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RESUMEN

Las semillas de quinua poseen propiedades nutricionales remarcables, no
solamente por su contenido de proteinas, sino también por su alto balance de
aminoacidos y compuestos con propiedades promovedoras de la salud, tales
como acidos fendlicos, fitoesteroles y flavonoides. El objetivo de esta investigacion
fue determinar la capacidad antioxidante de los compuestos fendélicos presentes
en el germinado de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua”. Las
semillas de los cultivares Blanca de Junin, Amarilla de Marangani, Roja
Pasankalla y Negra Collana, fueron adquiridas y certificadas por el Instituto
Nacional de Investigacion Agraria (INIA — Ayacucho). Se llevé a cabo en los
laboratorios de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la UNSCH. Se
realizé la obtencién del germinado de las semillas siguiendo el procedimiento
descrito por Carciochi et al, fenoles totales mediante el metodo Folin-Ciocalteu,
flavonoides y flavonoles por el método de cloruro de aluminio; la capacidad
antioxidante mediante tres métodos: secuestramiento del radical libre 1,1-difenil-
picril-hidrazilo (DPPH), secuestramiento del catién radical libre ABTS y capacidad
reductora del hierro (FRAP). Se obtuvo un mayor contenido de fenoles totales en
el cultivar amarilla marangani con un valor 2,78+0,06 mg EAG/g de muestra, en la
prueba de flavonoides totales el cultivar negra collana obtuvo un valor maximo de
1,96+0,1 mg EQ/g muestra, asi mismo el cultivar amarilla marangani presenté
mayor contenido de flavonoles con un valor de 0,33+0,01 mg EQ/g de muestra.
Se obtuvo una mayor capacidad antioxidante, en el cultivar amarilla marangani
con un valor de 35,93+0,03 umol ET/g muestra, que fue evaluado por el método
DPPH, la misma variedad presento una mejor capacidad antioxidante realizado
por el método ABTS con un valor de 15,89+1,20 umol ET/g muestra, mientras el
cultivar negra collana fue el cultivar con mejor capacidad antioxidante evaluado
con el método FRAP, obteniendo un valor de 11,05+0,38 umol ET/g muestra. En
conclusion, el germinado de semillas de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa
willd “quinua”®, presenta contenido de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante.

Palabras clave: Chenopodium quinoa Willd. germinado, capacidad antioxidante,
compuestos fendlicos.
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l. INTRODUCCION

El uso de la semilla germinada data desde el afio 3.000 a.C., los chinos y
japoneses germinaban los granos de soja mungo y cebada como suplemento
alimenticio fijjo en su dieta, los occidentales en el siglo XVIII utilizaron los
germinados para poder realizar los largos viajes en barco con mas de tres afios
en el mar sin perder a ninglin marinero a causa del escorbuto. Durante la Segunda
Guerra Mundial, en Estados Unidos, los brotes de soja se convirtieron en una
reserva estratégica de alimento!. Considerados alimentos funcionales por ser
alimentos pre digeridos que facilitan su asimilacion y aprovechamiento de
nutrientes en el organismo; con la germinacién se incrementa el contenido de
antioxidantes y ademas se obtienen alimentos organolépticamente agradables;
proporcionan cantidades importantes de fibra2.

Los germinados poseen mayor fuente de compuestos fendlicos y presencia de
actividad antioxidante, es por ello el interés en el area farmacoldgica ya que ha
sido provocado por los resultados de los estudios epidemiolégicos que vinculan el
consumo de dietas ricas en alimentos de origen vegetal con un menor riesgo de
enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, controlando la proliferacion de
radicales libres, especies altamente reactivas de oxigeno y nitrégeno que pueden
favorecer la alteracién genética del ADN sobre la piel y el intestino contribuyendo
alincremento del riesgo de contraer cancer o reducir la funcionalidad de las células
del higado, una caracteristica propia del envejecimiento®. Otra de las bondades
consiste en que puede aumentar la producciobn de enzimas hepéaticas
antioxidantes, lo que reduce el dafo sobre el endotelio vascular que producen los
radicales libres, esto contribuye a mejorar la funcion endotelial y disminuye la

oxidacion de las moléculas de lipoproteinas de baja densidad (LDL)*.



Existen diversos métodos in vitro para evaluar la capacidad antioxidante en un
producto, estos métodos como el FRAP, DPPH y ABTS son aquellas que estan
basadas en la reaccién de transferencia de electrones®.

Objetivo general.

Determinar la capacidad antioxidante y el contenido de compuestos fendlicos

presentes en el germinado de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd.

Objetivos especificos.

e Cuantificar el contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles del
germinado de las semillas de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd
“quinua”.

e Determinar la capacidad antioxidante por los métodos DPPH, ABTS y FRAP,
del germinado de cuatro cultivares de las semillas de Chenopodium quinoa
Willd “quinua”.

e Determinar la influencia del color de las semillas en el contenido de
compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante del germinado de cuatro

cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua”.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Cruz®. determiné la Capacidad Antioxidante de 2 variedades,16 accesiones y 10
especies silvestres de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua”, en Bolivia, a
través de ensayos como el DPPH, ABTS y FRAP. Ademas, se midio el Contenido
de Fenoles Totales y Flavonoides, reportando que la accesion challapata (DK1)
presentd la mayor actividad antioxidante con un valor de 145,38 umol ET/g de
muestra y el valor minimo obtuvo la especie silvestre (C-OR) con 0,95 umol ET/g
de muestra, en el contenido de fenoles totales realizado por el método Folin -
Ciocalteu, también la accesion Challapata (DK1) presento el méaximo valor con
1,06 mg EAG/g de muestra y el menor contenido la accesion Challapata 2 (DK2)
con un valor de 0,24 mg EAG/g muestra, esta misma accesion presento mayor
contenido de flavonoides con un valor de 0,83 mg EC/g de muestra.

Castilla’, determinaron la estabilidad de los compuestos antioxidantes durante la
germinacion y extrusion en la cafiihua (Chenopodium pallidicaule Aellen), en
cuanto a las pruebas de germinacién, las semillas fueron germinadas hasta 96
horas y en la cual presenté mayor contenido de compuestos fendlicos con un valor
de 351,1 mg EAG/100 g. Para efectos de comparaciéon se extruy6 la cafiihua y
esta presentdé 208,8 mg EAG/100 g, cuyo valor es inferior con respecto a la
cafiihua germinada. Por otra parte, se hizo la determinacion de la capacidad
antioxidante mediante el método ABTS, en el que la cafiihua extruida presentd
2093,9 umol ET/100 g, valor inferior en comparacion a la cafiihua germinada por

96 horas gque presento un valor de 4432,5 umol ET/100 g.



Gharachorlooa y Mortazavic®, determinaron el efecto de la germinaciéon sobre el
contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante de la semilla de Cicer
arietinum “garbanzo”, utilizaron tres tipos de solventes para extraer los fenoles
presentes en la semilla y el germinado. El contenido de fenoles totales fue
determinado por el método de Folin — Ciocalteu y la actividad antioxidante por el
ensayo del secuestramiento del radical libre hidroxilo. Los resultados indican que
el proceso de germinacion modificé la actividad antioxidante. La extraccion con
acetona obtuvo una mayor actividad secuestradora del radical libre hidroxilo y la
extraccion con metanol mostré menor actividad secuestradora del radical libre
hidroxilo, que puede debersa a la calidad de los compuestos fendlicos extraidos y
asimismo, la actividad antioxidante fue dependiente de la concentracion.

Choque M®, determiné el contenido de los compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante de los cereales nacionales andinos de quinua, kafiwa y kiwicha. la
guinua obtuvo el mayor contenido de compuestos fendlicos en la variedad roja
pasankalla con un valor de 139, 94 mg acido galico/100 g. Asi mismo la kafiiwa
obtuvo un valor de 85,71 mg acido gélico/100 g y en muestras de kiwicha con valor
de 30,41 mg acido galico/100 g. Con respecto a la capacidad antioxidante de
secuestramiento del radical libre hidréxilo, la quinua de la variedad roja pasankalla
obtuvo una mayor capacidad antioxidante con un valor de 2400, 55 ug trolox/g).
Wagqas et al'°, estudiaron la capacidad antioxidante de extractos crudos de las
semillas de Vitis vinifera, Tamarindus indica y Glycin max, se examinaron por sus
propiedades de eliminacién de radicales libres usando acido ascdérbico como
antioxidante estandar. La actividad de eliminacion de radicales libres se evalué
usando DPPH. Cuyo resultado mostré una mayor capacidad antioxidante en las
semillas de uva (Vitis vinifera), seguida en orden descendente por la soja (Glycin
max) y el tamarindo (Tamarindus indica), mostrando 85,61 %; 83,45 %y 79,26 %
de actividad de eliminacion de DPPH respectivamente (p<0,05). Concluyéndose
gue dichas plantas poseen antioxidantes que pueden ser de utilidad en algunas
enfermedades degenerativas.

Aguilar y col*!, evaluaron el contenido de compuestos fendlicos por el método de
follin ciocalteu y la actividad antioxidante mediante métodos DPPH, ABTS, y FRAP
del germinado y no germinado de cuatro variedades de las semillas de
Amaranthus caudatus L. “Kiwicha”. Las variedades germinadas mostraron mayor
contenido de fenoles totales respecto a las semillas sin germinar, al igual que en

el contenido de flavonoides. Siendo las variedades germinadas Cristalino y Taray



fueron los que obtuvieron mayor contenido de fenoles totales con valores de
(32,92 y 35,00 mg GAE/g de muestra), respectivamente. Las mismas variedades
presentaron mayores resultados con respecto a la capacidad secuestradora de los
radicales libres DPPH con valores de (151,85 y 151,38 mg TE/g de muestra);
ABTS con valores de (178,09 y 180,18 mg TE/g de muestra) y FRAP con valores
de (132,75 y 136,42 mg TE/g de muestra) respectivamente. Asi mismo la variedad
Cristalino tuvo mayor contenido de flavonoides con valor de (580,95 mg QE/Q).

