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RESUMEN

El presente trabajo contribuye a revalorizar la cafiihua, grano andino cuyo
potencial es tanto nutricional como funcional por su actividad antioxidante. Los
compuestos polifenolicos de caracter antioxidante, presentes en los alimentos,
son responsables de la reduccion del riesgo de enfermedades asociadas con el
estrés oxidativo. El objetivo fue determinar la capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos presentes en el germinado de dos cultivares de
Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua”, comparadas con las semillas sin
germinar. Las muestras se adquirieron en el Instituto Nacional de Investigacion
Agraria-Puno, los cultivares fueron lllpa-INIA y Cupi, se desarroll6 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, la determinacion de fenoles
totales por el método de Folin-Ciocalteu, flavonoides y flavonol por el método del
cloruro de aluminio, la actividad antioxidante por los métodos de la capacidad
secuestradora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), secuestramiento del
cation radical &cido 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS) y el
potencial antioxidante reductor del hierro (FRAP). Para determinar la capacidad
antioxidante por los métodos mencionados se usé como estandar el trolox. El
germinado de los cultivares llipa-INIA y Cupi presentaron mayor contenido de
fenoles totales (2,54 y 2,12 mg EAG/g de muestra) y flavonoles (0,29 y 0,21 mg
EAG/g de muestra) en comparacion a las semillas sin germinar, mientras que en
el contenido de flavonoides no se mostré influencia del germinado. En cuanto a la
capacidad antioxidante los cultivares llipa-INIA y Cupi germinados presentaron
mayor capacidad antioxidante por los métodos DPPH (36,35 y 35,22 mg ET/g de
muestra), ABTS (21,36 y 19,78 mg ET/g de muestra); y FRAP (19,27 y 16,96 mg
ET/g de muestra). En conclusién, el germinado de los cultivares lllpa-INIA y Cupi
tuvieron mayor actividad antioxidante que las semillas sin germinar (p<0,05).
Palabras Clave: Chenopodium pallidicaule Aellen, germinado de las semillas,
compuestos fendlicos, actividad antioxidante.
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I.INTRODUCCION

En los udltimos afios se ha incrementado el interés por las investigaciones
relacionados al germinado de las semillas, lo cual es un proceso que consiste en
la absorcion de agua, la reactivacion del metabolismo y la iniciacion del
crecimiento del embrién de una semillal, produce cambios bioquimicos, que se
manifiestan en el contenido de ciertos metabolitos con importancia bioldgica, este
proceso necesita condiciones ambientales favorables, como la presencia de
oxigeno, temperatura, y la humedad que determinan la calidad de los
germinados?. Chenopodium quinoa Will “quinua” y Chenopodium pallidicaule
Aellen “cafihua”, son pseudocereales las cuales ademas de poseer carbohidratos,
tienen una alta calidad proteica, contenido de fibra y recientes estudios
demuestran que poseen propiedades antioxidantes que contribuyen a su calidad
funcional®. El contenido de flavonoides de las especies de Chenopodium fue
excepcionalmente alto en comparaciéon con otros alimentos ricos en compuestos
fendlicos (flavonoides) como los berries, donde los niveles de antioxidantes son
de 5 a 10 veces inferiores que los encontrados en la quinua y cafihua®. Los
antioxidantes son sustancias que pueden inhibir o retardar el proceso oxidativo,
interfiriendo con la iniciacion o propagacion de las reacciones en cadena de la auto
oxidacion. Los radicales libres son especies quimicas que contienen uno o0 mas
electrones desapareados, es altamente reactiva ya que tienden a captar un
electron de otros atomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica®. El
exceso esta relacionado con una mayor incidencia de diversas enfermedades
degenerativas como céncer, enfermedades cardiacas, inflamacién, artritis,
disfuncion cerebral, aceleracién del envejecimiento®.

Para la determinacién de la capacidad antioxidante en especies vegetales se
vienen utilizando métodos in vitro e in vivo, los cuales se caracterizan por ser
ensayos rapidos, reproducibles, sensibles y simples. De lo anteriormente expuesto

se plantearon los siguientes objetivos:



Objetivo general

e Determinar la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos presentes
en el germinado de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafihua”. Ayacucho 2018.

Objetivos especificos

e Determinar el contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles del
germinado y no germinado de la semilla de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafiihua”.

e Determinar la capacidad antioxidante por los métodos DPPH, ABTS y FRAP
del germinado y no germinado de la semilla de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafihua”.

¢ Comparar el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante del
germinado y no germinado de la semilla de dos cultivares de Chenopodium

pallidicaule Aellen “cafiihua”.



II.LMARCO TEORICO

2.1. Antecedentes
Aguilar et al’, determinaron la actividad antioxidante de los &cidos fendlicos

aislados del germinado de cuatro variedades de la semilla de Chenopodium
quinoa Willd. “quinua”, mediante el método de secuestramiento del radical libre
DPPH. Las variedades fueron blanca, amarilla, roja y negra. La variedad negra
tuvo la mayor actividad antioxidante, las variedades roja y amarilla similar actividad
y la de menor actividad la variedad blanca. Asimismo, evaluaron en las semillas
de las cuatro variedades el contenido de fenoles totales con el método Folin-
Ciocalteu y flavonoides por el método del cloruro de aluminio. La variedad amarilla
tuvo mayor contenido de fenoles totales (82,26 ug/g de extracto), seguida de la
variedad blanca (69,97 ug/g de extracto), variedad roja (60,41 ug/g de extracto)
respectivamente; mientras que, en el germinado, la variedad blanca es la que
mostrd el mas alto valor de fenoles totales (59,67 ug/g de extracto) y la variedad
amarilla, menor contenido de fenoles totales (28,00 pg/g de extracto). En cuanto
a los flavonoides, las semillas germinadas incrementaron su contenido de
flavonoides en relacion con las semillas sin germinar, siendo la variedad blanca la
que mostré mayor contenido de flavonoides, mientras que la variedad amarilla
mostré menor contenido.

Aguilar et al®, evaluaron la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos
aislados del germinado de las semillas de las variedades Centenario, Cristalino,
Oscar Blanco y Taray de Amaranthus caudatus L. “Kiwicha” comparadas con las
semillas sin germinar. Se evalu6 el contenido de fenoles totales por el método de
Folin-Ciocalteu, flavonoides por el método del cloruro de aluminio y actividad
antioxidante por los métodos de DPPH, secuestramiento del cation radical del
acido 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS) y el potencial
antioxidante reductor del hierro (FRAP). Las variedades germinadas maostraron
mayor contenido de fenoles totales respecto a las semillas sin germinar, al igual

que en el contenido de flavonoides. El germinado de las variedades Cristalino y

3



Taray tuvieron el mayor contenido de fenoles totales (32,92 y 35,00 mg EAG/g de
muestra), la variedad cristalino tuvo mayor contenido de flavonoides (580,95 mg
EQ/g) y las variedades Cristalino y Taray mostraron mayor actividad
secuestradora de los radicales libres DPPH (151,85 y 156,84 mg ET/g de muestra)
y ABTS (178,09 y 180,18 mg ET/g de muestra); y FRAP (132,75 y 136,42 mg ET/g
de muestra). Llegando a la conclusiéon que las variedades Cristalino y Taray
tuvieron mayor actividad antioxidante que las semillas sin germinar y se relaciona
directamente por su mayor contenido de fenoles totales y de flavonoides.

Repo de Carrasco et al®, determinaron el contenido de fenoles totales y la
capacidad secuestradora del radical libore DPPH en 11 variedades de
Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua”, en la cual, la variedad Leghepito
presenté mayor contenido de fenoles totales (85,71 mg EAG/100 g) y la variedad
Puka cafnihua mayor capacidad secuestradora del DPPH (1509,80 ug trolox/g).
Castillo!%, evaluaron la estabilidad de los compuestos antioxidantes durante la
germinacion y extrusion en la cafiihua (Chenopodium pallidicaule Aellen) variedad
cupi, en cuanto a las pruebas de germinacion, 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/100g. Para efectos de comparacion se extruyo la
cafihua y esta presenté 208,8 mg EAG/100g, cuyo valor es inferior con respecto
a la cafiihua germinada. Por otra parte, se hizo la determinacién de la capacidad
antioxidante mediante el método ABTS, en el que la cafihua extruida presento
2093.9 umol ET/100g, valor inferior en comparacion a la cafiihua germinada por
96 horas que presento un valor de 4432,5 umol ET/100g.

Tarzi et al'!, determinaron el efecto de la germinaciéon sobre el contenido de
fenoles y la actividad antioxidante de la semilla de garbanzo (Cicer arietinum). En
su investigacion, se 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 de radical hidroxilo. Los resultados indican que el proceso de germinacion
modificé la actividad antioxidante. Si bien es cierto que se extrajeron mas fenoles
totales con acetona, la extraccion con metanol mostr6 mayor actividad
secuestradora del radical hidroxilo. Concluyeron que, harina brote de garbanzos o
extracto podrian ser utilizados como una fuente de antioxidantes naturales o en la
formulacion de suplementos nutricionales y algunas formulaciones de

medicamentos.



Gharachorloo et al*?, determinaron la actividad antioxidante y el contenido de
compuestos fendlicos de la lenteja (Lens culinaris) germinada. Para el cual
investigaron los cambios del contenido de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante antes y despues de la germinacion. Las semillas de la lenteja fueron
germinadas en camaras oscuras, manteniendo una humedad relativa cercana al
100 % a 20 °C. Emplearon tres tipos de solventes para extraer los compuestos
fendlicos en las semillas y en los brotes germinados. El contenido de compuestos
fendlicos fueron determinados utilizando el método de Folin-Ciocalteu y la
actividad antioxidante por el método del secuestramiento del radical hidroxilo. Los
resultados muestran que la germinacion modificé la cantidad y calidad de los
compuestos fendlicos de las semillas de la lenteja, y el tipo de solvente usado para
la extraccién siendo mejor el metanol y la actividad antioxidante fue dependiente
de la concentracion. Finalmente, concluyeron que la harina del germinado o el
extracto pueden ser usados como una fuente de antioxidantes naturales de los

alimentos funcionales.

2.2. Aspectos botanicos
2.2.1. Clasificacion taxonOmica segun el sistema Cronquist. A. 1988.

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE

ORDEN : CARYOPHYLLALES

FAMILIA : CHENOPODIACEAE

GENERO :  Chenopodium

ESPECIE : Chenopodium pallidicaule Aellen
N.V : “Canihua”

Fuente: Constancia emitido por la Bidloga Laura AUCASIME MEDINA, Especialista en taxonomia y sistematica de

plantas®. (Anexo 1)

CULTIVARES: lllpa INIA'y Cupi

Fuente: certificado oficial de andlisis de semillas emitido por la Ing. Susana Chumbiauca Mateo de la Direccion de
gestion de la Innovacién Agraria del Instituto Nacional de Investigacion Agraria — Puno (Anexo 2) (Anexo 3).

2.2.2. Descripcién botanica

Es una planta herbacea, presenta una raiz pivotante, profunda de 13 a 16 cm. El
tallo es hueco, estriado y ramificado. Las hojas son tribuladas, alternas, con
peciolos cortos, borde dentado, presentan tres nervaduras bien marcadas en el
envés. Las inflorescencias son cimosas axilares o terminales, cubiertas por hojas

terminales que las protegen de las temperaturas bajas, la flor es de tipo basipeta,



hermafroditas. El grano es de forma subcilindrico, cénico de 1.0 a 1.2 mm de
diametro®*.

2.2.3. Distribucién geogréfica

Es una especie cultivada originaria del altiplano entre Pera y Bolivia. En Perq, se
cultiva en las zonas altas de Arequipa, Cusco y la Region Puno, a altitudes de
3812 a 4100 msnm. La mayor concentracién de produccién de cafiihua se
encuentra en la Regioén Puno, principalmente en las provincias de Melgar y Puno.
En menor escala, se produce en zonas altas de Arequipa y Cusco. En Bolivia, en
el altiplano y valles interandinos, de los departamentos de La Paz, Oruro,
Cochabamba y Potosi**.

