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RESUMEN

Caracterizacion proteica de las semillas de once es-
pecies de amaranto.

El objetivo de este estudio fue determinar la composicion
aminoacidica y el perfil proteico de las semillas de once es-
pecies de amaranto. Las especies estudiadas fueron A. viri-
dis, A. powellii, A. muricatus, A. deflexus, A. graecizans, A.
blitoides, A. retroflexus, A. blitum, A. albus, A. cruentus 'y A.
hypochondriacus. Se estudiaron poblaciones silvestres de
estos taxones localizadas en el suroeste de Espana. El per-
fil proteico se estudié mediante cromatografia de filtracion en
gel y electroforesis desnaturalizante. Este perfil fue similar
en todas las especies, con ligeras variaciones en los pesos
moleculares y abundancia de las principales proteinas. Asi,
mediante cromatografia de filtracion en gel se apreciaron
seis fracciones mayoritarias de alrededor de 300 kDa, 180
kDa, 120 kDa, entre 40 y 50 kDa, entre 20 y 30 kDa y me-
nores de 10 kDa. Por otro lado, el estudio electroforético
mostro tres grupos de péptidos mayoritarios con pesos com-
prendidos entre 50 y 64 kDa, entre 33 y 37 kDa y entre 18 y
25 kDa. Las especies con la composicion aminoacidica mas
equilibrada correspondieron a taxones no cultivadas. A. mu-
ricatus, A. blitum'y A. powellii mostraron la composicion ami-
noacidica mas equilibrada. A. hypochondriacus y A. graeci-
zans mostraron la composicion aminoacidica mas
deficitaria, con carencias en cinco aminoacidos esenciales.
Estos resultados muestran el potencial de los taxones sil-
vestres de amaranto para su introduccién como cultivos o su
uso para la mejora mediante hibridacion de otros cultivados,
como A. hypochondriacus.

PALABRAS-CLAVE: Amaranto - Composicion aminoaci-
dica - Perfil proteico - Semillas.

SUMMARY

Seed protein characterisation of eleven species of
amaranthus.

The protein profile and the amino acid composition of
eleven amaranth species have been studied. The following
species were taken into account: A. viridis, A. powellii, A. mu-
ricatus, A. deflexus, A. graecizans, A. blitoides, A. retroflexus,
A. blitum, A. albus, A. cruentus and A. hypochondriacus. Se-
ed samples were obtained from wild populations located in
the southwest of Spain. The protein profile was studied by gel
filtration chromatography and denaturing electrophoresis.
Profiles were similar in all taxa, with small variations in the
molecular weights and amounts of the main seed proteins.
Thus, after gel filtration chromatography six main fractions of
around 300 kDa, 180 kDa, 120 kDa, between 40 and 50 kDa,
20 and 30 kDa and below 10 kDa were observed. On the
other hand, the electrophoretic analysis showed peptides

grouped into three main fractions, between 50 and 64 kDa,
33 and 37 kDa and 18 and 25 kda. The most balanced ami-
no acid compositions were observed in the wild taxa A. mu-
ricatus, A. blitum and A. powellii showed the most equilibra-
ted amino acid composition. A. hypochondriacus and A.
graecizans showed the most deficient amino acid composi-
tion with limitations in five essential amino acids. These re-
sults show the potential of wild amaranthus taxa for their in-
troduction as crops or their use in the improvement by
hybridization mechanisms of other crops such as A. hypo-
chondriacus.

KEY-WORDS: Amaranth - Amino acid composition -
Protein profile - Seeds.

