi¢ hallar el valor de HSD (Diferencia honestamente significativa).

Tabla N° 26: Obtencion del valor de HSD

HSD 0.9628
Multiplicador 4.3400
Mse 0.1477
n 3.0000
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Entonces a partir de la siguiente tabla podemos decir que existe diferencia significativa entre
el contenido de globulinas de quinua, chia y linaza debido que el HSD es menor a la

diferencia de promedios de estos grupos. (Tabla N° 27).

Tabla N° 27: Diferencia significativa de los promedios del contenido de globulinas en

harina de semillas de chia, quinuay linaza.

Chia Quinua  Linaza
Chia 4.8208 3.0909
Quinua -4.8208 -1.7298
Linaza -3.0909 1.7298

Prolaminas

Se calculd los promedios y desviacion estandar de cada ensayo realizado para hallar el
contenido de prolaminas en harina de semillas de chia, quinua y linaza. (Tabla N° 28),
ademas del analisis de varianza que permite contrastar la hipotesis nula y alternativa de los

datos obtenidos (Tabla N° 29).

Tabla N° 28: Promedios y desviacion estandar de cada ensayo realizado para hallar

el contenido de prolaminas.

Promedio Desviacion estandar

Chia 1.3358 0.0793
Quinua 1.5808 0.1481
Linaza 1.1044 0.0993

Debido a que el valor de probabilidad es menor a 0.05 entonces se puede decir que si existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos por lo que se procedié a realizar la prueba

de Tukey, para agrupar las muestras, segtn su diferencia. (Tabla N° 30).
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Tabla N° 29: Andlisis de varianza del contenido de prolaminas.

Origen de Suma de Grados Promedio de F Probabilidad
las cuadrados de los

variaciones libertad cuadrados

Entre 0.340528829 2 0.170264414 13.42015972 0.006098621

grupos

Dentrode 0.076123273 6 0.012687212

los grupos

Total 0.416652102 8

Se procedié hallar el valor de HSD (Diferencia honestamente significativa)

Tabla N° 30: Valor de HSD

HSD 0.2822
Multiplicador 4.34
Mse 0.0127
n 3

Entonces a partir de la siguiente tabla podemos decir que existe diferencia significativa entre
el contenido de prolaminas en semillas de quinua y linaza debido que el HSD es menor a la

diferencia de promedios de estos grupos. (Tabla N° 31).

Tabla N° 31: Diferencia significativa del contenido de prolaminas en semillas de chia,

quinuay linaza

Chia Quinua Linaza
Chia -0.2450 0.2314
Quinua 0.2450 0.4764
Linaza -0.2314 -0.4764
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Glutelinas

Se calculd los promedios y desviacion estandar de cada ensayo realizado para hallar el
contenido de glutelinas en harina de semillas de chia, quinua y linaza. (Tabla N° 32), ademas

del analisis de varianza que permite contrastar la hipotesis nula y alternativa de los datos

obtenidos. (Figura N° 33).

Tabla N° 32: Promedios y desviacién estandar de cada ensayo realizado para hallar

el contenido de glutelinas

Promedio Desviacion estandar

Chia 9.9623 0.9743
Quinua 6.9535 0.6179
Linaza 9.3738 0.8379

Debido a que el valor de probabilidad es menor a 0.05 entonces se puede decir que si existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos por lo que se procedid a realizar la prueba

de Tukey, para agrupar las muestras, segtn su diferencia. (Tabla N° 34)

Tabla N° 33: Andlisis de varianza

Origen de Suma de Grados Promedio de F Probabilidad
las cuadrados de los

variaciones libertad  cuadrados

Entre 15.25646003 2 7.628230013 11.2564254  0.0093182

grupos

Dentro de 4.066067033 6 0.677677839

los grupos

Total 19.32252706 8
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Se procedié hallar el valor de HSD (Diferencia honestamente significativa)

Tabla N° 34: Obtencion valor de HSD

HSD 2.0627
Multiplicador 4.3400
Mse 0.6777

n 3.0000

Entonces a partir de la siguiente tabla podemos decir que existe diferencia significativa entre
el contenido de glutelinas en semillas de quinua y linaza ademas de chia y quinua debido

que el HSD es menor a la diferencia de promedios de estos grupos. (Tabla N°35)

Tabla N° 35: Diferencia significativa entre el contenido de glutelinas

Chia Quinua Linaza
Chia 3.0087 0.5885
Quinua -3.0087 -2.4203
Linaza -0.5885 2.4203

Digestibilidad in vitro

Chia

Se calcul6 los promedios y desviacion estdndar de cada ensayo realizado para hallar la caida
de pH al principio de la prueba y después de 10 minutos. (Tabla N° 36), ademas del analisis

de varianza que permite contrastar la hipotesis nula y alternativa de los datos obtenidos

(Tabla N° 37).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

Tabla N° 36: Promedio y desviacién estandar de cada ensayo realizado para hallar la

caida de pH.
pH 1 pH 2
Promedio 8.0267 7.2733
Desviacion 0.0462 0.0503

estandar

Debido a que el valor de probabilidad es menor a 0.05 entonces se puede decir que si existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos por lo que se procedio a realizar la prueba

de Tukey, para agrupar las muestras, segun su diferencia. (Tabla N° 38).