2.2.4. Composicion quimica

Contienen carbohidratos 3-66 %, proteina 15-18 %, lipidos 6-8 % y cenizas 3-4 %
y una alta calidad de proteina con un contenido de lisina de 5-6 % >*. Compuestos
fendlicos como catequina, acido vainillico, kaemferol, 4cido ferulico, quercetina y
resorcinol*® 17,

2.2.5. Usos en medicina tradicional

Entre las propiedades medicinales, se le atribuye la disminucion del colesterol,
contrarresta el mal de altura (soroche), combate la disenteria. La harina de
cafihua puede ser consumida por personas alérgicas al gluten, la harina disuelta
en agua con vinagre es utilizado para el tratamiento de la fiebre tifoidea®®. Las
cenizas de su tallo, llamadas llipta, son usadas cuando se mastica coca. La llipta
es rica en calcio y provee los nutrientes esenciales para la dieta de las personas

que viven en climas frios como el de la sierra®®.

2.3. Compuestos fendlicos
Son metabolitos secundarios de las plantas, estan divididos en mas de 8000

compuestos, poseen un anillo aromético unido a uno o mas grupos hidroxilo,
incluyendo derivados funcionales (ésteres, glucosidos). Se clasifican
principalmente en acidos fendlicos, flavonoides, taninos, etc?.

2.3.1. Acidos fenélicos

Son compuestos fendlicos, que se caracterizan por poseer un hidréxilo unido a un
anillo aromatico. Se clasifican en dos subgrupos, derivados del &cido
hidroxibenzoicos (acido galico, acido protocatéquico, vanilico y siringico) y del

&cido hidroxicindmicos (acido cafeico, ferdlico, p-cumarico y sinapico)?®.



COOH COOH

d
HO OH OH
OH OH
Acido gélico Acido protocatéquico
OH,C COOH
b 3 X
COOH
HO
CH30
HO
Acido p-cumarico Acido sinépico
HO COOH OH4C COOH
X X
HO HO
Acido cafeico Acido ferdlico

Tabla 1. Estructura de &cidos hidroxibenzoicos (a) e hidroxicindmicos (b)%

2.3.2. Flavonoides

Son compuestos polifendlicos, que comparten un esqueleto comun de
difenilpiranos (Cs¢C3Csg) formado por 15 carbonos distribuidos en 3 anillos, constan

de 2 anillos benceno (A 'y B), ligados por un anillo heterociclico (C) de pirano.

Figura 1. Estructura quimica del nucleo del flavonoide?2



2.3.2.1. Flavonoles
Es un flavonoide, se obtienen a partir de las flavonas al sustituir el hidrogeno del
carbono 3 del anillo C por un hidroxilo. Representados por kaempferol, quercetina,

miricetina y rutina, entre otros .

Figura 2. Estructura quimica de un flavonol?3

Propiedades biol6gicas de los compuestos fendlicos

Poseen propiedades benéficas para la salud del ser humano, entre las que
destacan: efectos positivos en enfermedades cardiovasculares, prevencion y
tratamiento de distintos tipos de cancer y, en general, en enfermedades donde el
estrés oxidativo pudiera estar involucrado. Principalmente, los efectos positivos,
se asociaban a las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias vy

anticancerigenas de los compuestos fendlicos?.

2.4. Radicales libres
Son especies quimicas que posee en su estructura uno o0 mas electrones no

apareados, lo cual las hace altamente inestables y muy reactivas, sustrae un
electréon de atomos o moléculas estables, a las cuales oxida con el fin de alcanzar
su propia estabilidad?®. Son producidos normalmente durante el metabolismo
aerobio que se lleva acabo principalmente en la mitocondria por diversas
reacciones redox. Entre las ROS (especies reactivas de oxigeno) mas importantes
cabe destacar aniones superoxido, radical hidroxilo, radical alcohoxilo, radical
peroxilo. Otras especies reactivas de especie biol6gica son las que derivan del
nitrogeno (RNS) como el 6xido nitrico, entre otros. Dentro de las especies no
radicales, existen moléculas como el peroxido de hidrogeno y el peroxinitrito.
También son producidos por, contaminantes del aire, radiaciones ionizantes y no

ionizantes, drogas, alcohol, bacterias, virus?®,

2.5. Antioxidantes
Son compuestos capaces de neutralizar la accion oxidante de los radicales libres,

sin perder su estabilidad electroquimica. Los antioxidantes al colisionar con los
radicales libres le cede un electrén, oxidandose a su vez y transformandose en un

radical libre no toxico y en algunos casos como la vitamina E, puede regenerarse
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a su forma primitiva por la accién de otros?’. Se clasifican en endégenos (el
superoxido dismutasa, el glutation peroxidasa y la Catalasa) y exdgenos (las

vitaminas E y C, Betacaroteno o pro- vitamina A, los flavonoides, los licopenos)?.

2.6. Estrés oxidativo
Término relacionado a las células y a la accion de un radical libre que le afecta,

en condiciones normales se da un equilibrio entre la produccién de radicales libres
u otras especies reactivas con los mecanismos antioxidantes (exdgeno y
endogeno), este equilibrio permite que la toxicidad por oxidacion sea menor y con
menos dafo celular, cuando se rompe el equilibrio este se podra asociar con un
déficit en el sistema antioxidante o por la proliferacion descontrolada de los

radicales libres®.

2.7. Germinados
Es un proceso en la cual una semilla se desarrolla hasta convertirse en una nueva

planta. Ocurre cuando el embrion se hincha y la cubierta de la semilla se rompe

dando lugar al crecimiento de la plantula, para ello es necesario condiciones

favorables como la humedad, oxigeno y la temperatura. La germinacion
desencadena serie de procesos enzimaticos que aumentan su digestibilidad y su
valor nutricional?.

2.7.1. Fases de la germinacion

o Fase | — Hidratacion. Se inicia con la entrada de agua en la semilla desde el
medio exterior (imbibicion). Una vez hidratado, comienzan a activarse toda una
serie de procesos metabdlicos que son esenciales para las siguientes etapas.

e Fase Il — Germinacién. Ocurre la sintesis de acidos nucleicos y proteinas.
También se incrementan las actividades enzimaticas. A diferencia de la
anterior, esta fase se caracteriza por un cese en la absorciéon de agua y una
actividad metabdlica més reducida.

e Fase lll — Crecimiento. En esta Ultima fase de la germinacién, paralelamente
al incremento de la actividad metabdlica, se produce el crecimiento y
emergencia de la radicula a través de las cubiertas seminales de energia que
se obtiene mediante la movilizacién de las reservas nutritivas de la semilla?,

2.7.2. Factores externos en el proceso de germinado
e Humedad
La absorcion de agua es el primer paso, y el mas importante, que tiene lugar

durante la germinacion; para que la semilla recupere su metabolismo es
necesaria la rehidratacion de sus tejidos, un exceso de agua dificultaria la

llegada de oxigeno al embrion?®,



e Temperatura
Influye sobre las enzimas que regulan la velocidad de las reacciones

bioquimicas que ocurren en la semilla después de la hidratacién. La actividad
de cada enzima tiene lugar entre un maximo y un minimo de temperatura,
existiendo un Optimo intermedio. Del mismo modo, en el proceso de
germinacion pueden establecerse unos limites similares?.

e Oxigeno
Es necesario como sustrato en las reacciones metabdlicas importantes de la

semilla, especialmente la respiracion. Aunque en los primeros estadios de la
germinacion los procesos, tales como cuando la radicula rompe el tegumento,
las reacciones son de caracter anaerébico, posteriormente la germinacion se
hace totalmente dependiente del oxigeno. Si hay mucha agua la semilla no
germina, al faltarle el oxigeno, y se pudre®.
Importancia alimenticia y biolégica de los germinados
Son una buena fuente de aminoéacidos, carbohidratos, fibra y grasa
poliinsaturada, benéficas para el corazon y los vasos sanguineos. Entre sus
vitaminas sobresalen la vitamina C, B9 o &cido folico, beta- caroteno o
provitamina A, E y K, sus minerales mas notables son: potasio, magnesio, calcio,
hierro y zinc. El germinado de alfalfa también es fuente de enzima, que favorecen
la digestion; flavonoides de accion antioxidante®. El germinado de la lenteja es
rica en flavonoides, destacando su contenido en catequinas y proantocianidinas.
Entre los compuestos presentes, destacan los compuestos fendlicos, con
propiedades antiinflamatorias como los flavonoides anticancerigenas y

antimutagénicas como las flavonas, flavanonas y lignanos®..
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lI.MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacioén
Se realiz6 en los laboratorios de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud

de la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga.

3.2. Definicion de la poblacion y muestra
3.2.1. Poblacién

Semillas de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua”, que
fueron adquiridas y certificadas por el Instituto de Investigacion Agraria — Puno
(INIA = Puno)

- lllpa-INIA

- Cupi

3.2.2. Muestra

Cinco gramos de las semillas de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule

Aellen. “cafihua”. (Anexo 10)

3.3. Metodologia para la recoleccion de datos
3.3.1. Obtencion del germinado

Cinco gramos de semilla de cada cultivar de cafihua 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
y en la base conteniendo un papel filtro Whatman, 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®, la
duracién del periodo de germinaciéon esta basada en la observacion. Se determiné
la longitud del germinado utilizando una regla, registrdndose la longitud en cm.
(Anexo 11). Los brotes cosechados del germinado y las semillas sin germinar,
fueron desecados a 40 °C en una estufa Memmert, luego fueron trituradas
utilizando un mortero de porcelana, las cuales fueron almacenados en frascos

hasta su posterior analisis®3.
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3.3.2. Obtencién del extracto metandlico

Un gramo del germinado y no germinado de las semillas trituradas fueron
extraidos con 50 mL de metanol, utilizando un agitador magnético por 4 horas. Se
centrifuga a 3000 rpm por 25 minutos y el sobrenadante fue recuperado y vertido
en una fiola de 50 mL y llevado a volumen con metanol. Cada uno de los extractos
fue conservado en refrigeracion hasta su posterior uso3.(Anexo 12 y 13)

3.3.3. Determinacion del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue determinado usando el método Folin-Ciocalteu
descrito por Thaipong et al*®, de los extractos diluidos en metanol, se tomaron 150
pL de estas muestras, las cuales fueron colocadas en tubos de ensayo
adicionando 2400 pL de agua y 150 pL de Folin-Ciocalteu (0,25 N); se agito 5 min
en el vortex, luego afiadimos 300 uL de carbonato de sodio y dejamos reposar
2 h 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 EAG/g de muestra). (Anexo 4 y 14).

3.3.4. Determinacion del contenido de flavonoides

El contenido de flavonoides 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 y
0,15 mL de solucion de nitrito de sodio al 5 % en un tubo de ensayo. Después de
5 minutos, se adicion6 0,15 mL de solucion de cloruro de aluminio al 10 %. A los
6 minutos, 2 mL de hidréxido de sodio al 4 % fue adicionado a la mezcla.
Inmediatamente, la solucién fue completada hasta 5 mL con agua destilada y
completamente mezclada. La absorbancia de la mezcla final fue determinada a
510 nm contra un blanco de la reaccién. Se prepar6 una curva de calibracion con
guercetina (0,2; 0,4, 0,6; 0,8y 1,0 mL). El contenido de flavonoides de los extractos
fue expresado como mg equivalentes a quercetina/g de muestra (mg EQ/g de
muestra). (Anexo 5y 15).

3.3.5. Determinacidon del contenido de flavonol

El contenido del flavonol se determind 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 se
agregd 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
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2 h y 30 min. La absorbancia de la mezcla final fue determinada a 440 nm. Se
prepar6é una curva de calibracién con quercetina (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1,0 mL). El
contenido de flavonol de los extractos fue expresado como mg equivalentes a
quercetina/g de muestra (mg EQ/g de muestra). (Anexo 6 y 16).

3.3.6. Determinaciéon de la actividad antioxidante por el método de
secuestramiento del radical libre 2,2 — difenil —=1-picrilhidrazilo (DPPH)
3.3.6.1. Fundamento

El DPPH es uno de los pocos radicales organicos estable, presenta una fuerte
coloracién violeta, es comercialmente disponible y no tiene que ser generado in
situ como el ABTS. El ensayo se fundamenta en la medicién de la capacidad de
un antioxidante para estabilizar el radical DPPH, esta medicién puede hacerse
espectrofotométricamente siguiendo el decaimiento de la absorbancia a 517 nm®’.
DPPH, consiste en que este radical tiene un electron desapareado y es de color
azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido por la reaccién de la presencia

de una sustancia antioxidante32.