Pérez et al'?, valoraron el contenido de polifenoles y actividad antioxidante
mediante la técnica DPPH y FRAP; en germinados de Medicago sativa “alfa alfa”
y Amaranthus cruentus “amaranto”. Para el germinado de amaranto, con respecto
a la prueba de taninos condensados obtuvieron un valor de (0,5107 = 0,06 mg
EC/g de muestra); fenoles totales con un valor de (76,564 + 0,26 mg EAG/g de
muestra) y falvonoides totales con un valor de (234,029 + 0,39 mg ER/ g de
muestra). En el germinado de alfalfa en la prueba de taninos condensados se
obtuvo un valor de (0,3916 + 0,05 mg EC/g de muestra); fenoles totales con valor
de (24,6347 = 0,64 mg EAG/g de muestra) y flavonoides totales con valor de
(237,9 £ 0,57 mg ER/ g de muestra). La capacidad antioxidante en ambos tipos

de germinados oscila entre 40 - 50 % de porcentaje de inhibicion.

2.2. Chenopodium quinoa willd “quinua”

2.2.1. Clasificacién taxonémica segun el sistema de Cronquist. A. 1988.

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE
ORDEN ; CARYOPHYLLALES
FAMILIA : CHENOPODIACEAE
GENERO . Chenopodium

ESPECIE : Chenopodium quinoa willd.
N.V : "quinua”

Fuente: Certificado emitido por el Herbariun Huamangensis de la Facultad de Ciencias Bioldgicas'® (Anexo 1)



2.2.2. Descripcién botanica.

Es una planta herbacea dicotiledénea que alcanza alturas variables desde 30 a
300 cm, dependiendo del tipo de quinua, de la fertilidad de los suelos, de los
genotipos, de las condiciones ambientales donde crece. Su raiz es pivotante,
vigorosa, profunda, bastante ramificada y fibrosa. El tallo es cilindrico, que puede
presentar o no ramificaciones. Sus hojas son alternas y estan formadas por peciolo
y lamina. Las flores son incompletas, pequefias y no tienen pétalos, generalmente
son bisexuales y se autofertilizan. El fruto es un aquenio, produce semillas
pequefias de forma circular, alrededor de 2 mm de diametro (250- 500 semillas
por gramo), esta cubierta por un perigonio, que es del mismo color que la planta:
blanco, amarillo, gris, marrén claro, rosa, negro o rojo*“.

2.2.3. Distribucion geografica.

En toda la region andina desde Colombia (Pasto) hasta el norte de Argentina
(Jujuy y Salta) y Chile (Antofagasta), y se ha encontrado un grupo de quinuas de
nivel del mar en la regién de Concepcién. Se extiende desde los 5° latitud norte al
sur de Colombia, hasta los 43° latitud sur en la décima region de Chile, y su
distribucién altitudinal varia desde el nivel del mar en Chile hasta los 4000 m.s.n.m.
en el altiplano que comparten Per( y Bolivia, existiendo asi, quinuas de costa,
valles, valles interandinos, puna y altiplano®.

2.2.4. Composicidon quimica.

La semilla de la quinua contiene proteinas que varia entre 13,81 y 21,9 %
dependiendo de la variedad. Posee aminoacidos esenciales como: la leucina,
isoleucina, metionina, fenilalanina, treonina, triptoéfano y valina*®. Acidos fendlicos
derivados del acido benzoico, tales como los &cidos p-hidroxibenzoico, 3-4-
dihidroxibenzoico, vanillico, protocatéquico; derivados del 4cido cinamico, entre
ellos los &cidos p-cumérico, caféico, ferulico e isoferdlico. Flavonoides,
principalmente glicosidos de los flavonoles quercetina y canferol. También se ha
detectado epicatequina y glicésidos de miricetina”18,

2.2.5. Uso medicinal tradicional.

Entre sus usos mas frecuentes de las semillas de quinua se puede mencionar:
abscesos, luxaciones, hemorragias, afecciones hepaticas, anginas, cistitis,
analgésico dental, antiinflamatorio, cicatrizante, diurético e infecciones de vias
urinarias®®

Investigaciones de Zeballos et al, confirman su uso para pacientes que sufren de

trastornos derivados de su condicion de celiacos, la quinua puede sustituir a las



harinas y derivados de trigo que afectan a dichos pacientes. También se asocia

con efectos positivos en pacientes que sufren diabetes, asociado a sus contenidos

de fibra y a la presencia de hidratos de carbono de facil digestibilidad?.

2.3. Compuestos fendlicos

Constituyen un amplio grupo de metabolitos secundarios, son estructuras

formadas por un anillo aroméatico unido a uno o mas grupos hidroxilo, siendo

frecuente encontrarlos naturalmente conjugados con uno o mas residuos de

azucar, aunque en ocasiones pueden encontrarse unidos a otros acidos, aminas,

lipidos y a otros compuestos fendlicos?*.

Clasificacién: se dividen en clases segun su estructura y subcategoria dentro de

cada clase en funcion del nimero y la posicién del grupo hidroxilo y la presencia

de otros sustitutos?2.

a) No flavonoides

e Fenoles no carboxilicos: C6, C6-C1, C6-C3

e Acidos fenoles: Derivados del acido benzoico C6-C1 y derivados del acido
cindmico C6-C3.%2

b) Flavonoides (C6-C3-C6)

Formados por dos grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado.

Subgrupos: Antocianos, Flavonas, flavononas, flavanoles, flavanonoles.

flavanoles, taninos condensados y lignanos?

2.3.1. Acidos fenélicos

Son metabolitos secundarios producidos por todas las plantas, son un grupo de

sustancias que poseen en comun un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes

hidroxilos. Son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua, pueden ser

detectados por el intenso color verde, azul o negro, que producen cuando se les

agregan cloruro férrico. Los acidos fendlicos estan agrupados en dos grandes

familias: los &cidos hidroxibenzoicos y los acidos hidroxicinamicos, estos acidos

se encuentran en forma libre o esterificada?.

e Acidos fendlicos derivados del acido benzoico

COOH
R1 R2
H H acido p-hidroxibenzoico
OCHs H acido vinillico
R1 R2 OH OH acido galico
OH OCHs OCHs acido siringico

Acido p-hidroxibenzoico

Figura 1. Estructura de los acidos benzoicos?2.



e Acidos fendlicos derivados del acido cinamico

R1 R2
R X COOH @) H acido p-cumarico
OH H acido cafeico
HO OCHs H acido ferdlico
To OCHs OCHs3 acido sinaptico

Acido p-hidroxicinamico
Figura 2. Estructura de los acidos cinamicos?2.

2.3.2. Flavonoides

Son metabolitos secundarios que se caracterizan por ser derivados de la a —
benzo — pirano con un sustituyente arilico en posicion 2. que generalmente se
encuentran como O-glicosidos en sus fuentes naturales, aunque también se
encuentran de forma natural como C-glicosidos?*. En funcién de los grados de
oxidacién e instauracién del anillo heterociclico se pueden diferenciar varias
clases de flavonoides y, dentro de cada clase, se pueden establecer diferencias

en base a la naturaleza y nimero de los sustituyentes unidos a los anillos?.

OH OH

HO @)

I Flavona

OH

Figura 3. Estructura quimica de una flavona y de un flavonol?>

2.3.3. Actividad bioldgica de los compuestos fendlicos.

Todos los compuestos fendlicos son capaces de eliminar radicales libres y
especies oxidativas a través de propiedades dadoras de oxigeno de electrones,
generando un radical fenoxilo relativamente estable. Son capaces de unirse a
polimeros biologicos, tales como enzimas, transportadoras de hormonas y ADN;
quelar iones metdlicos transitorios como el Fe*?, Cu*?, Zn*?, y de esta manera
inhibir la actividad enzimatica responsable de la oxidacion, catalizar el transporte
de electrones, reducir hidroperoxidos, peroxidos de hidrogeno, captacion de
superoxidos y oxigeno singulete convirtiéndose en potentes absorbedores de

radicales libres?.



Se ha estudiado en la prevencién y el posible tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, debido a su intervencion en las vias metabdlicas, ya que son
capaces de proteger a los lipidos séricos (lipoproteinas LDL) frente a la oxidacion,
punto que representa la etapa principal en el desarrollo de arteriosclerosis?’.

2.4. Radicales libres

Es aquella molécula, atomo o ion que poseen un nimero impar de electrones,
(electron desapareado), lo que las hace muy inestables. En los sistemas vivos
tienden a reaccionar rapidamente con diversas macromoléculas como acidos
nucleicos, cadenas de aminoacidos y los dobles enlaces en &cidos grasos
poliinsaturados, provocando modificaciones estructurales y funcionales; entre
éstas ultimas sobresale la peroxidacion lipidica, en la que los lipidos insaturados
de membrana son oxidados a través de una reaccion en cadena iniciada por un
radical libre, durante este proceso las funciones de la membrana son afectadas y
provocandose con ello la muerte celular?,

2.5. Antioxidantes

Son compuestos, los cuales pueden inhibir o retardar la oxigenacion de otras
moléculas inhibiendo la iniciacion y/o propagacion de las reacciones en cadena
de los radicales libres. se dividen en dos categorias principalmente son: sintéticos
y naturales. Los sintéticos son compuestos de estructuras fendélicas con varios
grados de sustitucién alquilica, mientras que los naturales pueden ser:
compuestos fendlicos (tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos), compuestos
nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas) o
carotenoides, asi como el acido ascorbico?.