1. INTRODUCTION

El género Amaranthus (Familia Amaranthace-
ae) esta constituido por plantas tanto cultivadas
como silvestres de distribucion cosmopolita. El cul-
tivo de Amaranthus en América y en algunos luga-
res de Asia, como India o Nepal, ya era conocido
por las civilizaciones méas antiguas (Bucaro-Segu-
ra y Bressani, 2002). Aunque se abandond dicha
practica debido, fundamentalmente, a la introduc-
cion de nuevas plantas desde el viejo mundo, des-
de hace unas décadas ha aumentado el interés
por rescatar del olvido este cultivo. En este perio-
do de tiempo el numero de investigaciones acerca
de este género han aumentado considerablemen-
te, y se han realizado desde los mas diversos pun-
tos de vistas (Becker et al., 1981; Bressani y Gar-
cia-Vela, 1990; Mosyakin y Robertson, 1996;
Zheleznov et al., 1997; Chan y Sun, 1997; Costea
et al., 2004). El atractivo de estas plantas es que
de ellas se puede aprovechar practicamente todo.
Asi, de sus semillas se puede elaborar harina, sus
hojas pueden ser utilizadas como verduras, sus ta-
llos son utiles en la fabricacion de piensos anima-
les, algunas son ornamentales e incluso sus inflo-
rescencias pueden ser utilizadas como fuente de
colorantes naturales rojos (Becker et al., 1981; Pe-
dersen et al., 1987; Zheleznov et al., 1997; Cai et
al.,, 1998 a,b). Son muchos los autores que han
puesto de manifiesto el valor nutritivo de algunas
especies de este género, basandose sobre todo en
la composicion de sus proteinas (Bressani, 1989;
Bressani & Garcia-Vela, 1990; Lehmann, 1996).
Segun Stallknecht y Schulz-Schaeffer (1993), el
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hecho de que sean plantas C,, junto a su caracte-
ristica anatomia, contribuye a su gran adaptabili-
dad a distintas condiciones ambientales. Algunas
de las ventajas de estas plantas son su tolerancia
a la sequia y altas temperaturas, junto a su rapido
crecimiento (Barba de la Rosa et al., 1992; Zhelez-
nov et al., 1997; Costea et al., 2004). Estas carac-
teristicas las convierten en una fuente de protei-
nas ideal en paises donde las temperaturas y el
abastecimiento de agua constituyen un grave pro-
blema. Ademas, otra ventaja de este género, con-
siderado por muchos como un pseudo-cereal (Leh-
mann, 1996), frente a los verdaderos cereales es
que su contenido proteico es mas alto (12-18%), al
igual que su contenido en lisina (entre el 5-7%
frente alrededor del 2%) (Bressani y Garcia-Vela,
1990; Barba de la Rosa et al., 1992; Stallknecht y
Schulz-Schaeffer, 1993; Zheleznov et al., 1997).
Por otro lado, el nivel de aminoacidos azufrados (6-
12%) (Barba de la Rosa et al., 1992) también es
mas alto que el indicado en las semillas de legu-
minosas (2-4%) por algunos autores (Mahe et al.,
1994; Galili y Larkins, 1999). Como consecuencia
de estos datos, el género Amaranthus se convier-
te en una buena fuente de aminoacidos esencia-
les, aproximandose a los valores recomendados
por la FAO/WHO (1991).

En el presente trabajo se estudia la composicién
proteica de las semillas de once especies de ama-
ranto distribuidas en la mitad occidental de Andalu-
cia. Estas especies son: A. viridis, A. powellii, A.
muricatus, A. deflexus, A. graecizans, A. blitoides,
A. retroflexus, A. blitum, A. albus, A. cruentus y A.
hypochondriacus. Aunque todas las muestras pro-
ceden de poblaciones silvestres, algunas especies
son o han sido cultivadas para el consumo de sus
semillas o de sus hojas. Por ejemplo, A. cruentus'y
A. hypochondriacus han sido una fuente importan-
te de proteinas en el pasado (Facciola, 1990; Mo-
erman, 1998). También A. graecizans (Uphof, 1959)
y A. blitum se han cultivado para el consumo de sus
hojas en verde (Facciola, 1990). El resto se consi-
deran malas hierbas, aunque en algunas de ellas
también se ha estudiado el aprovechamiento de
sus semillas y hojas como A. viridis, A. powellii, A.
blitoides, A. retroflexus o A. albus (Uphof, 1959; Us-
her, 1974; Kunkel, 1984; Moerman, 1998). Excepto
de A. cruentus y A. hypochondriacus es la primera
vez, segun nuestros conocimientos, que se realiza
una caracterizacion proteica de la semilla de los
amarantos estudiados.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Material

Las semillas fueron recolectadas de poblacio-
nes silvestres localizadas en las provincias de Se-
villa, Huelva, Cadiz y Cérdoba. Pliegos con ejem-
plares de estas poblaciones se encuentran
depositados en el Herbario del Departamento de
Boténica y Ecologia de la Universidad de Sevilla.
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2.2. Extraccidn de las proteinas de las semillas

Las semillas de amaranto fueron molidas en un
molinillo domestico y las proteinas se extrajeron
con una disolucion al 0.2% (p/v) de NaOH en pro-
porcion 1:10 (p:v) durante 30 minutos, con agita-
cion y a temperatura ambiente. Las proteinas extra-
idas se recuperaron en el sobrenadante mediante
centrifugacion a 12.000 r.p.m. durante 15 minutos.