O,N
Anti - Oxidante
@ NO, =——= N NO
Herbal extract
O,N

DPPH radical DPPH reducido
(Morado) (Amarillo)

Figura 3. Estructura del DPPH antes y después de la reaccién con el antioxidante3e.

3.3.6.2. Procedimiento

El método DPPH empleado es descrito por Brand et al®, 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. 150 uL de extractos y 2850 L
de ST reaccionan en 30 min en la oscuridad, las absorbancias fueron leidas a 515
nm en un espectrofotdmetro UV — Vis GENESYS 10. La curva estandar tuvo una
concentracion entre (25-800 pM) de trolox. El resultado se expresa en pmol

equivalentes de trolox/g muestra (umol ET/g de muestra). (Anexo 7 y 17).
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La actividad secuestradora del radical libre DPPH sera calculada de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

A - A
% de secuestramiento del DPPH = _DPPH _ "mp x 100

ADPPI—I

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

3.3.7.1. Fundamento

El radical ABTS se genera a partir de su precursor el acido 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6, sulfénico) (ABTS). El radical catidnico obtenido es un
compuesto de color verde azulado estable y con un espectro de absorcion en el
UV-visible. El fundamento de este método consiste en observar la decoloracion

del radical ABTS debido a la interaccion con especies donantes de hidrogeno3°,

I, N l. N
N/ N/
CyHg K;SO, CoHg

s SO3 s SOy
04s s N%< j@/ + Antioxidantes 0,5 s N%< j@/
L= L~
N N
I I

C,Hs CaHs

ABTS? (732 nm)

ABTS" (732 nm) Incoloro

verde azulado

Figura 4. Estructura del ABTS antes y después de la reaccién con el antioxidante4®
3.3.7.2. Procedimiento

Se utilizé el procedimiento descrito por Arnao et al 2, modificado por Thaipong et
al . Para el cual se prepara una solucién patrén (SP) constituida por 40,6 mg de
ABTS y 7 mg de persulfato de potasio, cada uno enrasados en fiolas de 10 mL
con agua destilada, la cual fue mezclada y se dejo reaccionar por 12 horas. La
solucion de trabajo (ST) fue 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 siguiendo la
metodologia de Re et al*®. La muestra (150 pL) serd mezclada con 2900 pL de
solucién de ABTS, dejando reaccionar en la oscuridad por 30 min y se lee la
absorbancia a 734 nm. Se preparé una curva estandar con Trolox (25 — 600 uM).
Los resultados seran expresados como pmol equivalentes de Trolox/g de muestra

(umol ET/g de muestra). (Anexo 8 y 18).
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3.3.8. Determinacion de la actividad antioxidante por el método potencial
antioxidante reductor del hierro (FRAP)

3.3.8.1. Fundamento

Es uno de los métodos mas utilizados describe la habilidad reductiva del ion
férrico. consiste en medir el incremento en la absorbancia a 593 nm (Azul) que se
desarrolla cuando el complejo TPTZ-Fe* se reduce a TPTZ-Fe*? cuanto mas
antioxidante es la sustancia objeto de estudio, mayor es la reducciéon y mayor la

concentracion de (TPTZ-Fe*?) por lo tanto es mas alta la sefial de absorbancia*®44.

Q@ﬁ Q%f@
CMQ CMQ

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

Figura 5. Reaccidn involucrada en el ensayo FRAP44

3.3.8.2. Procedimiento

Se realiz6 segun el procedimiento descrito por Benzie y Strain®, con
modificaciones hechas por Thaipong et al *. La solucién patrén incluye 310 mg de
buffer acetato con 1,6 mL de &cido acético, aforados a 100 mL con agua destilada
aun pH 3,6; 31,2 mg de TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-triazina) disueltos en una solucién
de HCI 40 mM y 51,1 mg de solucién de cloruro férrico aforados a 10 mL con
metanol. La solucién de trabajo (ST) se obtuvo mezclando y calentando a 37 °C,
25 mL de buffer acetato con 2,5 mL de soluciéon de TPTZ y 2,5 mL de la solucién
de FeCls. Se mezcld 150 yL de muestra con 2850 pL de solucion 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 9y 19).

3.4. Anédlisis de datos
La comparacion de dos cultivares en estudio y las semillas sin germinar seran

evaluadas mediante analisis 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 6. Contenido de fenoles totales, expresados como mg EAG/g de muestra
del germinado y no germinado de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule
Aellen “cafihua”. Ayacucho 2019.

500 1,82
8 180
2
® 160
e
o) 1.40
©
D 120
o
W 100
(@)]
E o080
3
< 0.60
2
S 040
>
S 0.20
LL

0.00

lllpa - INIA - g Cupi-g lllpa - INIA Cupi
Tratamientos

p<0,05
Figura 7. Contenido de flavonoides, expresados como mg EQ/g de muestra del

germinado y no germinado de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafiihua”. Ayacucho 2019.
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Figura 8. Contenido de flavonoles, expresados como mg EQ/g de muestra del
germinado y no germinado de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafiihua”. Ayacucho 2019.
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Figura 9. Actividad secuestradora del radical libre DPPH, expresado como pumol
ET/g de muestra del germinado y no germinado de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafiihua”. Ayacucho 2019.
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Figura 10. Actividad secuestradora del cation radical ABTS, expresado como pmol
ET/g de muestra del germinado y no germinado de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafiihua”. Ayacucho 2019.
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Figura 11. Potencial actividad reductora del hierro (FRAP), expresados como pmol

ET/g de muestra del germinado y no germinado de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafiihua”. Ayacucho 2019.
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V. DISCUSION

En la figura 6, Se observa que el germinado de los cultivares llipa-INIA y Cupi
presentaron valores de (2,54 = 0,039 y 2,12 + 0,063 mg EAG/g de muestra
respectivamente), mientras que, las semillas sin germinar presentaron valores de
1,32 £ 0,044 mg EAG/g de muestra para lllpa— INIA 'y 1,12 + 0,046 mg EAG/g de
muestra para Cupi respectivamente. El incremento de fenoles totales por efecto
de la germinacion fue aproximadamente de un 90 % en ambos cultivares. Se
realizd el analisis de varianza hallandose diferencias altamente significativas
(p<0,05), seguido de la prueba de comparaciones multiples de Scheffé (Anexo
26), observandose que el germinado de la semilla de la variedad llipa—INIA tuvo
el mayor contenido de fenoles totales y la semilla sin germinar de la variedad Cupi
presentd el menor contenido. Cruz*’, reporté el contenido de fenoles totales de 2
variedades,16 accesiones y 10 especies silvestres de Chenopodium pallidicaule
Aellen, en Bolivia, de las 28 muestras analizadas, la accesion Challapata (DK1)
tuvo el mayor contenido de fenoles totales con un valor de 1,06 mg EAG/g de
muestra y el menor contenido la accesién Challapata 2 (DK2) con un valor de 0,24
mg EAG/g muestra, estos valores son menores a lo que se reporta en este trabajo,
ademas, son especies diferentes a las estudiadas, solamente las estudiaron como
semillas. En la obtencién del extracto se utilizaron como solvente al metanol y
cada muestra fue comparada con una curva estandar de acido galico, igual que el
presente estudio. Abderrian et al*®, reportaron el contenido de fenoles totales de
la semilla de Chenopodium palliducaule Aellen sin germinar y germinado de la
variedad Cupi, siendo 2,5 mg EAG/g de muestra y de 4,8 mg EAG/g de muestra
respectivamente. Se observd que el incremento de fenoles totales fue
aproximadamente el doble. Sus valores fueron superiores al reportado en nuestra
investigacion, debido a que ellos realizaron dos extracciones sucesivas: primero
con metanol acidificado y agua (1:1), seguido de acetona: agua (7:3), reuniendo

los extractos, al cual llamaron fraccion extraible de compuestos fendlicos, luego,
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con el residuo realizaron una hidrélisis con metanol: H.SO4 (9:1) y el extracto
obtenido fue llamado fraccion no extraible. Finalmente determinaron en ambas
fracciones el contenido de compuestos fendlicos. Pero, demuestran que el
germinado produce un incremento en el contenido de fenoles totales, de la misma
forma que en nuestra investigacion. Luna*, trabajé con semillas de dos
accesiones de cafihua sin precisar el cultivar, determinando el contenido de
fenoles totales, en semillas sin germinar y germinado a las 72 horas, reportando
en la accesién PIK 0304013 en semilla sin germinar 0,70 mg EAG/ g de muestra
y en el germinado 0,78 mg EAG/g de muestra; mientras que la accesion PIK
030133 en semilla sin germinar 0,6325 mg EAG/ g de muestra y en el germinado
0,953 mg EAG/g de muestra. Ambas accesiones tienen diferencias en su
contenido de fenoles totales, tanto en semillas germinadas y sin germinar. En
consecuencia, se confirma la influencia del tipo de accesion y la germinacion en
el contenido de fenoles totales. Repo de Carrasco y Encina®, estudiaron 11
variedades de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”, reportando el contenido
de fenoles totales en el rango de 0,67 + 0,70 hasta 0,85 = 0,47 mg EAG/g de
muestra, entre las cuales se encuentra las variedades lllpa-INIA y Cupi sin
germinar, reportando para lllpa-INIA un valor de 0,77 £ 0,87 mg EAG/g de muestra
y Cupi un valor de 0,81 = 0,90 mg EAG/g, estos valores son menores a los
reportados en el presente trabajo, a pesar de que ellos tomaron 5 g de muestra 'y
lo diluyen en 20 mL de metanol. Posiblemente se extrajeron menos compuestos
fendlicos, debido a la saturacion del solvente de extraccion.

En la figura 7, Se observa que el germinado de los cultivares llipa-INIA y Cupi
presentaron valores de 1,82 + 0,096 y 1,36 = 0,23 mg EQ/g de muestra
respectivamente, mientras que, las semillas sin germinar presentaron valores de
1,86 + 0,135 mg EQ/g de muestra para lllpa—INIA y 1,45 + 0,17 mg EQ/g de
muestra para Cupi respectivamente. El contenido de flavonoides de las semillas
germinadas disminuye ligeramente con respecto a las semillas sin germinar, por
lo cual decimos que no hay influencia de la germinacién en el contenido de
flavonoides. Se realiz6 el analisis de varianza hallandose diferencias altamente
significativas (p<0,05) seguido de la prueba de comparaciones mudultiples de
Scheffé (Anexo 27), observandose que existen diferencias entre el germinado y
no germinado de ambos cultivares. La variedad lllpa-INIA sin germinar tuvo el
mayor contenido de flavonoides y la semilla germinada de la variedad Cupi

presentd el menor contenido. Pefarrieta et al'®, estudiaron 10 muestras de
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Chenopodium pallidicaule “cafiihua” en Bolivia, determinando el contenido de
flavonoides un rango de 0,63—-3,08 mg EC/g de muestra, este valor es ligeramente
mayor a los resultados de este estudio, probablemente porque ellos utilizan como
muestra las hojas, tallos, semillas y en la obtencion del extracto realizaron una
doble extraccién, primero con el tampén acetato de sodio y luego con la acetona.
La absorbancia final de cada muestra lo compararon con la estandar catequina,
mientras que en esta investigacion se hiso con la quercetina. Asimismo, Repo de
Carrasco et al®®, reportaron el contenido de flavonoides de la semilla de
Chenopodium pallidicaule Aellen de 4 ecotipos estudiados, el ecotipo kello fue la
que mostro mayor contenido de flavonoides 1,44 + 2,5 mg EQ/g de muestra, lo
cual es similar a los resultados reportados en la presente investigacion, a pesar
de que ellos trabajan con un método distinto y la cuantificacion lo realizaron por
HPLC. Cruz?*, publicé que entre las 2 variedades, las 16 accesiones y 10 especies
silvestres de Chenopodium pallidicaule Aellen, report6 valores en un rango de 0,83
y 0,09 mg EC/g de muestra, los cuales son menores a los resultados del presente
estudio, la metodologia utilizada para la obtencion del extracto es igual para
ambas investigaciones, pero podria haber influido la variedad, la zona climatica,
ya que las muestras analizadas son procedentes de Bolivia. Abderrian et al®,
reportaron el contenido de flavonoides de la semilla de Chenopodium pallidicaule
Aellen sin germinar y germinado de la variedad cupi, siendo 2,2 mg EQ/g de
muestra y de 2,25 mg EQ/g de muestra respectivamente. Se observa que estos
valores son similares, por lo tanto, decimos que no hubo influencia del geminado
en el contenido de flavonoides igual a la presente investigacion. Sin embargo, los
valores que ellos obtienen son mayores, debido a que ellos realizan una extraccion
acida metandlica y una extraccién acetonica.