2.6. Estrés oxidativo

Es el desequilibrio entre el incremento de la produccion de radicales libre y la
incapacidad o insuficiencia de los mecanismos de proteccién antioxidante para
neutralizarlos, ocasionando dafios en las estructuras vitales de las células como
los lipidos, las proteinas y el ADN, favoreciendo asi el desarrollo de enfermedades
crénicas como el cancer, diabetes, asma, artritis reumatoide y acelerar el
envejecimiento®.

2.7. Germinado

Se define como aquel que comienza con la imbibicion de agua por parte de la
semilla y que concluye con la formacién de una plantula capaz de desarrollarse
de manera independiente, la emergencia de la radicula y el desprendimiento de

los restos de las cubiertas seminales de los cotiledones indican el inicio y la



finalizacion de la germinacion, estos producen cambios radicales en la
composicion de metabolitos primarios y secundarios como consecuencia de la
compleja red metabdlica que se activa durante este periodo, la aplicacion del
germinado ha sido planteada como una alternativa para mejorar tanto el valor
nutritivo como las propiedades saludables de semillas de numerosas especies®..

2.7.1. Fases de la germinacion.

Fase | o de hidratacion: Es el periodo durante el cual la semilla embebe agua,
provocando el hinchamiento de la misma (aumento de su peso fresco). Se produce
la hidratacion enzimatica, reactivandose numerosos sistemas metabdlicos que
conducen a la sintesis de ATP, proteinas y comienzo de la actividad respiratoria®2.
Fase Il o de germinacién: una vez que el agua atraviesa los envoltorios
seminales y llega al embrion en cantidad suficiente, éste se activa y comienzan
los procesos metabdlicos necesarios para su crecimiento y transformacién en una
planta autbnoma. En esta fase, la toma de agua y de oxigeno se reduce
considerablemente, llegando incluso a detenerse®2,

Fase Ill o de crecimiento: se asocia a la emergencia de la radicula (cambio
morfolégico visible), movilizacion de las reservas y desarrollo de la plantula.
Durante este periodo vuelve a incrementarse la actividad respiratoria y la
absorcion de agua, debido a que parte de las proteinas y los carbohidratos
almacenados son hidrolizados a compuestos de menor peso molecular, los cuales
son transportados al eje embrionario en crecimiento2.

2.7.2. Factores externos para el proceso del germinado.

Agua: La disponibilidad de agua es importante en los distintos procesos, el cual
controla el nivel de la actividad metabdlica de las plantas, por lo que su pérdida
afecta notablemente la naturaleza de las reacciones fisicas y bioquimicas®. Una
semilla madura contiene 10 a 15 % de agua, por lo que este contenido debe
aumentar y ser controlada para comenzar las reacciones metabdlicas, ya que si
es muy alta puede ser dafiina para la semilla®.

Oxigeno: Respecto de la concentracion de oxigeno (Oz), éste tiene efectos
complejos en la germinacion de las semillas. La mayoria de las semillas requiere
O, para germinar, pero este requerimiento depende en gran parte de la especie,
ya que es el embrion el que lo necesita, siendo las cubiertas que lo recubren las

que reducen su entrada y determinan la sensibilidad de la semilla a este gas®®.
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Temperatura: Es el factor ambiental de mayor influencia en los procesos
fisiologicos y bioquimicos de las plantas, condicionando su crecimiento y
desarrollo. Dependiendo de la época del afio en que la planta cumple su ciclo y la
ubicacion geogréfica donde se desarrolle, las semillas pueden germinar en un
rango de temperatura entre los 0 °C hasta los 45 °C. Por lo tanto, la sensibilidad
de las especies difiere y no necesariamente una mayor temperatura influye un
incremento en la germinacion®L.

lluminacidn: Es uno de los recursos mas importantes para la vida de las plantas,
estas poseen un sofisticado conjunto de fotorreceptores que les permiten percibir
la luz y utilizarla eficientemente para distintos fines. Existen especies que sélo
germinan bajo luz continua, mientras que otras sélo germinan en la oscuridad?®.
2.8. Importancia biolégica de los germinados

El germinado de las semillas son facilmente asimilable porque liberan todos los
nutrientes encapsulados y mejoran su valor nutricional. Contienen enzimas,
clorofila, aminoacidos, minerales, vitaminas A y C, oligoelementos vivos, que
contribuyen a la prevencion de enfermedades, ayudando a la depuracién y
eliminacion de residuos almacenados en los tejidos o en la sangre, fortalecen el
sistema inmune, actian como antioxidantes combatiendo la accion de los
radicales libres, estimulan las secreciones del pancreas, facilitan la digestion,
activan los procesos de regeneracion y desinflamacion del aparato digestivo y

disminuye el indice de colesterol®’.
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién del trabajo de investigacién
El presente trabajo de investigacion se llev6 a cabo en los laboratorios de
Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional San
Cristébal de Huamanga durante los meses de octubre de 2018 a marzo de 2019.
3.2. Definicion de la poblacién y muestra
3.2.1. Poblacion: semillas de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd
“‘quinua”, que fueron adquiridas y certificadas por el Instituto Nacional de
Innovacion Agraria (INIA — Ayacucho), de la provincia Huamanga del
departamento de Ayacucho.
3.2.2. Muestra: cinco gramos de semillas de cuatro cultivares de Chenopodium
quinoa Willd “quinua”.
Los cuatro cultivares fueron: Negra Collana, Roja Pasankalla, Blanca de Junin y
Amarilla de marangani. (anexo 10)
3.3. Metodologia y recoleccién de datos
3.3.1. Obtencién del germinado.
Cinco gramos de semilla de cada cultivar de quinua fueron humedecidos con 2.5
% de hipoclorito de sodio por 5 minutos para desinfectar la superficie y luego
fueron lavados con agua destilada, para después ser ubicadas sobre un recipiente
conteniendo papel filtro en la base, siendo hidratadas por capilaridad. Los
recipientes fueron conservados en laboratorio protegido de la luz a temperatura
ambiente, las semillas fueron hidratadas diariamente con agua destilada para
evitar la desecacion y mantener el contenido de humedad?2. El tiempo necesario
para la germinacion esta basada en la observacion, ya que germinados muy

desarrollados no son Utiles para procesos practicos de la presente investigacion.
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Se determiné la longitud del germinado utilizando una regla, registrandose la
longitud en cm *°. (Anexo 3y 11).

Las semillas germinadas fueron desecadas a 40 °C en una estufa Memmert y
trituradas utilizando un mortero de porcelana, hasta obtener un polvo fino que
fueron almacenados en frascos hasta su posterior uso.

3.3.2. Obtencion del extracto metandlico.

Un gramo del germinado de las semillas de quinua fue extraido con 50 mL de
metanol (1:50), utilizando un agitador magnético durante 4 horas. Se centrifugo a
3000 rpm durante 30 minutos y el sobrenadante fue recuperado y vertido en una
fiola de 50 mL y enrasado con metanol. Cada uno de los extractos fue conservado
en refrigeracion hasta su posterior uso®.

3.3.3. Determinacidén del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue determinado usando el método Folin-Ciocalteu
descrito por Thaipong et al*!. Los extractos diluidos en metanol se homogenizaron
durante dos minutos aproximadamente, se utilizé 150 pL de la muestra y fueron
colocadas en tubos de ensayo adicionando 2400 pL de agua y 150 pL de Folin-
Ciocalteu (0.25N); se agité durante 5 min en el vortex luego se afiadié 300 pL de
carbonato de sodio y se dejé reposar por 2 horas en la oscuridad. La absorbancia
fue medida a 725 nm y comparada con una curva de calibracion de acido galico
(0,0.05,0.1,0.15,0.2,0.25,0.3 mL). Los resultados se expresan en mg equivalente
a acido galico por gramo de muestra (mg GAE/g de muestra). (anexo 4).

3.3.4. Determinacion del contenido de flavonoides

El contenido de flavonoides se determiné utilizando el método descrito por Zhishen
et al. con ligeras modificaciones, que es descrito por Thangaraj**. 0,50 mL de una
alicuota del extracto fue mezclado con 0,50 mL de agua destilada y 0,15 mL de
solucion de nitrito de sodio al 5 % en un tubo de ensayo.