2.3. Determinacion del contenido proteico

El contenido en proteinas totales se determiné a
partir del contenido en nitrégeno x 6,25, calculado
mediante analisis elemental usando un analizador
elemental LEKO. Para la determinacion del conteni-
do en proteinas solubles se us6 el método descrito
por Bradford (1976) usando como patrén albumina
de suero bovino.

2.4. Cromatografia de filtracion en gel

La cromatografia de filtracién en gel se des-
arrollé en un equipo de FPLC con una columna Su-
perose 12 HR 10/30 de Pharmacia. Las muestras
liofilizadas se disolvieron en borato sédico 0,1 M,
cloruro sddico 0,2 M a pH 8,3. El volumen y con-
centracion de las muestras inyectadas fue de 200
uly 1,6 mg/ml respectivamente. Como eluyente se
usé el mismo en que se disolvieron las muestras
con un flujo de 0,4 ml/min. Las proteinas se detec-
taron a 214 nm. Para la determinacién de los pe-
sos moleculares se usé un kit de proteinas de
Pharmacia.

2.5. Electroforesis

Las electroforesis se realizaron en geles de po-
liacrilamida en condiciones desnaturalizantes (con
SDS) y reductoras (con B-mercaptoetanol) de
acuerdo con Schéagger y von Jagow (1987). Para la
realizacion de las electroforesis se usé el equipo
Mini Protean 3 de BIORAD. El gel de separacion te-
nia un 15% (p/v) de acrilamida mas bisacrilamida,
mientras que el de concentracién tenia el 4% (p/v).
La longitud de ambos geles fue de 6 y 2 cm res-
pectivamente con un grosor de 1 mm. La electrofo-
resis se realizd a un voltaje constante de 60 y 120
voltios para los geles de concentracion y separa-
cién respectivamente. Las proteinas se tifileron con
una solucién al 0.25% (p/v) de coomasie brilliant
blue G en metanol 45%, acido acético 10% duran-
te una hora. El destefiido de los geles se realizé en
acido acético al 10%. Para la determinacion de los
pesos moleculares se uso un kit de proteinas de
Pharmacia.

2.6. Determinacion de la composicion
aminoacidica

Para la determinacion de la composicion amino-
acidica se siguié el método de Alaiz et al. (1992).
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Para ello, las muestras (10 mg) fueron hidrolizadas
con 4 ml de HCI 6 N. Las soluciones se incubaron
en atmosfera de nitrdgeno durante 24 h a 100° C.
Los aminoacidos se determinaron mediante hidrdli-
sis acida, tras derivatizacion con dietil etoximetile-
nemalonato, mediante HPLC, usando el acido D,L-
o-aminobutirico como estandar interno. La
separacion se realizé con una columna de fase re-
versa de 300 x 3.9 mm (Nova-pack C,q, 4 um, Wa-
ters, Milford, MA, U.S.A.) usando un sistema de
gradiente binario a 18° C. Los solventes usados
fueron (A) acetato de sodio 25 mM (pH 6) y (B) ace-
tonitrilo. Los solventes se inyectaron en la columna
con un flujo de 0,9 ml/min de la siguiente forma:
tiempo 0-3 min, gradiente linear de A:B (91:9) a A:B
(86:14); 3-13 min, elucién con A:B (86:14); 13-30
min, gradiente linear de A:B (86:14) a A:B (69:31);
30-35 min, elucién con A:B (69:31). El equipo de
HPLC consistio en un multisistema Model 600 E
con un detector 484 UV-Vis (Waters). Para la iden-
tificacion de los aminoacidos se usé una mezcla de
estandares de Sigma.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Contenido de proteinas de las semillas de
amaranto

Los contenidos proteicos de las especies estu-
diadas fueron muy similares en todas las especies
excepto para A. powellii. Asi, los valores medios de
estos porcentajes oscilaron entre el 9.2% en A. bli-
toides 'y el 15% en A. muricatus (Tabla 1). Estos re-
sultados son ligeramente inferiores a los observa-
dos por otros autores en amarantos cultivados que
presentan porcentajes mas altos de proteinas, co-
mo A. cruentus (15.3%) o A. caudatus (16.6%) (Go-
rinstein et al., 1991).