En la figura 8, se muestra el contenido de flavonoles presentes en semillas de dos
cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua”, germinadas y no
germinadas. Se observa que el germinado de los cultivares llpa -INIA y Cupi
presentaron valores de 0,29 + 0,009 y 0,21 + 0,011 mg EQ/g respectivamente,
mientras que, las semillas sin germinar presentaron valores de 0,18 + 0,018 mg
EQ/g muestra para lllpa — INIA y 0,19 = 0,005 mg EQ/g muestra para Cupi
respectivamente. El incremento de los flavonoles en el cultivar llipa-INIA fue
aproximadamente de un 60 % y en el cultivar Cupi fue de 11 % aproximadamente,
con lo cual decimos que hay influencia del germinado en el contenido de

flavonoles. Se realizé el andlisis de varianza hallandose diferencias altamente
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significativas (p<0,05), seguido de la prueba de comparaciones mudultiples de
Scheffé (Anexo 28), observandose que el germinado de la semilla de la variedad
lllpa—INIA tuvo el mayor contenido de flavonoles y la semilla sin germinar de la
variedad lllpa-INIA presenté el menor contenido. Rastrelli et al®!, reporta un valor
de 1,33g/Kg en semillas sin germinar.

En la figura 9, se observa que el germinado de los cultivares llipa -INIA y Cupi
presentaron valores de 36,35 + 0,03 y 35,32 + 0,71 umol ET/g de muestra,
mientras que, las semillas sin germinar presentaron valores de 30,63 + 1,68 pmol
ET/g muestra para lllpa—INIA y 25,37 + 1,67 umol ET/g muestra para Cupi
respectivamente. El incremento de la actividad antioxidante en las semillas
germinadas fue aproximadamente de un 18 % para el cultivar lllpa-INIA y un 38 %
para el cultivar Cupi. Se realizé el analisis de varianza hallandose diferencias
altamente significativas (p<0,05), seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Scheffé (Anexo 29), observandose que el germinado de la semilla de
la variedad Illlpa—INIA tuvo mayor actividad antioxidante y la semilla sin germinar
de la variedad Cupi menor actividad. Cruz*’, estudio la determinacién de la
actividad antioxidante con 2 variedades, 16 accesiones y 10 especies silvestres
de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”, encontrando que la accesion
challapata (DK1) presento mayor actividad antioxidante 45,38 umol ET/g de
muestra y el valor minimo correspondié a la especie silvestre (C-OR) con 0,95
pmol ET/g de muestra. Se observa que el valor maximo es ligeramente superior a
los resultados de la presente investigacion, pese a que se usO la misma
metodologia en la obtencidén del extracto y en la determinacioén de la actividad
antioxidante. En la diferencia con nuestros resultados pudo haber influido las
especies ya que son distintas a las estudiadas y la procedencia es de Bolivia.
Repo de Carrasco y Encina®, estudiaron 11 variedades de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafiihua”, determinando la actividad antioxidante en un rango
de 0,367 £ 1,54 hasta 6,036 + 20,25 umol ET/g de muestra, entre las cuales se
encuentra las variedades llipa-INIA y Cupi sin germinar, reportando para lllpa-INIA
un valor de 5,68 + 56,75 pmol ET/g de muestra y Cupi un valor de 4,66 + 33,54
pmol ET/g de muestra, estos valores son menores a los reportados en el presente
trabajo. Para la obtencién del extracto ellos tomaron 5 g de muestra y lo diluyen
en 25 mL de metanol, lo cual pudo haber ocasionado una saturacion del solvente.
Utilizaron la misma metodologia para la determinacion de la actividad antioxidante

con una ligera diferencia que el DPPH que diluyeron se ajusté a una absorbancia
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de 1,1 £ 0,02. Repo de Carrasco et al®?, determinaron la Capacidad Antioxidante
por el método DPPH de dos variedades de Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafiihua”, Cupi y Ramis no germinado cuyos valores fueron 16,8 £ 550y 16,2 +
5,33 ymol ET/g de muestra respectivamente, estos valores comparados con el
cultivar cupi no germinado son menores. La obtencién del extracto se realiza con
metanol, pero no especifica la relacién de cantidades; en cuanto a las muestras
fueron obtenidas del mismo departamento para cada investigacion.

En la figura 10, se muestra la capacidad antioxidante por el método ABTS, en
semillas de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”,
germinadas y no germinadas. Se observa que el germinado de los cultivares
lllpa -INIA y Cupi presentaron valores de 21,36 + 0,279y 19,78 + 1,206 umol ET/g
muestra respectivamente, mientras que, las semillas sin germinar presentaron
valores de 7,27 £ 0,475 umol ET/g muestra para lllpa — INIA y 6,33 + 0,790 pmol
ET/g muestra para Cupi respectivamente. Se realizé el andlisis de varianza
hallandose diferencias altamente significativas (p<0,05), seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Scheffé (Anexo 30), observdndose que el germinado
de la semilla de la variedad lllpa— INIA tuvo mayor capacidad antioxidante y la
semilla sin germinar de la variedad Cupi menor actividad. Pefarrieta et al®,
reportaron la actividad antioxidante de 10 muestras de Chenopodium pallidicaule
Aellen “cafiihua” en Bolivia, cuyos valores estan en un rango de 1,8 — 7,8 umol
ET/g de muestra, estos valores son similares a lo que se reporta en esta
investigacion, a pesar que la extraccion lo realizaron con el tampon de acetato de
sodio y luego con la acetona; para la actividad antioxidante se usa la misma
metodologia en ambos estudios. Cruz*’, estudio la actividad antioxidante de 2
variedades, 16 accesiones y 10 especies silvestres de Chenopodium pallidicaule
Aellen, la accesion Challapata (DK1) presenta mayor capacidad antioxidante con
un valor de 9,28 umol/g de muestra, lo cual es mayor a lo que se obtuvo en las
semillas sin germinar, este resultado podria ser por las diferentes muestras
analizadas en cada estudio y la procedencia, ya que se utiliza la misma
metodologia para determinar esta actividad. Abderrahim et al*®, reportaron la
actividad antioxidante de la semilla de Chenopodium pallidicaule Aellen,
germinado y sin germinar de la variedad Cupi, siendo 100 y 73 umol ET/g de
muestra respectivamente, valores superiores a esta investigacion, sin embargo,
se observa que el germinado produce un incremento en la actividad antioxidante,

similar a nuestra investigacion.
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En la figura 11, se muestra la capacidad antioxidante por el método FRAP, en
semillas de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”,
germinadas y no germinadas. Se observa que el germinado de los cultivares llipa
-INIA y Cupi presentaron valores de 19,27 + 0,41 y 16,96 + 0,57 umol ET/g
muestra, mientras que, las semillas sin germinar presentaron valores de 7,50 *
0,77 yumol ET/g muestra para lllpa—INIA y 6,98 = 0,86 umol ET/g muestra para
Cupi respectivamente. El incremento de la capacidad antioxidante fue
aproximadamente de un 60 % en ambos cultivares por efecto de la germinacion.
Se realiz6 el andlisis de varianza hallandose diferencias altamente significativas
(p<0,05), seguido de la prueba de comparaciones multiples de Scheffé (Anexo
31), observandose que el germinado de la semilla de la variedad lllpa—INIA tuvo
mayor capacidad antioxidante y la semilla sin germinar de la variedad Cupi
presentd el menor contenido. Pefarrieta et al'®, estudiaron la actividad
antioxidante de 10 muestras de cafiihua en Bolivia, reportando un rango de 2,7—
18,1 umol ET/g de muestra. Este valor es mayor a los reportados en esta
investigacion debido a que realizaron una doble extracciéon para la obtencion del
extracto. En cuanto a la actividad antioxidante siguieron la misma metodologia que
en el presente estudio. Segun Cruz*’, publicé la actividad antioxidante en 2
variedades,16 accesiones y 10 especies silvestres de Chenopodium pallidicaule
Aellen, en Bolivia, encontré valores en un rango de 0,81-8,96 umol TE/g de
muestra, los cuales son similares a los resultados que se obtuvo en el presente

trabajo de investigacion, a pesar que las especies estudiadas son distintas.
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VI. CONCLUSIONES

1. El germinado de las semillas de Chenopodium pallidicaule Aellen “canihua” de
los cultivares llipa-INIA y Cupi presentan capacidad antioxidante.

2. El germinado de las semillas de cafiihua, cultivares lllpa-INIA y Cupi presenta
contenido de fenoles totales de 2,54 y 2,12 mg EAG/g de muestra; flavonoides
de 1,82 y 1,36 mg EQ/g de muestra; flavonoles de 0,29 y 0,21 mg EQ/g de
muestra respectivamente. Las semillas sin germinar de los cultivares Illpa-INIA
y Cupi presenta fenoles totales de 1,32 y 1,12 mg EAG/g de muestra;
flavonoides 1,86 y 1,45 mg EQ/g de muestra; flavonoles 0,18 y 0,19 mg EQ/g
de muestra respectivamente.

3. El germinado de las semillas de cafiihua, cultivares llipa-INIA y Cupi presenta
capacidad antioxidante, por el método DPPH 36,35 y 35,22 umol ET/g de
muestra; por el método FRAP 21,36 y 19,78 umol ET/g de muestra; por el
método ABTS 19,27 y 16,96 umol ET/g de muestra respectivamente. En
semillas no germinadas por el método DPPH 30,63 y 25,37 umol ET/g de
muestra; por el método ABTS 7,27 y 6,33 umol ET/g de muestra; por el método
FRAP 7,50y 6,98 umol ET/g de muestra respectivamente.

4. El germinado de las semillas de cafiihua tiene mayor contenido de fenoles
totales, flavonoles y capacidad antioxidante en relacion a las semillas sin

germinar.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar el ensayo de actividad antioxidante con el germinado de otras
variedades de la semilla de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua”, para
identificar cual de ellas tiene mejor actividad antioxidante.

Se recomienda el consumo de granos de caifihua, porque su calidad
nutricional es completa y se complementa con su calidad de alimento
funcional antioxidante; a la vez que compite su valor con frutas de mayores

dimensiones.
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Anexo 1. Certificado de identificacién botanica de Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafiihua”. Ayacucho 2019.

CONSTANCIA

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

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Yulisa Carla, CENTENO
JANAMPA, 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

ESRECIE : Chenopodium pallidicaule Aellen.
N.V. ; ‘canihua”

- Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada

para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 1 de Octubre del 2018

A

LAURA AUCASIME MEDINA
BiOLOGA
Reg. C.B.P. N° 583 CR. - XIII
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Anexo 2. Certificado oficial de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua” cultivar

lllpa-INIA. Ayacucho 2019

Direccion
de Gestion de la
tnnovasion Agrana

i del Bren Servicio af Ciistaideins”

LABORATORIO OFICIAL DE ANALISIS DE CALIDAD DE SEMILLAS

Av. La Molina N°1881, Lima 12 - Perd, Telefax: {511) 349-2600 Ansxo: 258 hilp/wwwinia.gobpe

CERTIFICADO OFICIAL DE ANALISIS DE LOTE DE SEMILLAS
N° 0387 -2017-INIA-DGIA-SDRIA-ARES

informacion Declarada por el Solicitante

Nombra: EEA ILLPA - INIA Puno

Direacién: Rinconada Salcedo s/n. Dist. Puno, Prov. Puno - Dpto, Pune.