Después de 5 minutos, 0,15 mL de solucién de cloruro de aluminio al 10 % fue
adicionado. A los 6 minutos, 2,0 mL de hidroxido de sodio al 4 % fue adicionado a
la mezcla, Inmediatamente la solucién fue completada hasta 5,0 mL con agua
destilada y completamente mezclada. La absorbancia de la mezcla final fue
determinada a 510 nm contra un blanco de la reaccion. Se preparé una curva de
calibracion con quercetina (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1,0 ug/mL). El contenido de
flavonoides de los extractos fue expresado como mg equivalentes a quercetina/g

de muestra (mg EQ/g). (Anexo 5)
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3.3.5. Determinacién del contenido de flavonol

El contenido del flavonol fue determinado utilizando el método descrito por
Zhishen et al. con ligeras modificaciones, que es descrito por Thangaraj*. 0,50
mL de una alicuota del extracto fue mezclado con 0,50 mL de agua destilada.
Luego agregar 2 mL de cloruro de aluminio (20 g/1L) y 6 mL de acetato de sodio
(50 g/1L), proceder a agitar por 5 min, para después Incubar a temperatura
ambiente por 2 horas y 30 min. La absorbancia de la mezcla final fue determinada
a 440 nm contra un blanco de la reaccion. Se prepard una curva de calibracién
con quercetina (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1,0 ug/mL). El contenido de flavonol de los
extractos fue expresado como mg equivalentes a quercetina/g de muestra (mg
EQ/g). (Anexo 6)

3.3.6. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de
secuestramiento del radical libre 1,1 — difenil — picril = hidrazilo (DPPH)
3.3.6.1. Fundamento

El radical libre y estable 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), es un indicador para
medir la capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad
antioxidante. Su mecanismo de reaccién consiste en la sustraccion de un atomo
de hidrégeno proveniente de un donador (compuesto fendlico) para generar el
compuesto difenil picril hidrazina y una especie radical (radical fenoxil). La
reaccién de ensayo quimico, desarrolla un cambio del DPPH que tiene un electrén
desapareado y es de color azul violAceo a amarillo por la reaccién con la sustancia
antioxidante, pudiendo cuantificarse la reaccion espectrofotométricamente a
longitud de onda de 515 nm por diferencia de absorbancia con la que se determina

la capacidad del antioxidante*?. La reduccion del DPPH sigue la siguiente

reaccion:
Anti - Oxidante
N @ NO, =———= N NO,
EXTRACTO
VEGETAL
O,N O,N
Radical DPPH Reduccion del DPPH

Figura 4: Secuestramiento del DPPH, por un compuesto fendlico (secuestrador del radical libre)42.
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3.3.6.2. Procedimiento

El método DPPH empleado es descrito por Brand-Williams et al*2. con algunas
modificaciones hechas por Thaipong et al*!. la solucién patrén (SP) fue preparada
disolviendo 24 mg de DPPH en 100 mL de metanol refrigerada hasta su uso. La
solucién trabajo (ST) se obtuvo al mezclar 10 mL de SP y 45 mL de metanol hasta
ajustar su absorbancia a 0,7 + 0,02 leida a 515 nm. Se adicioné en tubos de
ensayo 150 pL del extracto de cada cultivar de semilla germinada de
Chenopodium quinoa Willd “quinua” por triplicado y 2850 uL de la solucién trabajo
(ST) las cuales se dejaron reaccionar durante 30 min en la oscuridad, Las
absorbancias fueron leidas a 515 nm en un espectrofotémetro UV — Vis GENESYS
10. La curva estandar tubo una concentracion entre (25-800 puM) de trolox. El

resultado se expresa en pmol equivalentes de trolox/g muestra. (anexo 7)

ADPPI—I - (Amp - Ablanco)

% Actividad secuestradora del DPPH = X100

ADPPI—I

3.3.7. Determinacién de la actividad antioxidante por el método de
secuestramiento del catién radical del acido 2,2°- azinobis - (3 -
etilbenzotiazolina) — 6 - sulfénico (ABTS )

3.3.7.1. Fundamento

El fundamento de este método consiste en generar el radical ABTS** a partir de
su precursor, el acido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) y comprobar
como los antioxidantes son capaces de atrapar este radical. El radical catiénico
ABTS*" es un compuesto de color verde-azulado, con espectro de absorcion en el
intervalo de ultravioleta-visible, que presenta maximos a 414, 645, 734 y 815 nm.
Se forma el radical en ausencia de la muestra a analizar hasta obtener una
absorbancia estable, al afiadir la muestra la concentracién del radical disminuye y
el color de la reaccion desciende a medida que lo hace la concentracién del radical
cationico ABTS**, midiéndose entonces el descenso de absorbancia producido®?.

— — /
N~CoHg > N~coH,

C,Hs CoHs

ABTS? (732 nm)
Incoloro

s SO; s SO,
0;S S N?< j@/ + Antioxidantes 0,5 s N?< j@/
|Jr /N —— | . N
) 50,
N N
| |

ABTS" (732 nm)
Azul

Figura 5. Estructura quimica de la reaccién entre ABTS y persulfato potasico*2.
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3.3.7.2. Procedimiento

Se utilizé el procedimiento descrito por Arnao et al*®. modificado por Thaipong et
al*l. para el cual se prepara una solucién patrén (SP) constituida por 7, 4 mM de
ABTS y 2,6 mM de persulfato de potasio a los cuales se deja reaccionar por 12
horas. Segun Repo et al*®. la solucion de trabajo (ST) sera preparada a partir de
1 mL de SP disuelto en 60 mL de metanol para obtener 0,7 £ 0,02 de absorbancia
a 734 nm. La muestra (150 yL) sera mezclada con 2900 uL de soluciéon de ABTS
y se deja reaccionar en la oscuridad por 30 min y se lee la absorbancia a 734 nm.
Se prepara una curva estandar con Trolox (25 — 600 pM). Los resultados seran
expresados como pmol equivalentes de Trolox/g de muestra (umol ET/g de
muestra). (Anexo 8)

3.3.8. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de reduccion
del hierro (FRAP)

3.3.8.1. Fundamento

Este método se basa en la reduccién del complejo 2,4,6, tripiridil-s-triazina (TPTZ),
aqui el hierro férrico (Fe*™ - TPTZ) se reduce a ion ferroso a bajo pH, ocasionando
la formacion de un complejo ferroso tripiridiltriazina coloreado (Fe*? — TPTZ), todo
ello por accion de los compuestos antioxidantes resultando una coloracion azul
que absorbe a 593 nm, cuya intensidad esta relacionada proporcionalmente con

la capacidad reductora de la muestra estudiada®.

B [
= | N/ | N\ N/
AN N\ S NN
Fe
N~ |N/\\N N
S aeh
N NN

Fe* - TPTZ + antioxidante reductor

e?" - TPTZ (azul intenso a 593 nm)

Figura 6. Reaccién general por método FRAP43,

3.3.8.2. Procedimiento

Se realizara segun el procedimiento descrito por Benzie et al**. con modificaciones
hechas por Thaipong et al*.. La solucién patrén incluye 300 mM de buffer acetato
pH 3,6; 10 mM TPTZ (2,4,6 — tripiridil — triazina) disueltos en una solucién de HCI
40 mMy 20 mM de solucion de FeCls.6H20.
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La solucion de trabajo (ST) se obtuvo mezclando y calentando a 37 °C, 25 mL de
buffer acetato con 2,5 mL de solucion de TPTZ y 2,5 mL de la solucién de FeCls,
Se mezcld 150 pL de muestra con 2850 L de solucidon ST, dejandose reaccionar
por 30 minutos y se lee a una absorbancia de 593 nm. Se prepara una curva
estandar con Trolox (25 — 800 uM). Los resultados seran expresados como pmol
equivalentes de Trolox/g de muestra (umol ET/g de muestra) (Anexo 9)

3.4. Analisis de datos

La comparacion de cuatro cultivares en estudio seran evaluadas mediante andlisis
de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia estadistica de 95 %

respectivamente y una prueba complementaria Scheffé.
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IV. RESULTADOS
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Figura 7. Contenido de Fenoles totales presentes en cuatro cultivares de semillas
germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”. Ayacucho-2019.
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Figura 8. Contenido de Flavonoides presentes en cuatro cultivares de semillas
germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”. Ayacucho-2019.
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Figura 9. Contenido de Flavonoles presentes en cuatro cultivares de semillas
germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”. Ayacucho-2019.
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Figura 10. Actividad secuestradora del radical libre DPPH, expresado como pmol

ET/ g muestra del germinado de semillas de cuatro cultivares de Chenopodium
quinoa Willd. “quinua”. Ayacucho-2019.
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Figura 11. Actividad secuestradora del radical libre ABTS, expresado como pumol
ET/ g muestra del germinado de semillas de cuatro cultivares de Chenopodium
quinoa Willd. “quinua”. Ayacucho-2019.
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Figura 12. Potencial actividad reductora del hierro (FRAP), expresado como pumol

ET/ g muestra del germinado de semillas de cuatro cultivares de Chenopodium
quinoa Willd. “quinua”. Ayacucho-2019.
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V. DISCUSION

En la figura 7, nos muestra el contenido de fenoles totales de las semillas
germinadas de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua” se
observa que el cultivar Amarilla de Marangani presenta una mayor cantidad de
fenoles totales con un valor de 2,78+0,06 mg EAG/g, seguidamente del cultivar
Negra Collana con 2,26+0,02 mg EAG/g y los cultivares Roja Pasankalla y Blanca
de Junin con 1,88+0,01 mg EAG/g y 1,49+0,04 mg EAG/g, respectivamente el
incremento de los compuestos fendlicos fue un aproximado del 87 % en el
cultivares Amarilla de Marangani en comparacion al cultivar Blanca de Junin.
segun el andlisis de varianza (ANOVA), nos determiné que existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05). (anexo 28), seguidamente se efectud la
prueba de comparaciones mdultiples de Sheffé (anexo 28), se observa que el
cultivar Amarilla de Marangani tuvo el mayor contenido de fenoles totales con
respecto al cultivar Blanca de Junin el cual obtuvo un menor contenido.