3.2. Composicion aminoacidica de las
proteinas de las semillas de amaranto

En general se considera que los amarantos cul-
tivados constituyen una fuente de proteinas bas-
tante equilibrada respecto a la composicién amino-
acidica. La composicion de aminoacidos de las
proteinas de las semillas es bastante homogénea
en todas las especies estudiadas siendo los ami-
nodcidos mas abundantes aspartico, glutamico, se-
rina, glicina y leucina (Tabla 1). Estudios previos in-
dican que la calidad nutricional de las semillas de
los amarantos cultivados es mejor que en muchos
cereales, ya que el contenido en aminoacidos en
las especies de este género se aproxima mas a los
valores minimos establecidos por la FAO/WHO
(1991) como Optimos en una dieta para humanos
(Bressani y Garcia-Vela, 1990; Gorinstein et al.,
1991). Asi, el balance de aminoéacidos esenciales
es bastante mejor que el de muchas proteinas ve-
getales. Por ejemplo, presentan mayores conteni-
dos de aminoacidos azufrados (metionina mas cis-
teina) que las leguminosas. Asi, los contenidos en
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aminoacidos azufrados oscilan entre el 1.6% en A.
muricatus y A. cruentusy el 3.6% en A. deflexus. Si
se comparan con las proteinas de cereales, los
amarantos estudiados presentan mayores conteni-
dos de treonina, arginina, triptéfano y lisina que las
proteinas de cereales (Lorenz, 2003), aunque peo-
res contenidos de ramificados, principalmente vali-
na e isoleucina (Tabla 1). Hay que destacar que es-
tas proteinas son una fuente rica en triptéfano,
como puede verse en la Tabla 1, aminoacido que
no es muy abundante en el mundo vegetal y que,
sin embargo, en la mayoria de las especies estu-
diadas supera ampliamente el valor establecido por
la FAO/WHO (1991).

Atendiendo a los estudios previos, los amino&ci-
dos mas escasos en este género son leucina, treo-
nina e isoleucina (Bressani y Garcia-Vela, 1990).
Sin embargo, los resultados obtenidos en el pre-
sente trabajo indican que la cantidad de treonina es
Optima, ya que en todas las especies estudiadas
estd por encima del 4%, superando el valor del
3,4% recomendado por la FAO/WHO (1991). De las
especies estudiadas A. muricatusy A. deflexus pre-
sentan la composicion aminoacidica que mas se
aproxima a los valores recomendados por la
FAO/WHO (1991). Por el contrario las especies
mas deficitarias son A. hypochondriacus, que es
deficitario en histidina, tirosina, triptofano, fenilala-
nina y lisina y A. graecizans deficitario en tirosina,
isoleucina, leucina, fenilalanina y lisina. Es desta-
cable que entre las especies mas equilibradas, en
lo que respecta a su composicién aminoacidica, se
encuentren las consideradas como malas hierbas,
como A. muricatus o A. deflexus, mientras que en-
tre las peores esté una de las mas cultivadas, co-
mo es A. hypochondriacus. Dada la facilidad de hi-
bridacion observadas en este género, estas plantas
silvestres pueden representar una buena fuente de
aminodcidos esenciales para mejorar la composi-
cién quimica de las cultivadas mediante hibrida-
cion. O también plantearse la introduccién como
cultivo de estas especies silvestres que tienen una
mejor composicion aminoacidica.