RUC: 20448637663

Informacion del Lote

Especie : Chenopodium pallidicaule Cultvar: llipa INIA ) Clase / Categoria: No Certificada
N® Envases: 68 Peso del Lote (k) 3,450.0 / Chdigo del Lote: NC-ILL1-007-186

{Datos del Muestreo

Muestreador  Ing. José Limache Jarecca Fecha delmuestren: 13/09/2017

Resultados de los Analisis N*® de Solicitud de Anélisis: N° 0737-2017
‘Peso recibido {gramas): Fecha de recepaion de la muestra: Fecha oe l&rmino dei analisis:
259.00 19/09/2017 2210912017
ANALISIS DE PUREZA PRUEBA DE GERMINACION
% an peso % &n numaro CONTENIDO
. DE HUMEDAD
Mimero de Plantul Semil Plént Semilk )
L 5 dias antudas i emilas iantuias amilias
Semilla pura | Matefia inerte Otras semifas nofiales Semifias duras Fadins anaraks Gatas
99.7% 0.3% 0.06% 3 98% 0% 0% 0% 2% 11.02%
Clase de materia inerte:
Tegumentos de semillas.
_ |Otras semilias; -
OtrasDeterminaciones: -
Observaciones:
Siembra sobre papel y puesta de ensayo ai ciclo 25°C constante. I'\
Lugary Fecha:
La Molina, 25 de setiembre 2017.
F«rna‘ﬁ's'eue

Av. La Molina 1981
Wk I B0, Lz Mofina. Lima 12. Perd

i
“Semnilla: Insumo primordial para |2 Seguridad Alimentaria® o 1 15 (511) 349-2600 snexo 205
i £: dgia@inia.gob.pe
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Anexo 3. Certificado oficial de Chenopodium pallidicaule Aellen. “canihua”
cultivar Cupi. Ayacucho 2019.

Direccion
de Gestion de la
Innovacion Agraria

Wi ded Buvw Servieio ol Cinludina™

LABORATORIO OFICIAL DE ANALISIS DE CALIDAD DE SEMILLAS

Av. La Molina N° 1881, Limz 12 - Perd, Telefax; (511} 349-2600 Anexo: 282 hilpdwaww.inia.gob.pe

CERTIFICADO OFICIAL DE ANALISIS DE LOTE DE SEMILLAS
N° 0388 -2017-INIA-DGIA-SDRIA-ARES

informacion Declarada por el Solicitante

EEAILLPA - INIA Puno

Direccion: Rinconada Sajcedo sin. Dist. Puno, Prov. Puno - Dpto, Puno.
RUC: 20448637663

Informacién del Lote

Especie - Chenopodium pallidicaule Cultivar: Cupi Clase / Categoria: No Certificada

N°Envases: 69 ) Peso del Lot (k) 3,439.0 V‘ Cédigo del Lote: NC-1LL 1-006-16

ffDatos del Muestreo

iMuestreador  Ing. José Limache Jarecca Fecha del muestreo: 13709/2017

Resultados de los Analisis N°® de Solicitud de Analisis: N° 0735-2017

Tegumentos de semillas, paja.

i Otras semillas:

Otras Determinaciones: -

Peso recibido {gramos): Fecha de recepcion ds la muestra: Fecha de lérmino del andlisis:
302.00 19/09/2017 2210912017
ANALISIS DE PUREZA PRUEBA DE GERMINACION
*: 81 DS % &n nimern CONTENIBO
hatese Plantul Semilk Plantul Semil o H?Q)EDAD
. . dias antulas ; _ emillas nlulas omillas
Semila pura |Maleria inerie QOtras semillas formales Semillas duras tragcay anomales musdas
99.9% 0.1% 0.0% 3 95% 1 0% 0% 2% 3% 11.02%
Clase de materia inerte.

Observaciones:

a, El lote muestreado esta conformado por sesenta y ocho (68 ) envases de 50 kg y 1 (un) envase de 38 kg.
b. Siembra sobre papel y puesta de ensayo al ciclo 25°C constante.

Lugar y Fecha:

La Malina, 25 de setiembre 2017.

o S e b b

UCA MATEC

Firma y Selio

! Av. L Mofina 1981

+ La Malina, Li

“Semiffa: insumo primordial para la Seguridad Allmentaria” 7 L1511 34.9'
{ L. dgla@inia

43

ma 12. Per

2600 anexo 205
.gob.pe



Anexo 4. Flujograma para la cuantificacion de fenoles totales del germinado y no
germinado de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”.
Ayacucho 2019.

Fenoles Totales

Método de Folin-Ciocalteu

Curva de
calibracion

[

Pesar 50 mg
de Ac. Gélico

- 3
Tlpa INIA

con MeOH

[ Aforar a 25 mL ) 0;0,5;0,1; 0,15;

Aforar a 10 mL
con MeOH

Tomar alicuotas de

0,2; 0,25y 0,3 mL

Preparacion de
muestras

Tomar 150 pL de
muestra, luego
adicionamos 2400 pL
De Hzo

Leera 725 nm

Agregar 150 uL de
Folin-Ciocalteu a 0,25N
y 300 pL de carbonato
de sodio 1N

Incubar a T(A) en la
oscuridad por 2 h
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Anexo 5. Flujograma para la cuantificacién de flavonoides del germinado y no
germinado de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”.

Ayacucho 2019.

Flavonoides

Curvade

calibracion
\ )

4 N
Pesar 50 mg
de Quercetina

\ S

) I
Aforar a 50 mL ]

con MeOH

Tomar 10 mL en una fiola de

50 mL y enrasar con H20O)

|

Tomar alicuotas de
0,2;0,4;0,6;0,8y 1,0 mL

]

Segquir con el
tratamiento
de la muestra

Preparacion
de muestras

Tomar 500 pL
de muestra

Completar con
HzO(d) almL

Agregar 150 pL de
Nitrito de sodio 5 %

Agitar con vortex y
dejar reaccionar por
5 min.

\

7

\.

|
N

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

Agregar 2 mL de

hidroxido de sodio al 4 %
)

Completar a 5 mL con
H20()
Agitar y dejar reaccionar
por 15 min. a T(A)

45

Medir absorbancias a
510 nm




Anexo 6. Flujograma para la cuantificacion de
germinado de dos cultivares de Chenopodium
Ayacucho 2019.

Flavonol

flavonol del germinado y no
pallidicaule Aellen “cafihua”.

Curva de
calibracion

\

Pesar 50 mg

de Quercetina
J

[

\

Aforar a 50 mL
con MeOH

Tomar 10 mL en una fiola de
50 mL y enrasar con H2O(q

[

Tomar alicuotas de

0,2;0,4;0,6;0,8y 1,0 mL

J

Sequir con el
tratamiento

de la muestra

46

Preparacion
de muestras

Tomar 500 pL
de muestra

\

Completar con
HzO(d) almL

\

J

Agregar 2 mL de

Cloruro de aluminio

(20 g/1L)

Agitar

Adicionar 6 mL acetato de

sodio (50 g/1L)

Incubar a T(A) por2hy

30 min.

Medir absorbancias a

440 nm




Anexo 7. Flujograma para la determinacién de la actividad secuestradora del
radical libre DPPH de las semillas germinadas y sin germinar de dos cultivares
de Chenopodium pallidicaule Aellen. Ayacucho 20109.

DPPH ]

4 A
Solucion Solucioén Curvade Preparacion
patrén (SP) trabajo (ST) calibracion de la muestra
. J |
1
e N @ 4 )
Pesar 24 mg Tomar 10 mL de Pesar 12,5 Tomar 150
de DPPH SP y adicionar mg de Trolox uL de
\ )| 45 mL de MeOH S extracto
. J
| |
4 A _

Aforar a 100 Medir Aforar a 50 Adicionar
mL con absorbancias a mL con MeOH 2850 uL de
MeOH 515 nm ST

J .
| |
) .
Almacenar en Ajustar Tomar alicuotas de Incubar por
refrigeracion absorbancia 0,1,2,4,6y8mL 30 min. en
y hasta 0,7 £ 0,02 oscuridad
con metanol
N
Aforar a 10 mL Medir
con MeOH absorbancia
| S/ a 515 nm
N
Agitar por 5
min.
J
I
Segquir con el

47

procedimiento
de la muestra




Anexo 8. Flujograma para la determinacién de la actividad secuestradora del
cation radical ABTS de las semillas germinadas y sin germinar de dos cultivares
de Chenopodium pallidicaule Aellen. Ayacucho 2019.

[ ABTS ]

Solucion L, ) .,
patrén (SP) Solucién Curva de Preparacién
trabajo (ST) calibracion de la
muestra
. J
[ ] | |
)
Solucion 1 Solucién 2 Mezclar 1 Pesar 12,5 Tomar 150
(S1) (S2) mL de SP mg de ul de
J con 60 mL Trolox muestra
de MeOH
Pesar 7 m
Perizr;;) ° de ’ Af 50
orar a ici
ABTS persulfato Leer a 734 N Adicionar
: mL con 2900 uL de
de potasio nmy MeOH
ajustar ST (ABTS)
hasta abs
0,7£0,02 Tomar Reaccionar
Aforar en 10 Aforar en 10 . ,
alicuotas de por 30 min.
mL con H20 mL con H20 A
destilad destilada 00,5 1;2; en la
estilada 3y4mL oscuridad
( .
Aforar a 10 Medir
mL con absorbancia
MeOH a 734 nm
Mezclar S1y S2 1
i A
y dejar reposar Agitar por 5
12 h (SP) min.
J
|
Sequir con el
procedimiento
de la muestra
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Anexo 9. Flujograma para la determinacion de la actividad reductora del hierro
FRAP de las semillas germinadas y sin germinar de dos cultivares de
Chenopodium pallidicaule Aellen. Ayacucho 2019.

[ FRAP
-
Solucién de (" L
trabajo (ST) Curva de Preparacion
calibracion dela
\ muestra
\_
| I
— N
Buffer 2, 4, 6 tripridyll- Cloruro férrico Pesar 12,5 Tomar
acetato s-triazine(S2) hexahidratado mg de 150 pL de
(S1) (S3) trolox extracto
| J
310 mg ( ) —
acetato de 31,2 mg ’ mL con 2850 ul d
sodio+1,6 ’ de cloruro MeOH h- e
Ld ' de TPTZ férrico € ST
rtl » e aforados aforados
acido con
I~ i en 10 mL Tomar Incubar
acético solucion de MeOH )
forad HCl 40 alicuotas de por 30
atorados a mM 0;0,5;1; 2; min. enla
100 mL de 4:6Y8mL oscuridad
agua N—r—" ;I_)
destilada e .
medir pH Aforar a 10 Medir
P mL con absorbancia
3,6 MeOH L a 593 nm

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

7

\

Agitar por 5 min ]

Segquir con el
procedimiento
de la muestra.

r
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Anexo 10. Fotografias de semillas de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule
Aellen “canihua”. Ayacucho 2019.

Anexo 11. Fotografias del germinado y la altura alcanzada durante la germinacion
de las semillas Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua. Ayacucho 20109.
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Anexo 12. Fotografias del procedimiento para la obtencién del extracto metandlico
del germinado y no germinado de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule
Aellen “cafihua”. Ayacucho 2019.

germinar en estufa a 40 °C.

[ Secado de semillas germinadas y sin ]

.\\—‘
Se tomo6 1 g de muestra y se agreg6 50 Se agitdé por 4 h y se llevo a
mL de metanol. centrifuga por 30 min a 300 rpm.

El sobrenadante se vacié a una
fiola de 50 mL y se enraso con
metanol.
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Anexo 13. Fotografias del extracto metandlico del germinado y no germinar de las
semillas de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua”. Ayacucho 2019.

A A PN N
/ iy CLD

T/jpa INIA Cum Tllpa INIA Cuen

Germinados Sin germinar

Anexo 14. Fotografias del estandar y las muestras de dos cultivares, germinados
y sin germinar en la cuantificacién de fenoles totales de Chenopodium pallidicaule
Aellen “canihua”. Ayacucho 2019.

4
‘ ’l

T Pl 1 T
!

Resultados del estandar después de Resultados de las muestras.
agregar los reactivos M1y M2 (Germinados)
correspondientes M3 y M4(no germinados)
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Anexo 15. Fotografias del estandar y las muestras de dos cultivares, germinados
y sin germinar en la cuantificacion de flavonoides de Chenopodium pallidicaule
Aellen “cafihua”. Ayacucho 2019.

Resultados del estandar Resultados de las muestras.
después de agregar los M1y M2 (Germinados)
reactivos correspondientes M3y M4 (no germinados)

Anexo 16. Fotografias del estandar y las muestras de dos cultivares, germinados
y sin germinar en la cuantificacion de flavonoles de Chenopodium pallidicaule
Aellen “canihua”. Ayacucho 2019.