Tabla N° 37: Analisis de varianza.

Origen de Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad
las cuadrados libertad los
variaciones cuadrados
Entre 0.851266667 1 0.851266667 364.828571  0.00004427
grupos
Dentro de 0.009333333 4 0.002333333
los grupos
Total 0.8606 5

Se procedi¢ hallar el valor de HSD (Diferencia honestamente significativa)
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Tabla N° 38: Obtencion valor de HSD

HSD 0.1096
Multiplicador 3.9300
Mse 0.0023
N 3.0000

Entonces a partir de la siguiente tabla podemos decir que existe diferencia significativa entre
el pH 1 y pH 2 debido que el HSD es menor a la diferencia de promedios de estos grupos.
(Tabla N°39)

Tabla N° 39: Diferencia significativa entre los promedios de cada pH

pH 1 pH 2

pH 1 0.7533
pH 2 - 0.7533

Quinua

Se calculd los promedios y desviacion estandar de cada ensayo realizado para hallar la caida
de pH al principio de la prueba y después de 10 minutos (Tabla N° 40), ademas del analisis
de varianza que permite contrastar la hipdtesis nula y alternativa de los datos obtenidos

(Tabla N° 41).

Tabla N° 40: Promedio y desviacidn estandar de cada ensayo realizado para hallar la

caida de pH
pH 1 pH 2
Promedio 8.0267 7.5733
Desviacion 0.0231 0.0862

estandar
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Debido a que el valor de probabilidad es menor a 0.05 entonces se puede decir que si existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos por lo que se procedid a realizar la prueba

de Tukey, para agrupar las muestras, segun su diferencia. (Tabla N°42)

Tabla N° 41: Andlisis de varianza

Origen de Suma de Grados Promedio de F Probabilidad
las cuadrados de los
variaciones libertad cuadrados

Entre 0.308266667 1 0.308266667 77.3891213 0.000921034

grupos
Dentrode 0.015933333 4 0.003983333
los grupos

Total 0.3242 5

Se procedi¢ hallar el valor de HSD (Diferencia honestamente significativa)

Tabla N° 42: Obtencién del valor de HSD

HSD 0.1432
Multiplicador 3.9300
Mse 0.0040
n 3.0000

Entonces a partir de la siguiente tabla podemos decir que existe diferencia significativa entre
el pH 1 y pH 2 debido que el HSD es menor a la diferencia de promedios de estos grupos.
(Tabla N° 43)
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Tabla N° 43: Diferencia significativa entre los promedios de cada pH

pH 1 pH 2
pH 1 0.4533
pH 2 -0.4533

Linaza

Se calcul6 los promedios y desviacion estandar de cada ensayo realizado para hallar la caida
de pH al principio de la prueba y después de 10 minutos (Tabla N° 44), ademas del analisis
de varianza que permite contrastar la hipdtesis nula y alternativa de los datos obtenidos

(Tabla N° 45).
Debido a que el valor de probabilidad es menor a 0.05 entonces se puede decir que si existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos por lo que se procedio a realizar la prueba

de Tukey, para agrupar las muestras segun su diferencia. (Tabla N° 46).

Tabla N° 44: Promedio y desviacion estandar de cada ensayo realizado para hallar la

caida de pH
pH 1 pH 2
Promedio 8.0367 7.2700
Desviacion 0.0208 0.0656

estandar
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Tabla N° 45: Andlisis de varianza

Origen de las Suma de Grados  Promedio de F Probabilidad

variaciones cuadrados de los

libertad cuadrados

Entre grupos 0.308266667 1 0.308266667 77.389121 0.000921034
Dentro de los 0.015933333 4 0.003983333

grupos

Total 0.3242 5

Se procedi¢ hallar el valor de HSD (Diferencia honestamente significativa)

Tabla N° 46: Obtencion del valor de HSD

HSD 0.1432
Multiplicador 3.9300
Mse 0.0040
n 3.0000

Entonces a partir de la siguiente tabla podemos decir que existe diferencia significativa entre
el pH 1 y pH 2 debido que el HSD es menor a la diferencia de promedios de estos grupos.
(Tabla N © 47)

Tabla N° 47: Diferencia significativa entre los promedios de cada pH

pH 1 pH 2

pH 1 0.7667
pH 2 -0.7667

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