3.3. Perfil cromatografico de filtracion en gel de
las proteinas de las semillas de amaranto

Se realiz6 un estudio del perfil de las proteinas
nativas en cromatografia de filtracién en gel. Las
especies de amaranto estudiadas mostraron unos
perfiles semejantes con presencia de varias frac-
ciones mayoritarias (Figuras 1-3). Asi, las fraccio-
nes mayoritarias constituidas por proteinas de pe-
so molecular altos fueron de 300 kDa (fraccion A),
alrededor de 180 kDa (fraccion B), 120 kDa (frac-
cion C), entre 40 y 50 kDa (fraccion D), entre 20 y
30 kDa (fraccién E) y otras por debajo de 10 kDa
(fracciones F, G y H). Se ha descrito la presencia en
las semillas de amaranto de una proteina de reser-
va semejante a la legumina de las leguminosas con
un peso mayor de 300 kDa y denominada amaran-
tina (Martinez et al., 1997). Esta proteina tiene la
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Figura 1
Perfil cromatografico de filtracion en gel de las proteinas de la
semilla de A. viridis, A. powellii, A. muricatus y A. deflexus.

estructura de un hexamero constituido por seis su-
bunidades con pesos en torno a los 60 kDa. A su
vez, cada una de estas subunidades esta com-
puesta por dos péptidos (o y B) de 40 y 20 kDa uni-
dos por puentes disulfuro. Puede estimarse que las
fracciones observadas en el perfil cromatografico
corresponden a distintos niveles de agregacion de
esta proteina mayoritaria. Asi, la fracion A podria
corresponder a la proteina intacta; la fraccién B al
trimero formado por tres monémeros o—f vy la frac-
cion C a dimeros. En cambio, las fracciones D y E
corresponderian a las subunidades o y B respecti-
vamente componentes de los mondémeros. El grado
de disociacion de las proteinas multiméricas, como
la amarantina, puede variar en funcion de la espe-
cie. La desnaturalizacidon parcial de ésta y otras
proteinas se puede deber también probablemente
al solvente, NaOH al 0.2% (p/v), usado para la ex-
traccion de las proteinas de la semilla.

3.4. Perfil electroforético de las proteinas de
las semillas de amaranto

El perfil electroforético en condiciones desnatu-
ralizantes muestra un patron de bandas comunes
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Figura 2
Perfil cromatografico de filtracion en gel de las proteinas de la
semilla de A. graecizans, A. blitoides, A. retroflexusy A. blitum.

para todas las especies estudiadas, aunque tam-
bién se aprecian diferencias cualitativas y cuantita-
tivas que han permitido realizar el analisis taxoné-
mico de estas plantas (Figura 4). Los péptidos de
las semillas de amaranto estudiadas pueden divi-
dirse en cuatro grupos. Por un lado un grupo bien
definido entre 50 y 64 kDa. Se ha sugerido que es-
tos péptidos pueden representar una forma inma-
dura de subunidades o—f componentes de la
amarantina que, por causas desconocidas, no se
disocia en los péptidos o y B tras el tratamiento
con B-mercaptoetanol (Martinez et al., 1997). Otro
grupo de péptidos esta constituido por moléculas
con un peso entre 33 y 37 kDa. Estos péptidos co-
rresponden a la subunidad o de la amarantina. Un
tercer grupo esta formado por péptidos entre 18 y
25 kDa. Estos péptidos, que corresponden a la
subunidad B de la amarantina, presentan una ma-
yor variabilidad respecto a los pesos moleculares
en relacién con la subunidad a. Por ultimo existe
un cuarto grupo formado por abundantes péptidos
menores de 17 kDa.

En conclusion, los resultados obtenidos tras la
caracterizacioén proteica de las semillas de diversas
especies de amaranto son prometedores. Las es-
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Figura 3
Perfil cromatografico de filtracion en gel de las proteinas de la
semilla de A. albus, A.cruentus'y A. hypochondriacus.
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Figura 4
Perfil en electroforesis desnaturalizante de las proteinas de la
semilla de los amarantos estudiados.1) A. viridis. 2) A. powellii.
3) A. muricatus. 4) A. deflexus. 5) A. graecizans. 6) A. blitoides.
7) A. retroflexus. 8) A. blitum. 9) A. albus. 10) A. cruentus. 11)
A. hypochondriacus. A la izquierda se indican los pesos
moleculares (kDa) de los patrones electroforéticos usados.

pecies silvestres estudiadas presentan un perfil
proteico en las semillas parecido entre ellas. Sin
embargo en la composicion aminoacidica se han
observado diferencias, con una composicion ami-
noacidica mas equilibrada en algunos taxones sil-
vestres, como A. powellii, A. muricatus o A. defle-
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Xxus, que podrian ser explotados como tales para su
uso en alimentacion o para la mejora genética de
otros cultivados, dada la facilidad de hibridacion de
estas plantas.
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