Resultados del estandar Resultados de las muestras.
después de agregar los M1y M2 (Germinados)
reactivos correspondientes M3y M4 (No germinados)
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Anexo 17. Fotografias del estandar y las muestras de dos cultivares, germinados
y sin germinar en la determinacién de la actividad secuestradora del radical libre
DPPH de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”. Ayacucho 2019.

Estandar

Resultados de las muestras.
M1y M2 (Germinados)
M3y M4 (No germinados)

Después de reposar 30 minutos en
la oscuridad se procedio a medir
las absorbancias a 515 nm.
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Anexo 18. Fotografias del estandar y las muestras de dos cultivares, germinados
y sin germinar en la determinacion de la actividad secuestradora del cation radical
ABTS de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua”. Ayacucho 2019.

Preparacién de la mezcla de
reaccion de estandar y la
muestra.

Después de reposar 2 h en la
oscuridad se procedié a medir
las absorbancias a 734 nm.

Resultados de las muestras.
M1y M2 (Germinados)
M3y M4 (No germinados)
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Anexo 19. Resultados del estandar y las muestras de dos cultivares, germinados
y sin germinar en la determinacién de la actividad reductora del hierro FRAP de
Chenopodium pallidicaule Aellen “canihua”. Ayacucho 2019.

Preparacién de la mezcla de reaccién
de estandar y la muestra.

Después de reposar 30
minutos en la oscuridad
se procedié a medir las
absorbancias a 593 nm.

Resultados de las muestras.
M1y M2 (Germinados)
M3y M4 (No germinados)
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Anexo 20. Curva de calibracion del 4cido galico (estandar) para fenoles totales
Ayacucho 2019.

0.600
0.500 y = 0,0082x + 0,0048
A R? = 0,9919
<. 0.400
©
E
£ 0.300
2
?
2 0.200
<
0.100
0.000
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00
Acido galico (pug/mL)

Anexo 21. Curva de calibracion de la quercetina (estandar) para flavonoides.
Ayacucho 2019.

0.200
0.180
0.160

E 0.140

o 0.120

o

5 0.100

§ 0.080

2 0.060

<
0.040
0.020
0.000

y =0,0032x + 0,0516
R*=0,993

0 10 20 30 40 50
Quercetina (pug/mL)

57



Anexo 22. Curva de calibracion de la quercetina (estandar) para flavonoles.
Ayacucho 2019.

1.400
1.200
y = 0,0557x - 0,0205

€ 1.000 R?=0,9961
R
©
- 0.800
C
©
2 0.600
o
8 0.400
20

0.200

0.000

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00
Quercetina (pg/mL)

Anexo 23. Curva de calibracién con el trolox para determinar el porcentaje de
secuestramiento del radical DPPH. Ayacucho 2019.

120.00

100.00 y=0,1191x + 7,8313
R*=0,9935

80.00

60.00

40.00

20.00

Porcentaje de secuestramiento
del DPPH (%)

0.00 ¢
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00

Concentracién (umol ET)
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Anexo 24. Curva de calibracién con el trolox para determinar el porcentaje de
secuestramiento del catién radical ABTS. Ayacucho 2019.

60.00

50.00 y =0,1418x - 0,4256
R2 =0,9968

40.00
30.00
20.00

10.00

Porcentaje de secuestramiento
del ABTS (%)

0.00

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

-10.00 Concentracion (umol ET)

Anexo 25. Curva de calibracion con el trolox para determinar la actividad reductora
del hierro (FRAP). Ayacucho 20109.

1.80

1.60 y = 0.0019x + 0.058
R2=0.9921 (]
1.40

1.20

=
o
=}

0.80
0.60
0.40

0.20

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

Concentracién (umol ET)

Porcentaje de reduccion del hierro
FRAP (%)
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Anexo 26. Analisis de varianza factorial y la prueba complementaria de Scheffé
para fenoles totales del germinado y no germinado de dos cultivares de
Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua”. Ayacucho 2019.

ANOVA de un factor

Fenoles totales (mg/g de muestra)

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 8,074 3 2,691 265,122 ,000
Intra-grupos ,203 20 ,010
Total 8,277 23

Fenoles totales (mg/g de muestra)

Scheffé2

Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4

Cupi 1,1150

6
lllpa-INIA 6 1,3200

6

6

Cupi-g 2,1183
lllpa-INIA-g 2,5400

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 armonica = 6,000.
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Anexo 27. Analisis de varianza factorial y la prueba complementaria de Scheffé
para flavonoides del germinado y no germinado de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafiihua”. Ayacucho 2019.

ANOVA de un factor

Flavonoides (mg/g de muestra)
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 1,173 3 ,391 13,958 ,000
Intra-grupos ,560 20 ,028
Total 1,734 23

Flavonoides (mg/g de muestra)

Scheffé2
Tratamientos Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

Cupi-g 6 1,3617

Cupi 6 1,4467

lllpa-INIA-g 6 1,8250
llipa-INIA 6 1,8583
Sig. ,855 ,989

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamarfio muestral de la media arménica = 6,000.
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Anexo 28. Analisis de varianza factorial y la prueba complementaria de Scheffé
para flavonol del germinado y no germinado de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafihua”. Ayacucho 2019.

ANOVA de un factor
Flavonoles{mal/g de muestra)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Inter-grupos 047 3 016 99 635 000
Intra-grupos 003 20 ,oon
Total 0a0 23
Flavonoles{mg/g de muestra)
Scheffa?
Subconjunto para alfa=0.05
Tratamientos M L 2 3
ILLPA - [MIA ] 1780
CUPI ] J917 917
CUPI-qg ] 2117
ILLPA - IMIA- g ] ,25900
Sig. 183 083 1,000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogeéneos,
a. Usa eltamafio muestral de la media armdnica=

6,000.
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Anexo 29. Andlisis de varianza factorial y la prueba complementaria de Scheffé de
la actividad antioxidante por el método DPPH del germinado y no germinado de
dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”. Ayacucho 2019.

ANOVA de un factor

Actividad antioxidante DPPH (umol ET/g de muestra)

Suma de gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 224,883 3 74,961 49,163 ,000
Intra-grupos 12,198 8 1,525
Total 237,081 11
Actividad antioxidante DPPH (umol ET/g de muestra)
Schefféa
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
Cupi 3 25,3767
llipa-INIA 3 30,6333
Cupi-g 3 35,2167
llipa-INIA-g 3 36,3500
Sig. 1,000 1,000 743

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 30. Andlisis de varianza factorial y la prueba complementaria de Scheffé de
la actividad antioxidante por el método ABTS del germinado y no germinado de
dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen “canihua”. Ayacucho 2019.

ANOVA de un factor

Capacidad antioxidante ABTS (umol ET/g de muestra)

Suma de gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 574,049 3 191,350 320,640 ,000
Intra-grupos 4,774 8 ,597
Total 578,824 11

Capacidad antioxidante ABTS (umol ET/g de muestra)

Schefféa
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

Cupi 3 6,3267

llipa-INIA 3 7,2733

Cupi-g 3 19,7833
llipa-INIA-g 3 21,3600
Sig. ,552 ,181

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 31. Andlisis de varianza factorial y la prueba complementaria de Scheffé de
la actividad antioxidante por el método FRAP del germinado y no germinado de
dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”. Ayacucho 2019.

ANOVA de un factor

Capacidad antioxidante FRAP (umol ET/g de muestra)

Suma de gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 363,292 3 121,097 265,691 ,000
Intra-grupos 3,646 8 ,456
Total 366,939 11
Capacidad antioxidante FRAP (umol ET/g de muestra)
Schefféa
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
Cupi 3 6,9800
llipa-INIA 3 7,5000
Cupi-g 3 16,9633
lllpa-INIA-g 3 19,2700
Sig. ,827 1,000 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 32. Matriz de consistencia. Ayacucho 2019.

fendlicos en el
germinado de
dos cultivares
de
Chenopodium
pallidicaule
Aellen
“cafiihua”.
Ayacucho
2018.

presentara
mayor
capacidad
antioxidante
en relacion a
su contenido
de
compuestos
fendlicos y
comparado
con la semilla
sin germinar?

presentes en el germinado
de dos cultivares de
Chenopodium  pallidicaule
Aellen “cafihua”. Ayacucho
2018

Objetivos especificos.
e Determinar el contenido de

fenoles totales, flavonoides
y flavonoles del germinado y
no germinado de la semilla
de dos cultivares de
Chenopodium  pallidicaule
Aellen “cafiihua”.
Determinar la capacidad
antioxidante por los
métodos DPPH, ABTS vy
FRAP del germinado y no
germinado de la semilla de
dos cultivares de
Chenopodium  pallidicaule
Aellen “cafihua”.

Comparar el contenido de
compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante del
germinado y no germinado
de la semilla de dos
cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen
“cafiihua”.

Aellen “cafihua”
presenta mayor
capacidad
antioxidante en
relacion a su
contenido de
compuestos
fendlicos,
comparadas con
las semillas sin
germinar.

Composicién quimica.

Usos en medicina tradicional.
Compuestos fendlicos.
Clasificacion: Fenoles totales,
Flavonoides y Flavonoles
Radicales libres.
Antioxidantes.

Estrés oxidativo.
Germinado.

Fases de la germinacién.
Factores externos para el
proceso del germinado.

Importancia alimenticia y
biolégica de los
germinados.

Métodos para evaluar la
capacidad antioxidante.
DPPH.

ABTS.

FRAP.

cultivares llipa-INIA 'y
Cupi de Chenopodium
pallidicaule Aellen
“cafiihua”.

Indicador:

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

de muestra.

V.D:

Capacidad

antioxidante.

Indicador:

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

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

e Capacidad

Reductora del Hierro
(FRAP) expresado
como pmol ET/g
muestra.

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLE DISENO METODOLOGICO
Capacidad ¢Cuédl de los | Objetivo general. e Hi: EI germinado | Chenopodium pallidicaule | V.I: Tipo de investigacion
antioxidante germinados de | e Determinar la capacidad | de dos cultivares | Aellen “cafiihua”. Compuestos fendlicos | Basico- descriptivo
de los | los cultivares antioxidante de los | de Chenopodium | Descripcion botanica. presentes en el | Método
compuestos en estudio compuestos fendlicos | pallidicaule Distribucién geografica. germinado de los | Poblacion

Semilla de dos cultivares de
Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafiihua”.

o llipa-INIA

o Cupi

Muestra

Cinco gramos de semillas de dos
cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen.

Andlisis de datos

La comparacion de dos cultivares en
estudio y las semillas sin germinar
serédn evaluadas mediante andlisis
de varianza (ANOVA) con un nivel de
significancia estadistica de 95 %
respectivamente 'y una prueba
complementaria Scheffé.
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Capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos presentes en el
germinado de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafiihua”. Ayacucho 2018.

Yulisa Carla Centeno Janampa?, Edwin Carlos Enciso Roca?, Pablo Comtn Ventura®, José
Yarlequé Mujica®. Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

RESUMEN
El presente trabajo contribuye a revalorizar la cafiihua, grano andino cuyo potencial es
tanto nutricional como funcional por su actividad antioxidante. Los compuestos
polifenolicos de caracter antioxidante, presentes en los alimentos, son responsables de la
reduccion del riesgo de enfermedades asociadas con el estrés oxidativo. El objetivo fue
determinar la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos presentes en el
germinado de dos cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”, comparadas
con las semillas sin germinar. Las muestras se adquirieron en el Instituto Nacional de
Investigacion Agraria-Puno, los cultivares fueron llipa-INIA y Cupi, se desarroll6 en los
laboratorios de Farmacia, de la Facultad de Ciencias de la Salud de la UNSCH. Se realizo
la obtencién del germinado de las semillas, la determinacion de fenoles totales por el
método de Folin-Ciocalteu, flavonoides y flavonol por el método del cloruro de aluminio, la
actividad antioxidante por los métodos de la capacidad secuestradora del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), secuestramiento del cation radical acido 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS) y el potencial antioxidante reductor del hierro
(FRAP). Para determinar la capacidad antioxidante por los métodos mencionados se usé
como estandar el trolox. El germinado de los cultivares llipa-INIA y Cupi presentaron mayor
contenido de fenoles totales (2,54 y 2,12 mg EAG/g de muestra) y flavonoles (0,29 y 0,21
mg EAG/g de muestra) en comparacion a las semillas sin germinar, mientras que en el
contenido de flavonoides no se mostrd influencia del germinado. En cuanto a la capacidad
antioxidante los cultivares lllpa-INIA y Cupi germinados presentaron mayor capacidad
antioxidante por los métodos DPPH (36,35 y 35,22 mg ET/g de muestra), ABTS (21,36 y
19,78 mg ET/g de muestra); y FRAP (19,27 y 16,96 mg ET/g de muestra). En conclusién,
el germinado de los cultivares llipa-INIA y Cupi tuvieron mayor actividad antioxidante que
las semillas sin germinar (p<0,05).
Palabras Clave: Chenopodium pallidicaule Aellen, germinado de las semillas, compuestos
fendlicos, actividad antioxidante.