César®®, evaluo el contenido de fenoles totales de semillas germinadas de cuatro
cultivares de Chenopodium quinoa willd. expresados como (mg equivalente de
acido caféico/100 g de extracto seco), reportando que la variedad amarilla obtuvo
mayor contenido de fenoles totales con un valor de (325,448), seguida de la
variedad roja con (276,876), la variedad negra (266,210), finalmente la variedad
blanca el cual presento menor contenido de fenoles totales con (254,019). En
comparacion a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se observa
que los cuatro cultivares de las semillas germinadas es ligeramente menor a los
valores reportados por Cesar, debido a que él emple6 una extraccién de 5 g en
100 mL de solucién alcohdlica de 96° mediante el aparato de soxhlet y se

concentré a sequedad en un rotavapor y utiliz6 como estandar el acido caféico.
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Asi mismo Mendoza?*®, determiné el contenido de fenoles totales de 8 cultivares
de quinua provenientes del departamento de Arequipa, entre los cuales el cultivar
Negra Collana obtuvo un valor de 136,1+8,1 mg EAG/100 g muestra, y el cultivar
Roja pasankalla 125,1+7,8 mg EAG/100 g muestra, haciendo una comparacién
con los resultados del presente trabajo de investigacion los valores se duplica
para el cultivar Negra Collana, y el cultivar Roja Pasankalla presenta un valor
ligeramente superior, esto debido a que hubo una influencia en el germinado de
las semillas para obtener un mayor contenido de compuestos fendlicos totales.
La evaluacién de flavonoides totales en las semillas germinadas de cuatro
cultivares de Chenopodium quinoa “Willd” se reportan en la figura 8, nos muestra
un mayor contenido de flavonoides totales en el cultivar Negra Collana con un
valor de 1,96+0,1 mg EQ/g muestra, seguidamente del cultivar Roja Pasankalla
con 1,80+0,19 mg EQ/g muestra, la variedad Amarilla de Marangani con 1,69+0,29
mg EQ/g muestra, y la que obtuvo un menor contenido fue el cultivar Blanca de
Junin con un valor de 1,40+0,09 mg EQ/g muestra. El incremento de flavonoides
totales fue un 40 % del cultivar Negra Collana con respecto al cultivar Blanca de
Junin. Se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA), donde nos muestra diferencias
estadisticas significativas (p<0,05) (anexo 29), seguidamente se efectud la prueba
de comparaciones multiples de Sheffé (anexo 29), en la que nos muestra que el
germinado del cultivar Negra Collana tuvo un mayor contenido de flavonoides
totales y el germina del cultivar Blanca de Junin fue la que obtuvo un menor
contenido.

Brend y col*’, reportaron en contenido de flavonoides totales en semillas, en las
variedades amarilla y roja de Chenopodium quinoa Willd., expresados como
equivalentes de mg de catequina, siendo estos para la variedad amarilla de 0,9 +
0,1 y para la variedad roja 1,9 + 0,1 respectivamente, observdndose que la
variedad roja tiene casi el doble que la variedad amarilla.

En el presente estudio de investigacion, ambas variedades presentan un similar
contenido de flavonoides totales, variando su contenido por efecto de la
germinacion. Las diferencias pueden deberse porque en mi investigacion se utilizé
como estandar a la quercetina y Brend y col., utilizaron a la catequina como
estandar. Se hallaron diferencias estadisticas en el contenido de flavonoides

totales entre la variedad de las semillas.
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Asi mismo Aguilar y col*®, reportaron el contenido de flavonoides totales en
semillas germinadas y no germinadas de cuatro variedades de Chenopodium
quinoa Willd “quinua” en la que la variedad blanca germinado obtuvo un mayor
contenido de flavonoides totales con un valor de 54,63 ug EQ/g de extracto, la
variedad negra con 18,63 ug EQ/g de extracto, la variedad roja con 17,50 ug EQ/g
de extracto y finalmente la variedad con un menor contenido de flavonoides totales
fue la amarilla con 14,50 pg EQ/g de extracto. Comparando con los resultados
obtenidos en mi trabajo de investigacion, no concuerdan con los resultados
obtenidos por Aguilar y Col, ya que en mis resultados se obtuvo un valor mayor
de contenido de flavonoides totales en los cuatro cultivares siendo el cultivar Negra
Collana la que obtuvo un mayor contenido de flavonoides totales y el menor
contenido se obtuvo en el cultivar Blanca de Junin, esto puede deberse a que ellos
utilizaron 5 g de muestra y el solvente a extraer fue etanol a 96 %.

Carciochi y col8, indica que en los granos existen diferencias no sélo entre
especies, sino que incluso difieren entre variedades, también hace mencién que
los factores genéticos, ambientales y condiciones de manejo post cosecha de
cada cultivo pueden influir considerablemente en los contenidos de compuestos
fendlicos totales, es por esto que se encontraron diferencias significativas entre
las variedades de quinua estudiadas.

En la figura 9, se muestra el contenido de flavonoles totales de los germinados de
cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua” se observdé un mayor
contenido en los cultivares Amarilla de Marangani con un valor de 0,33+0,01 mg
EQ/g muestra, y Negra Collana con 0,32+0,01 mg EQ/g muestra, el cultivar Roja
Pasankalla con 0,24+0,02 mg EQ/g muestra y finalmente el cultivar Blanca de
Junin con un menor contenido de flavonoles con 0,19+0,0 mg EQ/g muestra. El
incremento en el contenido de flavonoles fue aproximadamente 74 % del cultivar
Amarilla de Marangani con respecto al cultivar Blanca de Junin. Se realiz6 el
andlisis de varianza (ANOVA), obteniendo diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) (anexo 30). Seguidamente se realiz6 la prueba de
comparaciones multiples de Sheffé (anexo 30), En el cual el germinado del cultivar
Amarilla de Marangani presento mayor contenido de flavonoles totales con
respecto al germinado del cultivar Blanca de Junin que obtuvo un menor contenido

entre los demas cultivares.
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En la figura 10, reporta la actividad antioxidante con el método DPPH en semillas
de los germinados de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa “Willd”, en la que
se observa que el cultivar Amarilla de Marangani presenté mayor actividad
antioxidante con un valor de 35,93+0,03 umol ET/g muestra, seguida del cultivar
Negra Collana con 34,84+0,63 umol ET/g muestra, luego el cultivar Roja
Pasankalla con 31,57+1,26 umol ET/g muestra y finalmente la variedad Blanca de
Junin 22,08+0,47 pmol ET/g muestra. El incremento de la capacidad antioxidante
fue un aproximado de 43 % del cultivar Amarilla Marangani sobre el cultivar Blanca
de Junin. Se realizé el andlisis de varianza (ANOVA), hallandose diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) (Anexo 31), luego se realiz6 la prueba de
comparaciones multiples de Scheffé (Anexo 31), en el cual, el germinado de la
semilla del cultivar Amarilla de Marangani fue el que presento mayor actividad
antioxidante y el cultivar Blanca de Junin presentdé menor actividad en
comparacion a los demas cultivares.

Chagua y Palomino“®, determinaron la actividad antioxidante de tres variedades
de Chenopodium quinoa willd “quinua” provenientes del departamento de Junin,
efectuado sobre el producto expandido, donde la quinua blanca registra un valor
mas alto con 2,92+0,06 umol TE/g muestra, la cual es menor a lo que se reporta
en el presente trabajo de investigacion, esto debido a que estos compuestos
nutricionales son afectados cuando el producto es sometido a algun proceso de
transformaciéon como el tostado, la coccidn, el extruido y/o la expansion, este
Ultimo proceso consiste en afiadir calor a alta presion a la humedad que contiene
el producto dando paso a la explosién del grano por la caida brusca de presion.
Valencia y Camara®, determinaron la actividad antioxidante por el método de
DPPH de 24 accesiones de quinua de la coleccion nacional del INIA Peru, donde
se obtuvo valores en el rango de (474,21+17,54 — 972,87+53,89 pmol TE/100 g
muestra), comparando con los resultados del presente trabajo de investigacion los
valores fueron superiores al rango establecido por Valencia y Cadmara esto debido
a que extrajeron 100 mg de muestra molida con 5 mL de solucién MeOH: H,O
(2:1), a parte hubo una influencia por el germinado de las semillas.

En la figura 11, nos muestra resultados de la actividad antioxidante evaluados con
el método ABTS, en el cual se observé que el cultivar Amarilla de Marangani
presento mayor capacidad antioxidante con un valor 15,89+1,20 umol ET/g
muestra, Negra Collana con 13,48+1,75 umol ET/g muestra, Roja Pasankalla con

11,8+0,95 umol ET/g muestra y finalmente Blanca de Junin con 9,85+0,56 umol
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ET/g muestra. El incremento de la capacidad antioxidante fue de un aproximado
del 61% del cultivar Amarilla de Marangani con respecto al cultivar Blanca de
Junin. Se realizé el andlisis de varianza (ANOVA), hallandose diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) (anexo 32). Luego se efectud la prueba
de comparaciones multiples de Scheffé (Anexo 32), en el cual, el germinado de la
semilla del cultivar Amarilla de Marangani fue el que presento mayor capacidad
antioxidante y el cultivar Blanca de Junin presentd menor capacidad en
comparacién a los demas cultivares.

Valencia y Camara®, determinaron la actividad antioxidante por el método ABTS,
de 24 accesiones de quinua de la coleccidon nacional del INIA Perld, donde se
obtuvo valores en el rango de (1036,54+137,92 — 1835,78+ 69,06 umol TE/100 g
muestra), comparando con los resultados con el presente trabajo de investigacion
los valores fueron similares al rango establecido por valencia y camara.
Mendoza®*, determind la actividad antioxidante por el método ABTS, de 8
cultivares de quinua provenientes del departamento de Arequipa, entre los cuales
el cultivar negra collana obtuvo uno de los valores mas altos 10,5+0,4 umol TE/ g
muestra y el cultivar roja pasankalla 8,4+0,2 umol TE/ g muestra. Comparando
con los resultados del presente trabajo de investigacion los valores para estos dos
cultivares fueron mayores a lo reportado por Mendoza, esto debido a que hubo
una influencia en el germinado de las semillas ya que el aumento de la actividad
antioxidante con el brote es uno de los muchos cambios metabdlicos que se
producen al brotar las semillas, principalmente al aumento de la actividad de las
enzimas hidroliticas endégenas.