SUMMARY
The present work contributes to revalue the cafiihua, Andean grain whose potential is both
nutritional and functional due to its antioxidant activity. Antioxidant polyphenolic
compounds, present in food, are responsible for reducing the risk of diseases associated
with oxidative stress. The objective was to determine the antioxidant capacity of the
phenolic compounds present in the germination of two cultivars of Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafiihua”, compared to the non-germinated seeds. The samples were
acquired at the National Institute of Agrarian Research-Puno, the cultivars were lllpa-INIA
and Cupi, it was developed in the Pharmacy laboratories of the Faculty of Health Sciences
of the UNSCH. Seed germination was obtained, the determination of total phenols by the
Folin-Ciocalteu method, flavonoids and flavonol by the aluminum chloride method, the
antioxidant activity by the methods of the radical sequestration capacity 2,2- diphenyl-1-
picrylnydrazyl (DPPH), sequestration of the cationic acid 2,2-azinobis- (3-
ethylbenzothiazoline) -6-sulfonic acid (ABTS) radical and the iron-reducing antioxidant
potential (FRAP). To determine the antioxidant capacity by the aforementioned methods,
trolox was used as standard. The sprouts of the llipa-INIA and Cupi cultivars had a higher
content of total phenols (2.54 and 2.12 mg EAG / g sample) and flavonols (0.29 and 0.21
mg EAG / g sample) in comparison to the seeds without germination, while in the flavonoid
content no influence of the germinated was shown. Regarding the antioxidant capacity, the
germinated lllpa-INIA and Cupi cultivars had a higher antioxidant capacity by the DPPH
methods (36.35 and 35.22 mg ET / g sample), ABTS (21.36 and 19.78 mg ET / g of sample);
and FRAP (19.27 and 16.96 mg ET / g sample). In conclusion, the sprouting of the llipa-
INIA and Cupi cultivars had greater antioxidant activity than the non-germinated seeds (p
<0.05).
Keywords: Chenopodium pallidicaule Aellen, seed sprouts, phenolic compounds,
antioxidant activity.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha incrementado el
interés por las investigaciones relacionados
al germinado de las semillas, lo cual es un
proceso que consiste en la absorcion de
agua, la reactivaciéon del metabolismo y la
iniciacion del crecimiento del embrion de
una semillat, produce cambios bioguimicos,
que se manifiestan en el contenido de
ciertos metabolitos con  importancia
bioldgica, este proceso necesita
condiciones ambientales favorables, como
la presencia de oxigeno, temperatura, y la
humedad que determinan la calidad de los
germinados?. Chenopodium quinoa Will
“quinua” y Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafiihua”, son pseudocereales las cuales
ademas de poseer carbohidratos, tienen una
alta calidad proteica, contenido de fibra y
recientes estudios demuestran que poseen
propiedades antioxidantes que contribuyen
a su calidad funcional®. El contenido de
flavonoides de las especies de
Chenopodium fue excepcionalmente alto en
comparacion con otros alimentos ricos en
compuestos fendlicos (flavonoides) como
los berries, donde los niveles de
antioxidantes son de 5 a 10 veces inferiores
gue los encontrados en la quinua y cafiihua®.
Los antioxidantes son sustancias que
pueden inhibir o retardar el proceso
oxidativo, interfiiendo con la iniciacién o
propagacion de las reacciones en cadena de
la auto oxidacion. Los radicales libres son
especies quimicas que contienen uno o mas
electrones desapareados, es altamente
reactiva ya que tienden a captar un electron
de otros atomos con el fin de alcanzar su
estabilidad electroquimica®. El exceso esta
relacionado con una mayor incidencia de
diversas enfermedades degenerativas como
cancer, enfermedades cardiacas,
inflamacion, artritis, disfuncion cerebral,
aceleracion del envejecimiento®.

Para la determinacion de la capacidad
antioxidante en especies vegetales se
vienen utilizando métodos in vitro e in vivo,
los cuales se caracterizan por ser ensayos
rapidos, reproducibles, sensibles y simples.
De lo anteriormente expuesto se plantearon
los siguientes objetivos:

Objetivo general

Determinar la capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos presentes en el
germinado de dos cultivares de
Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua”.
Ayacucho 2018.
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Objetivos especificos:

e Determinar el contenido de fenoles
totales, flavonoides y flavonoles del
germinado y no germinado de la semilla
de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafihua”.

e Determinar la capacidad antioxidante por
los métodos DPPH, ABTS y FRAP del
germinado y no germinado de la semilla
de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafnihua”.

e Comparar el contenido de compuestos
fendlicos y la capacidad antioxidante del
germinado y no germinado de la semilla
de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafihua”.

MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién

Se realizé en los laboratorios de Farmacia de
la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga.

3.2. Definicidon de la poblacién y muestra
3.2.1. Poblacién

Semillas de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafihua”, que fueron
adquiridas y certificadas por el Instituto de
Investigacion Agraria — Puno (INIA — Puno)

- lllpa-INIA

- Cupi

3.2.2. Muestra

Cinco gramos de las semillas de dos
cultivares de Chenopodium pallidicaule
Aellen. “cafiihua”. (Anexo 10)

3.3. Metodologia para la recoleccion de
datos

3.3.1. Obtencion del germinado

Cinco gramos de semilla de cada cultivar de
cafiihua 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 y en la base
conteniendo un papel filtro Whatman, siendo
hidratadas por capilaridad. Los recipientes
fueron conservados en laboratorio protegido
de laluz a temperatura ambiente, las semillas
fueron hidratadas diariamente con agua
destilada para evitar la desecacion vy
mantener el contenido de humedad®, la
duracién del periodo de germinacion esta
basada en la observacion. Se determind la
longitud del germinado utilizando una regla,
registrandose la longitud en cm. (Anexo 11).
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Los brotes cosechados del germinado y las
semillas sin germinar, fueron desecados a 40
°C en una estufa Memmert, luego fueron
trituradas utilizando un mortero de porcelana,
las cuales fueron almacenados en frascos
hasta su posterior analisis®3.

3.3.2. Obtencion del extracto metandlico

Un gramo del germinado y no germinado de las
semillas trituradas fueron extraidos con 50 mL
de metanol, utilizando un agitador magnético
por 4 horas. Se centrifuga a 3000 rpm por 25
minutos y el sobrenadante fue recuperado y
vertido en una fiola de 50 mL y llevado a
Cada uno de los
extractos fue conservado en refrigeracién hasta

volumen con metanol.

su posterior uso®*.(Anexo 12 y 13)
3.3.3. Determinacién del
fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue determinado
usando el método Folin-Ciocalteu descrito por
Thaipong et al*, de los extractos diluidos en
metanol, se tomaron 150 L de estas muestras,
las cuales fueron colocadas en tubos de
ensayo adicionando 2400 pL de agua y 150 pL
de Folin-Ciocalteu (0,25 N); se agito 5 min en el
vortex, luego afiadimos 300 pL de carbonato de
2 h enla oscuridad.
La absorbancia fue medida a 725 nm vy
comparada con una curva de calibracion de
acido galico (0; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3
Los resultados se expresan en mg
equivalente a acido galico por gramo de
muestra (mg EAG/g de muestra). (Anexo 4 y

sodio y dejamos reposar

mL).

14).
3.3.4. Determinacién del contenido de
flavonoides

El contenido de flavonoides fue determinado
utilizando el método descrito por Zhishen et
al®8, 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, se adicion6 0,15 mL de solucién de
cloruro de aluminio al 10 %. A los 6 minutos, 2
mL de hidréxido de sodio al 4 % fue adicionado
a la mezcla. Inmediatamente, la solucion fue
completada hasta 5 mL con agua destilada y
completamente mezclada. La absorbancia de
la mezcla final fue determinada a 510 nm contra
un blanco de la reaccién. Se prepar6 una curva
de calibracion con quercetina (0,2; 0,4; 0,6; 0,8

y 1,0 mL).

El contenido de flavonoides de los extractos
fue expresado como mg equivalentes a
guercetina/g de muestra (mg EQ/g de
muestra). (Anexo 5y 15).

contenido de
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3.3.5. Determinacion del contenido de
flavonol

El contenido del flavonol se determind
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 se agreg6 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 h y 30 min. La absorbancia de la mezcla
final fue determinada a 440 nm. Se preparé
una curva de calibracion con quercetina (0,2;
0,4; 0,6; 0,8 y 1,0 mL). El contenido de
flavonol de los extractos fue expresado como
mg equivalentes a quercetina/g de muestra
(mg EQ/g de muestra). (Anexo 6 y 16).

3.3.6. Determinaciéon de la actividad
antioxidante  por el método  de
secuestramiento del radical libre 2,2 —
difenil —=1—-picrilhidrazilo (DPPH)

3.3.6.1. Fundamento

El DPPH es uno de los pocos radicales
organicos estable, presenta una fuerte
coloracion violeta, es comercialmente
disponible y no tiene que ser generado in situ
como el ABTS. El ensayo se fundamenta en
la medicibn de la capacidad de un
antioxidante para estabilizar el radical DPPH,
esta medicion puede hacerse
espectrofotométricamente  siguiendo el
decaimiento de la absorbancia a 517 nm®’.
DPPH, consiste en que este radical tiene un
electron desapareado y es de color azul-
violeta, decolorandose hacia amarillo palido
por la reaccién de la presencia de una
sustancia antioxidante®®,

3.3.6.2. Procedimiento

El método DPPH empleado es descrito por
Brand et al*®®, 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. 150 pL de extractos y
2850 pL de ST reaccionan en 30 min en la
oscuridad, las absorbancias fueron leidas a
515 nm en un espectrofotémetro UV — Vis
GENESYS 10. La curva estandar tuvo una
concentracion entre (25-800 uM) de trolox. El
resultado se expresa en pmol equivalentes
de trolox/g muestra (umol ET/g de muestra).
(Anexo 7y 17).
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La actividad secuestradora del radical libre
DPPH serd calculada de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

A — A
% de secuestramiento del DPPH = [M] x 100
DPPH
3.3.7. Determinacion de la actividad
antioxidante por el método de

secuestramiento del cation radical del &cido
2,2-azinobis-(3- etilbenzotiazolina)-6-
sulfénico (ABTS™)

3.3.7.1. Fundamento

El radical ABTS se genera a partir de su
precursor el acido 2,2-azinobis  (3-
etilbenzotiazolin-6, sulfénico) (ABTS). El radical
catiénico obtenido es un compuesto de color
verde azulado estable y con un espectro de
absorcion en el UV-visible. El fundamento de

este método consiste en observar la
decoloraciéon del radical ABTS debido a la
interaccibn con especies donantes de

hidrogeno3%4°,

3.3.7.2. Procedimiento

Se utilizé el procedimiento descrito por Arnao et
al 2, modificado por Thaipong et al *. Para el
cual se prepara una solucion patrén (SP)
constituida por 40,6 mg de ABTS y 7 mg de
persulfato de potasio, cada uno enrasados en
fiolas de 10 mL con agua destilada, la cual fue
mezclada y se dej6 reaccionar por 12 horas. La
solucién de trabajo (ST) fue 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
siguiendo la metodologia de Re et al*’. La
muestra (150 uL) sera mezclada con 2900 pL de
solucién de ABTS, dejando reaccionar en la
oscuridad por 30 min y se lee la absorbancia a
734 nm. Se prepard una curva estandar con
Trolox (25 — 600 pM). Los resultados seran
expresados como umol equivalentes de Trolox/g
de muestra (umol ET/g de muestra). (Anexo 8 y