La figura 12, nos muestra los resultados de la actividad antioxidante con el método
FRAP en la cual se observé que el cultivar Negra Collana presenté una mayor
actividad antioxidante dandonos un valor de 11,05+0,38 pmol ET/g muestra,
seguido del cultivar Amarilla de Marangani con un valor de 11,02+0,47 umol ET/g
muestra, en estas dos vemos una similitud en su actividad antioxidante puesto que
la diferencia es minima, por altimo en los cultivares Roja Pasankalla y Blanca de
Junin con valores de 6,51+0,24 pmol ET/g muestra y 6,33+0,93 pmol ET/g
muestra, respectivamente, El incremento de la capacidad antioxidante fue de un
aproximado del 74 % del cultivar Negra Collana y Amarilla de Marangani con
respecto a los cultivares Roja Pasankalla y Blanca de Junin. Se realizé el analisis
de varianza(ANOVA) hallandose diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05) (Anexo 33). Seguidamente se efectud la prueba de comparaciones
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multiples de Scheffé (Anexo 33), en el cual, el germinado de la semilla del cultivar
Negra Collana y Amarilla Marangani fue el que presento mayor actividad
antioxidante y el cultivar Blanca de Junin presenté menor actividad.

Brend et al*’, evaluaron la actividad antioxidante por el metodo FRAP, de dos
variedades de Chenopodium quinoa willd “quinua”, roja y amarilla reportando un
valor de 5,1 + 0,2 umol ET/g muestra para la variedad roja, y 1,7 + 0,1 umol ET/g
muestra para la variedad amarilla. Estos valores son menores en comparacion a
los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion debido a la

influencia en el germinado de las semillas.
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VI. CONCLUSIONES

1. El germinado de las semillas de los cuatro cultivares Amarilla de Marangani,
Blanca de Junin, Roja Pasankalla y Negra Collana de Chenopodium quinoa
Willd. “quinua” presentan capacidad antioxidante y contenido de compuestos
fendlicos.

2. El germinado de las semillas de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa
Willd, presentan contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles siendo
los cultivares de mayor contenido, Amarilla de Marangani con valor de
2,78+0,06 mg EAG/g de muestra; Negra Collana con 1,96+0,1 mg EQ/g de
muestra y Amarilla de Marangani con 0,33+0,01 mg EQ/g de muestra,
respectivamente; mientras que el cultivar Blanca de Junin tuvo menor
contenido.

3. El germinado de las semillas de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa
Willd “quinua”, tienen capacidad antioxidante, evaluados por los métodos
DPPH, ABTS y FRAP, siendo los cultivares de mayor actividad antioxidante,
Amatrilla de Marangani y Negra Collana con valores de 35,93+0,03 umol ET/g
de muestra; 15,89+1,20 umol ET/g de muestra y 11,05+0,38 umol ET/g de
muestra; mientras que el cultivar Blanca de Junin tuvo una menor actividad
antioxidante.

4. Elcolor de las semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua”, tuvo influencia
en el contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante, siendo los
cultivares germinadas, Amarilla de Marangani y Negra Collana las que
mostraron mayor contenido de compuestos fendlicos y mejor capacidad

antioxidante con respecto a los cultivares Roja Pasankalla y Blanca de Junin.
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VIl. RECOMENDACIONES
Realizar un estudio comparativo para diferenciar la cantidad de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante entre los germinados de quinuay las semillas
sin germinar.
Realizar el ensayo de la actividad antioxidante con el germinado de otros
cultivares de las semillas de Chenopodium quinoa Willd “quinua”, para
cuantificar cudl de ellas tiene mejor actividad antioxidante.
Realizar otros estudios sobre la actividad antioxidante empleando otros
modelos experimentales.
Emprender un proyecto de comercializacion de germinados de quinua como
una nueva opcion, por el aumento de alimentos funcionales y nutracéuticos

para la prevencién del cancer y enfermedades degenerativas.
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Anexo 1. Certificado de identificacion botanica de Chenopodium quinoa Willd.

“‘quinua”.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Guido Brumel, GUTIERREZ
CUADROS, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo
de tesis

Dicha muestra ha sido determinada segun el Sistema de Clasificacion de

Cronquist. A. 1988. siendo su taxonomia el siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE

ORDEN : CARYOPHYLLALES
FAMILIA { CHENOPODIACEAE
GENERO : Chenopodium

ESPECIE 1 Chenopodium quinoa Willd.
N.V : “quinua”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para

los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 31 de Octubre del 2018

A

LAURA AUCASIME MEDINA
BIOLOGA
Reg. C.BR N° 883 CR.- XIII
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Anexo 2. Certificacion de los cuatro cultivares de Chenopodim quinoa Willd
‘quinua”.

o S
PERU | Ministerio %’@
| / de Agricultura y Riego 3

Instituto Nacional de innovacion Agraria

CERTIFICA:

Que, las semillas de las cultivares de INIA 415 Pasankalla, Blanca de Junin, INIA 420
Negra Collana y Amarilla de Marangani otorgadas al Sr. Guido Brumel GUTIERREZ
CUADROS, Identificada con DNI N°46110312. Corresponden al material genético con
la que viene trabajando el Programa Nacional de Innovacion en cultivos Andinos, los
mismos que se vienen multiplicando en los pisos altitudinales recomendados para
produccion de semilla de calidad y asi mismo se encuentra certificados por el Area de

Regulacion de semillas (ARES) de la EEA Canaan-INIA.

Se expide el presente certificado a solicitud de la interesada para los fines pertinentes.

Ayacucho, 06 de noviembre del 2018

Estacitn & ¢
7 N
) i
‘Abrahatm Aillantopalpmi
ifiacion DOYA
Av. La Molina 1981 - La Molina - Lima l__
T: (511) 240-2100 >
Wi 000,00 | EL PerU PriMero

www.minagri.gob.pe
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Anexo 3. Flujograma del procedimiento para la obtencién del germinado de cuatro
cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

Lavar y Esterilizar por 2 min en
hipoclorito de sodio al 2.5 %

Ubicar las semillas
en un recipiente de
vidrio con base de

papel filtro.

Pesar 5 g de
las semillas

@

Desecar en una Humedecer con
| Estufa T=40 °C é H.0 (d) a diario

durante dos dias durante cuatro dias

Almacenar hasta
Su posterior uso
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Anexo 4. Flujograma del procedimiento para la obtencién de fenoles totales del

germinado de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

Fenoles Totales
Método de Folin-Ciocalteu

4 N\
Curvade Preparacion
calibracion de muestras
. /
| ) I
Pesar 50 mg Tomar 150 pL
de Ac. Galico de muestra
. J
| |
Aforar a 25 mL Adicionar 2400 pL
con MeOH De H20

| |
Agregar 150 uL de
Folin-Ciocalteu a 0,25 N

Tomar alicuotas de
0,0.5,0.1,0.15,0.2,0.25,0,3 mL

Aforar a 10 mL Agitar por 5 min'y
con MeOH dejar reaccionar por
3 min
Segquir con el I
tratamiento Adicionar 300 pL de
de la muestra carbonato de sodio 1N

Incubar a Tamp €n la
oscuridad por 2 h

Medir absorbancias a
725 nm

Vs
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Anexo 5. Flujograma del procedimiento para la obtencion de flavonoides del

germinado de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

[ Flavonoides ]

Curvade Preparacion
calibracion de muestras
.
( I ) I
Pesar 50 mg Tomar 500 pL
de Quercetina de muestra
. J
— |
Aforar a 50
mL con MeOH Completar con
\ I J H>O@ a1l mL
N I

Tomar 10 mL en una fiola de

50 mL y enrasar con H>Oq) Agregar 150 . de

Nitrito de sodio 5 %

| J
N I
Tomar alicuotas de Adit ;
0.2:0.4:0.6:0.8:1.0 mL gitar con vortex'y
Y, dejar reaccionar por
| 5 min
Segquir con el |
tratamiento 4

Adicionar 150 pL cloruro
de aluminio 10 %
(vortex y dejar por 6 min)

Agregar 2 mL de
hidréxido de sodio al 4 %

Completar a 5 mL con H2O(q)
Agitar y dejar reaccionar
pol5 min. a T(A)

Medir absorbancias a
510 nm

de la muestra

.

Ve

.
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Anexo 6. Flujograma del procedimiento para la obtencion del flavonol del

germinado de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

[ Flavonol ]

Curva de Preparacmn
calibracion de muestras

|
p
Pesar 50 mg ] Tomar 500 pL

de Quercetina de muestra
.

) [
Aforar a 50 mL ]

con MeOH Completar con
b | HzO(d) almL

Tomar 10 mL en una fiola de A
50 mL y enrasar con HxO(g) 4
) Agregar 2 mL de
| Cloruro de
Tomar alicuotas de ) aluminio (20 g/1L)
0,2:0,4:0,6:0,8:1,0 mL \
J
Agitar ]
Segquir con el b
tratamiento N
de la muestra Adicionar 6 ml Acetato de
sodio (50 g/1L)
J/
I 2\
Incubara T(A) por2hy
30 min.

Medir absorbancias a
440 nm
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Anexo 7. Flujograma del procedimiento para la determinacion de la actividad
antioxidante por método DPPH del germinado de cuatro cultivares de

Chenopodium quinoa Willd “quinua”. Ayacucho 2019.

DPPH
Solucién Solucién Curva del Preparacion
patron (SP) Trabajo (ST) estandar de la muestra
Pesar 24 mg Tomar 10 mL Pesar 12.5 Tomar 150 pL
de DPPH delaSPy mg de Trolox de extracto
adicionar a
45 mL de
Aforar a 100 metanol "
mL con A::%rr? rmaetse?ng]ll_ Adicionar
metanol 2850 L de
: ST
Medir
absorbancia
Almacenar as515nm Tomar Control: 0.4 mL
en alicuotas de metanol + 0,8
refrigeracion 0.1,2,4,6,8 mL ST
. mL
Ajustar
absorbancia
hasta Incubar por
0,7+0,02 Aforar a 10 mL 30minenla
con metanol oscuridad
Medir
Agitar por 5 min absorbancia
ab5l5 nm
Segquir con el
procedimiento de la
muestra
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Anexo 8. Flujograma del procedimiento para la determinacién de la capacidad

antioxidante por el método ABTS, del germinado de cuatro cultivares de

Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

ABTS
Solucion Solucion cuvade | [ Preparacion
. urva de
atron (SP .
P (SP) trabajo (ST) calibracion de la
muestra
J
i
pu— p | | |
Solucién 1 Solucién 2 Mezclar 1 Pesar Tomar 150
(S1) (S2) mL de SP 12,5 mg uL de
\ con 60 mL de Trolox muestra
de MeOH
)
Pesar 40,6 Pesar 7mg r
mg de de Leer a Aforar a 50 Adicionar
ABTS persulfato 234 mL con 2900 pL de
de potasio anmy MeOH ST(ABTS)
~—— ajustar
hasta
abs. Reaccionar
Aforar en Aforar en 1,10,02 romar i
alicuotas de por 30 min
10 mL H,O 10 mL H20 —
i destilada 0,05,1,2, e e
destilada oscuridad

Mezclar S1y S2
y dejar reposar
12 h (SP)

50

3y4mL

e
Aforar a 10
mL con

MeOH

[ Agitar por 5 min

N

J

Sequir con el
procedimiento
de la muestra

~

Medir

absorbancia
a734nm

J




Anexo 9. Flujograma del procedimiento para la determinacién de la capacidad

antioxidante por el método FRAP, del germinado de cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

FRAP
4 B p
tsr;):au;fr(]sd; Curva de Preparacion
J calibracion de la
L { muestra
T |
4 ( )

Buffer 2,4,6 tripridylls- Cloruro férrico Pesar Tomar
acetato triazine (S2) hexahidratado 12,5 mg 150 pL de
(S1) L (S3) ) de Trolox extracto

—

310 mg 31,2 mg Aforar a 50 Adicionar
acetato de de TPTZ 54,1 mg mL con 2850 pL de
SOdiO+1,6 aforados de cloruro MeOH ST
mL de Ac. con ferrico

Acético solucién aforados
aforado a HCI 40 en 10 mL I,Tomard Incubar
100 mL de mMm de MeOH a(l)!cougt.alsl Z'e por 30 min

agua \_ J U ) 4’_ 6, ,8 ' L enla
destilada oyem oscuridad
medir pH
3,6 )
Aforar a 10 Medir .
mL con absorbancia
MeOH a 593 nm

Mezclar 25 mL de
S1 +2,5mL de S2
+2,5mL de S3y
calentar a 37 °C

Agitar por 5 min

Seguir con el
procedimiento
de la muestra
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Anexo 10. Semillas de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

Cultivar Amarilla de Marangani Cultivar Blanca de Junin

Cultivar Negra Collana Cultivar Roja Pasankalla
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Anexo 11. Germinado de semillas de los cuatro cultivares de Chenopodium
quinoa Willd “quinua” Ayacucho 2019.

Cultivar Blanca de Junin

Cultivar Amarilla de Marangani

Cultivar Negra Collana
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Anexo 12. Fotografia del proceso de molienda del germinado de las semillas de
los cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua” Ayacucho 2019.

Anexo 13. Fotografia del extracto metandlico de las semillas germinadas de
cuatro cultivares de Chenopodium quinoa “Willd”. Ayacucho 2019.

.

|

\B@ﬂ » Amal

de Junin Marangani Collana Pasankalla
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Anexo 14. Fotografia del proceso de cuantificacion de fenoles totales de las
semillas germinadas de los cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd
“quinua” en el Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2019.

Adicionando 150 pL de muestra y los reactivos respectivos para la
identificacion de fenoles totales (150 pL de follin ciocalteu a 0,25 N)
y (300 pL de carbonato de sodio 1N)

Reaccién del estandar (acido galico) a Reaccioén de las muestras
concentraciones 0; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; para la cuantificacion de
0,25y 0,3 mL. para la curva de fenoles totales
calibracion
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Anexo 15. Fotografia del proceso de cuantificacion de flavonoides totales de las
semillas germinadas de los cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd
“‘quinua” en el Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2019.

Adicionando 150 pL de muestra y los reactivos
respectivos para la identificacion de fenoles totales
(150 pL de follin ciocalteu a 0,25 N) y (300 uL de
carbonato de sodio 1 N)

Estandar Muestra
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Anexo 16. Fotografia del proceso de cuantificacion de flavonoles de las semillas
germinadas de los cuatro cultivares de Chenopodium quinoa Willd “quinua” en el
Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2019.

Adicionando 150 pL de muestra y los reactivos respectivos
para la identificacion de fenoles totales (150 pL de follin
ciocalteu a 0,25 N) y (300 pL de carbonato de sodio 1 N)

Estandar Muestra
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Anexo 17. Fotografia de la reaccion de captacion del DPPH de los compuestos
fendlicos aislados de las semillas germinadas de cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa Willd. “quinua”. Ayacucho — 2019.

Estandar Muestra

Anexo 18. Fotografia de la Reaccion de ABTS de los compuestos fendlicos
aislados de las semillas germinadas de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa
Willd. “quinua”. Ayacucho —2019.

Estandar Muestra
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Anexo 19. Fotografia de la reaccion del FRAP de los compuestos fendlicos
aislados de las semillas germinadas de cuatro cultivares de Chenopodium quinoa
Willd. “quinua”. Ayacucho — 2019.

Jal 056 Ag 20 q4'6 " Hz,'}“’." :

#

Estandar Muestra

Anexo 20. Composicién quimica bromatoldgica de Chenopodium quinoa Willd.
“‘quinua”.

Composiciéon quimica

y valor nutricional Contenido de aminoacidos

Componente | Roja | Amarilla | Blanca Aminoacido | (mg/100 g de
Almidon 59,2 58,1 64,2 proteina)
Monosacarido | 2,0 2,1 1,8 Isoleucina 68
Disacarido 2,6 2,2 2,6 Leucina 104
Fibra cruda 2,4 3,1 2,1 Lisina 79
Pentosanas 2,9 3,0 3,6 Fenilaamina 79
Tirosina 41
Cistina 68
Metionina 18
Composicion de carbohidratos Treonina 40
(% de materia prima) Triptofano 16
Valina 76
Elemento Unidad valor
Agua % 12,00
Proteinas % 10,70
Grasas % 5,70
Carbohidratos % 69,29
Cenizas % 3,20
Celulosa % 4,30
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Anexo 21. Procedimiento para la cuantificacion de compuestos fendlicos y
actividad antioxidante en pmol ET/ g de muestra.

Preparacion de la Solucién stock

Trolox 12,5 | mg Sol. stock St
Sol. Estandar 50 | mL (mL) puMol/ml
Sol. Estandar | 968,8761 | uMol/mL Stl
968,8761 | uMol/mL St2
St3
St4
[1] | ABSORVANCIA St5
0 0,67 St6
1 0,58
2 0,46
4 0,31 M jmy = 26887611 st1 St
6 0.15 10 [uMol/mL] A %
8 0,02 0,00 0,670 4,96
96,89 0,580 17,73
193,78 0,460 34,75
387,55 0,310 56,03
MUESTRA
581,33 0,150 78,72
Amarilla Negra Roja Blanca 775,10 0,020 97,16
Absorbancia
0,054 0,063 0,144 0,288
0,043 0,076 0,109 0,273
0,042 0,055 0,106 0,276
Porcentaje (%)
92,340 91,064 79,574 59,149 | .y = GbS DPPH —absmuestra
93,901 89,220 84,539 61,277 abs DPPH
94,043 92,199 84,965 60,851
uMol/L De la ecuacion de la recta
709,56 698,85 602,38 430,88
722,67 683,36 644,06 448,74 y=mx+b
723,86 708,37 647,63 445,17 Y= % inhib — b
UMol/g de muestra m
35,48 34,94 30,12 21,54
36,13 34,17 32,20 22,44
36,19 35,42 32,38 22,26 Para [19/50 mi]
Amarilla Negra Roja Blanca
Promedio
3593 | 348 | 3157 | 22,08
Desviacion estandar
040 | 063 | 126 | 047
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Anexo 22. Curva de calibracion con el 4cido géalico como estandar para cuantificar
el contenido de fenoles totales a longitud de onda de 725 nm.

y = 0,0082x +0,0048
R?=0,9919

o o
w N
o o
o o

0.200

Absorbancia (hm)

0.100

0.000
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00

Acido gélico pg/mL

Anexo 23. Curva de calibracién con la quercetina como estandar para cuantificar
el contenido de flavonoides totales a longitud de onda de 550 nm.

0.200
0.180 y =0,0032x +0,0516
0.160 R2=0,993

E 0.140

0.120

0.100

0.080

sorbancia (nm

Ab
o
o
@
o

0.040
0.020
0.000

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Quercetina (ug/mL)
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Anexo 24. Curva de calibracién con la quercetina como estandar para cuantificar
el contenido de flavonoles a longitud de onda de 440 nm.

1.400
y =0,0557x-0,0205
R? = 0,9961

Absorbancia (hm)

© o 9o = e
= (=) [9.2] (] )
8 8 8 8 8

8

0.000

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00

Quercetina (ug/mL)

Anexo 25. Curva de calibraciéon con trolox como estandar para determinar el
porcentaje (%) de secuestramiento del radical DPPH a longitud de onda de 515
nm.

120.00

y=0,1191x+7,8313
R?=0,9935

100.00

80.00

60.00

40.00

20.00

0.00 !
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00 900.00

Concentracion (umol ET)

Porcentaje de secuestramiento (%) del DPPH
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Anexo 26. Curva de calibraciéon con trolox como estandar para determinar la
actividad antioxidante por el método ABTS a longitud de onda de 734 nm.

60.00

y =0,1418x-0,4256
R? =0,9968

50.00

40.00

30.00

20.00

10.00

0.00

0.p0  50.00 100.00 150.00 200.00 250.00 300.00 350.00 400.00 450.00

-10.00

Porcentaje de secuestramiento (%) del ABTS

Concentracion (umol ET)

Anexo 27. Curva de calibracion con trolox como estandar para determinar la
actividad antioxidante por el método FRAP a longitud de onda de 593 nm.

1.80
1.60 y =0,0019x + 0,058

1.40 R? =0,9921 [
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00

Concentracion (umol ET)

Porcentaje (%) reductor del hierro FRAP
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Anexo 28. Analisis de varianza factorial y prueba complementaria de Scheffé del
contenido de fenoles totales del germinado de cuatro cultivares de Chenopodium
quinoa Willd. “quinua”.

ANOVA de un factor

Fenoles totales (mg EAG/g de muestra)

Suma de o] Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 5,382 3 1,794 69,884 ,000
Intra-grupos 513 20 ,026
Total 5,895 23
Fenoles totales (mg EAG/g de muestra)
Scheffé2
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
Blanca de Junin 6 1,4933
Roja Pasankalla 6 1,8867
Negra Collana 6 2,2600
Amarilla de Marangani 6 2,7767
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armdénica = 6,000.

64



Anexo 29. Andlisis de varianza factorial y prueba complementaria de scheffé del
contenido de flavonoides totales del germinado de cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.

ANOVA de un factor

Flavonoides (mg EQ/g de muestra)

Suma de gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
1,011 3 ,337 9,623 ,000
Inter-grupos
, 701 20 ,035
Intra-grupos
Total 1,712 23
Flavonoides (mg EQ/g de muestra)
Scheffé?2
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
Blanca de Junin 6 1,3983
Amarilla de Marangani 6 1,6867 1,6867
Roja Pasankalla 6 1,8017
Negro Collana 6 1,9600
Sig. ,101 ,128

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 6,000.

65



Anexo 30. Analisis de varianza factorial y prueba complementaria de Scheffé del
contenido de flavonoles del germinado de cuatro cultivares de Chenopodium

quinoa Willd. “quinua”.

ANOVA de un factor

Flavonoles (mg EQ/g de muestra)

Suma de gl Media cuadratica F Sig.

cuadrados
Inter-grupos 079 3 ,026 158,855 ,000
Intra-grupos 003 20 000
Total ,082 23

Flavonoles (mg EQ/g de muestra)
Schefféa
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3

Blanca de Junin 6 ,1933
Roja Pasankalla 6 ,2450
Negra Collana 6 ,3233
Amarilla de Marangani 6 ,3317
Sig. 1,000 1,000 ,740

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armdénica = 6,000.
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Anexo 31. Andlisis de varianza factorial y prueba complementaria de Scheffé de
la actividad antioxidante por el método DPPH del germinado de cuatro cultivares
de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.

ANOVA de un factor

Capacidad antioxidante DPPH (umol ET/g de muestra)

Suma de gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 23,730 3 7,910 200,126 ,000
Intra-grupos 316 8 ,040
Total 24,046 11
Capacidad antioxidante DPPH (umol ET/g de muestra)
Schefféa
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
Blanca de Junin 3 5,6967
Roja Pasankalla 3 8,1433
Negra Collana 3 8,9867
3 9,2700
Amarilla de Marangani '
: 1,000 1,000 ,435
Sig.

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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Anexo 32. Andlisis de varianza factorial y prueba complementaria de Scheffé de
la actividad antioxidante por el método ABTS del germinado de cuatro cultivares
de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.

ANOVA de un factor

Capacidad antioxidante ABTS (umol ET/g de muestra)

Suma de gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 3,900 3 1,300 15,173 ,001
Intra-grupos 686 8 ,086
Total 4,586 11
Capacidad antioxidante ABTS (umol ET/g de muestra)
Scheffé2
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
Blanca de Junin 3 2,4367
Roja Pasankalla 3 2,7400 2,7400
Negra Collana 3 3,3300 3,3300
Amarilla de Marangani 3 3,9233
Sig. 670 ,188 ,185

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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Anexo 33. Andlisis de varianza factorial y prueba complementaria de Scheffé de
la actividad antioxidante por el método FRAP del germinado de cuatro cultivares
de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.

ANOVA de un factor

Capacidad antioxidante FRAP (umol ET/g de muestra)

Suma de gl Media cuadrética F Sig.

cuadrados
Inter-grupos 4,086 3 1,362 65,696 ,000
Intra-grupos 166 8 ,021
Total 4,252 11

Capacidad antioxidante FRAP (umol ET/g de muestra)
Scheffé?2
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

Blanca de Junin 3 1,6067
Roja Pasankalla 3 1,6500
Amarilla de Marangani 3 2,7900
Negra Collana 3 2,8000
Sig. ,986 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.
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Anexo 34. Matriz de consistencia. Ayacucho 2018.

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLE DISENO METODOLOGICO
Capacidad éCudl de los | Objetivo general. Hi: El | Chenopodium quinoa willd | V.I: Tipo de investigacion
antioxidantey | germinados Determinar la  capacidad | germinado de | “quinua”. Compuestos Bdsico
contenido de | de los cuatro | antioxidantey el contenido de | cuatro cultivares | Descripcidn botanica. fendlicos presentes | Nivel de investigacion

compuestos
fendlicos de
cuatro

cultivares del
germinado de
Chenopodium
quinoa  willd
“quinua”.
Ayacucho
2018.

cultivares de
chenopodium
quinoa  willd
“quinua”
tendrd mayor
capacidad
antioxidante
en relacion a
su contenido
de
compuestos
fendlicos?

compuestos fendlicos

presentes en el germinado de

cuatro cultivares de

Chenopodium quinoa willd.

“quinua” Ayacucho 2018.

Objetivos especificos.

e Cuantificar el contenido de
fenoles totales, flavonoides
y flavonoles del germinado
de las semillas de cuatro
cultivares de Chenopodium
quinoa Willd “quinua”.

e Determinar la capacidad
antioxidante de los
compuestos fendlicos del
germinado de las semillas
por métodos DPPH, ABTS y
FRAP, de cuatro cultivares
de chenopodium quinoa
willd “quinua”.

o Determinar lainfluencia del
color de las semillas en el
contenido de compuestos
fendlicos y la capacidad
antioxidante del germinado
de cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa Willd
“quinua”.

de
Chenopodium
quinoa willd
“quinua”
presenta mayor
capacidad
antioxidante en
relacion a su
contenido  de
compuestos
fendlicos.

Distribucidn geografica.

Uso medicinal tradicional.
Composicidn quimica.
Compuestos fendlicos.
Clasificacion (acidos
fendlicos y flavonoides).
Actividad biolégica de los
compuestos fendlicos.
Radicales libres.
Antioxidantes.

Estrés oxidativo.
Germinado.

Fases de la germinacién.
Factores externos para el
proceso del germinado.
Importancia bioldgica de los
germinados.

Método para evaluar el
contenido de compuestos
fendlicos.

Fenoles totales.

Flavonoides totales.
Flavonoles.

Método para evaluar la
capacidad antioxidante.
DPPH.

ABTS.

FRAP.

en el germinado de
cuatro cultivares de
Chenopodium quinoa
willd. “quinua”.
Indicador:

Fenoles totales (mg
GAE/g de muestra)
Flavonoides (mg
EQ/g de muestra)
Flavonoles (mg EQ/g
de muestra).

V.D:

Capacidad
antioxidante.
Indicador:

Captacion del radical
libre DPPH expresado
como umol ET/g de
muestra.

Captacion del radical
libre ABTS expresado
como pmol ET/g de
muestra.

Capacidad Reductora

del Hierro (FRAP)
expresado como
pumol ET/g de
muestra.

Descriptivo comparativo

Método

Poblacién

Semilla de cultivares de
Chenopodium quinoa willd
“quinua”, adquiridas y certificadas
por el (INIA- Ayacucho)

Muestra

Cinco gramos de semilla de cada
cultivar, seleccionas por
conveniencia

Técnica

Observacién

Instrumentos

Ficha de datos

Andlisis de datos

La diferencia entre el contenido de
compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante entre las variedades
sera evaluada mediante analisis de
varianza (ANOVA) al 95%, y una
prueba complementaria de sheffé.
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