18).
3.3.8. Determinacion de la actividad
antioxidante por el método potencial

antioxidante reductor del hierro (FRAP)
3.3.8.1. Fundamento

Es uno de los métodos més utilizados describe
la habilidad reductiva del ion férrico. consiste en
medir el incremento en la absorbancia a 593 nm
(Azul) que se desarrolla cuando el complejo
TPTZ-Fe*® se reduce a TPTZ-Fe*? cuanto mas
antioxidante es la sustancia objeto de estudio,
mayor es la reduccion y mayor la concentracion
de (TPTZ-Fe*?) por lo tanto es mas alta la sefial
de absorbancia®344.
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3.3.8.2. Procedimiento

Se realiz6 segun el procedimiento descrito
por Benzie y Strain“®, con modificaciones
hechas por Thaipong et al *°. La solucién
patrén incluye 310 mg de buffer acetato con
1,6 mL de &cido acético, aforados a 100 mL
con agua destilada a un pH 3,6; 31,2 mg de
TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-triazina) disueltos en
una solucion de HCI 40 mM y 51,1 mg de
solucion de cloruro férrico aforados a 10 mL
con metanol. La solucién de trabajo (ST) se
obtuvo mezclando y calentando a 37 °C, 25
mL de buffer acetato con 2,5 mL de solucion
de TPTZy 2,5 mL de la solucion de FeCls, Se
mezclé 150 yL de muestra con 2850 pL de
solucién ST, dejandose reaccionar por 30
minutos y se lee a una absorbancia de 593
nm. Se prepara una curva estandar con
Trolox (25-800 pM). Los resultados seran
expresados como pumol equivalentes de
Trolox/g de muestra (umol ET/g de muestra).
(Anexo 9y 19).

3.4. Andlisis de datos

La comparacion de dos cultivares en estudio
y las semillas sin germinar seran evaluadas
mediante analisis de varianza (ANOVA) con
un nivel de significancia estadistica de 95 %

respectivamente y una prueba
complementaria Scheffé.
RESULTADOS
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Figura 6. Contenido de fenoles totales,
expresados como mg EAG/g de muestra del
germinado y no germinado de dos cultivares de
Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”.
Ayacucho 2019.
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Figura 7. Contenido de flavonoides, expresados
como mg EQ/g de muestra del germinado y no
germinado de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafihua”. Ayacucho 2019.
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Figura 8. Contenido de flavonoles, expresados
como mg EQ/g de muestra del germinado y no
germinado de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafihua”. Ayacucho 2019.
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Figura 9. Actividad secuestradora del radical
libre DPPH, expresado como pmol ET/g de
muestra del germinado y no germinado de dos
cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafihua”. Ayacucho 2019.
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Figura 10. Actividad secuestradora del cation
radical ABTS, expresado como pmol ET/g de
muestra del germinado y no germinado de dos
cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafihua”. Ayacucho 2019.
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Figura 11. Potencial reductora del hierro
(FRAP), expresados como upmol ET/g de

muestra del germinado y no germinado de dos
cultivares de Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafihua”. Ayacucho 2019.

DISCUSION

En la figura 6, Se observa que el germinado de
los cultivares lllpa-INIA y Cupi presentaron
valores de (2,54 + 0,039 y 2,12 + 0,063 mg
EAG/g de muestra respectivamente), mientras
que, las semillas sin germinar presentaron
valores de 1,32 + 0,044 mg EAG/g de muestra
para lllpa — INIA'y 1,12 + 0,046 mg EAG/g de
muestra para Cupi respectivamente. El
incremento de fenoles totales por efecto de la
germinacion fue aproximadamente de un 90 %
en ambos cultivares.
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Se realiz0 el andlisis de varianza hallandose
diferencias altamente significativas
(p<0,05), seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Scheffé (Anexo
26), observandose que el germinado de la
semilla de la variedad lllpa—INIA tuvo el
mayor contenido de fenoles totales y la
semilla sin germinar de la variedad Cupi
presentd el menor contenido. Cruz*,
reportd el contenido de fenoles totales de 2
variedades,16 accesiones y 10 especies
silvestres de Chenopodium pallidicaule
Aellen, en Bolivia, de las 28 muestras
analizadas, la accesion Challapata (DK1)
tuvo el mayor contenido de fenoles totales
con un valor de 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, estos valores son menores a lo
gue se reporta en este trabajo, ademas, son
especies diferentes a las estudiadas,
solamente las estudiaron como semillas. En
la obtencion del extracto se utilizaron como
solvente al metanol y cada muestra fue
comparada con una curva estandar de acido
galico, igual que el presente estudio.
Abderrian et al*®, reportaron el contenido de
fenoles totales de la semilla de
Chenopodium  palliducaule Aellen sin
germinar y germinado de la variedad Cupi,
siendo 2,5 mg EAG/g de muestra y de 4,8
mg EAG/g de muestra respectivamente. Se
observd que el incremento de fenoles
totales fue aproximadamente el doble. Sus
valores fueron superiores al reportado en
nuestra investigacion, debido a que ellos
realizaron dos extracciones sucesivas:
primero con metanol acidificado y agua
(1:1), seguido de acetona: agua (7:3),
reuniendo los extractos, al cual llamaron
fraccion extraible de compuestos fendlicos,
luego, con el residuo realizaron una
hidrélisis con metanol: H2SO4 (9:1) vy el
extracto obtenido fue llamado fraccién no
extraible. Finalmente determinaron en
ambas fracciones el contenido de
compuestos fendlicos. Pero, demuestran
gue el germinado produce un incremento en
el contenido de fenoles totales, de la misma
forma que en nuestra investigacion. Luna®®,
trabajé con semillas de dos accesiones de
cafiihua sin  precisar el cultivar,
determinando el contenido de fenoles
totales, en semillas sin germinar vy
germinado a las 72 horas, reportando en la
accesion PIK 0304013 en semilla sin
germinar 0,70 mg EAG/ g de muestra y en
el germinado 0,78 mg EAG/g de muestra;

mientras que la accesién PIK 030133 en semilla
sin germinar 0,6325 mg EAG/ g de muestray en
el germinado 0,953 mg EAG/g de muestra.
Ambas accesiones tienen diferencias en su
contenido de fenoles totales, tanto en semillas
germinadasy sin germinar. En consecuencia, se
confirma la influencia del tipo de accesion y la
germinacién en el contenido de fenoles totales.
Repo de Carrasco y Encina®, estudiaron 11
variedades de Chenopodium pallidicaule Aellen
“cafihua”, reportando el contenido de fenoles
totales en el rango de 0,67 + 0,70 hasta 0,85 +
0,47 mg EAG/g de muestra, entre las cuales se
encuentra las variedades llipa-INIA y Cupi sin
germinar, reportando para lllpa-INIA un valor de
0,77 = 0,87 mg EAG/g de muestra y Cupi un
valor de 0,81 + 0,90 mg EAG/g, estos valores
son menores a los reportados en el presente
trabajo, a pesar de que ellos tomaron 5 g de
muestra y lo diluyen en 20 mL de metanol.
Posiblemente se extrajeron menos compuestos
fendlicos, debido a la saturacion del solvente de
extraccion.

En la figura 7, Se observa que el germinado de
los cultivares lllpa-INIA y Cupi presentaron
valores de 1,82 + 0,096 y 1,36 = 0,23 mg EQ/g
de muestra respectivamente, mientras que, las
semillas sin germinar presentaron valores de
1,86 + 0,135 mg EQ/g de muestra para lllpa—
INIAy 1,45 + 0,17 mg EQ/g de muestra para
Cupi respectivamente. ElI contenido de
flavonoides de las semillas germinadas
disminuye ligeramente con respecto a las
semillas sin germinar, por lo cual decimos que
no hay influencia de la germinacion en el
contenido de flavonoides. Se realizé el andlisis
de varianza halldndose diferencias altamente
significativas (p<0,05) seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Scheffé (Anexo 27),
observandose que existen diferencias entre el
germinado y no germinado de ambos cultivares.
La variedad lllpa-INIA sin germinar tuvo el mayor
contenido de flavonoides y la semilla germinada
de la variedad Cupi present6é el menor
contenido. Pefarrieta et al'®, estudiaron 10
muestras de  Chenopodium  pallidicaule
“cafiihua” en Bolivia, determinando el contenido
de flavonoides un rango de 0,63-3,08 mg EC/g
de muestra, este valor es ligeramente mayor a
los resultados de este estudio, probablemente
porque ellos utilizan como muestra las hojas,
tallos, semillas y en la obtencién del extracto
realizaron una doble extraccién, primero con el
tampén acetato de sodio y luego con la acetona.
La absorbancia final de cada muestra lo
compararon con la estandar catequina, mientras
gue en esta investigacion se hiso con la
guercetina.
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Asimismo, Repo de Carrasco et al®,
reportaron el contenido de flavonoides de la
semilla de Chenopodium pallidicaule Aellen
de 4 ecotipos estudiados, el ecotipo kello
fue la que mostro mayor contenido de
flavonoides 1,44 + 2,5 mg EQ/g de muestra,
lo cual es similar a los resultados reportados
en la presente investigacion, a pesar de que
ellos trabajan con un método distinto y la
cuantificacion lo realizaron por HPLC.
Cruz*, publicé que entre las 2 variedades,
las 16 accesiones y 10 especies silvestres
de Chenopodium pallidicaule Aellen, reporté
valores en un rango de 0,83 y 0,09 mg EC/g
de muestra, los cuales son menores a los
resultados del presente estudio, Ila
metodologia utilizada para la obtencién del
extracto es igual para ambas
investigaciones, pero podria haber influido
la variedad, la zona climética, ya que las
muestras analizadas son procedentes de
Bolivia. Abderrian et al*®, reportaron el
contenido de flavonoides de la semilla de
Chenopodium  pallidicaule  Aellen sin
germinar y germinado de la variedad cupi,
siendo 2,2 mg EQ/g de muestra y de 2,25
mg EQ/g de muestra respectivamente. Se
observa que estos valores son similares, por
lo tanto, decimos que no hubo influencia del
geminado en el contenido de flavonoides
igual a la presente investigacion. Sin
embargo, los valores que ellos obtienen son
mayores, debido a que ellos realizan una
extraccion acida metandlica y una
extraccion acetonica.

En la figura 8, se muestra el contenido de
flavonoles presentes en semillas de dos
cultivares de Chenopodium pallidicaule
Aellen “cafihua®, germinadas y no
germinadas. Se observa que el germinado
de los cultivares lllpa -INIA y Cupi
presentaron valores de 0,29 + 0,009 y 0,21
+ 0,011 mg EQ/g respectivamente, mientras
gue, las semillas sin germinar presentaron
valores de 0,18 + 0,018 mg EQ/g muestra
para lllpa — INIA y 0,19 + 0,005 mg EQ/g
muestra para Cupi respectivamente. El
incremento de los flavonoles en el cultivar
llipa-INIA fue aproximadamente de un 60 %
y en el cultivar Cupi fue de 11 %
aproximadamente, con lo cual decimos que
hay influencia del germinado en el contenido
de flavonoles. Se realizé el analisis de
varianza halldndose diferencias altamente
significativas (p<0,05), seguido de la prueba
de comparaciones multiples de Scheffé
(Anexo 28), observandose que

el germinado de la semilla de la variedad lllpa—
INIA tuvo el mayor contenido de flavonoles y la
semilla sin germinar de la variedad lllpa-INIA
presentd el menor contenido. Rastrelli et al®!,
reporta un valor de 1,33g/Kg en semillas sin
germinar.

En la figura 9, se observa que el germinado de
los cultivares lllpa -INIA y Cupi presentaron
valores de 36,35+ 0,03y 35,32+ 0,71 umol ET/g
de muestra, mientras que, las semillas sin
germinar presentaron valores de 30,63 = 1,68
pmol ET/g muestra para llipa—INIA y 25,37 +
1,67 wupmol ET/g muestra para Cupi
respectivamente. El incremento de la actividad
antioxidante en las semillas germinadas fue
aproximadamente de un 18 % para el cultivar
lllpa-INIA y un 38 % para el cultivar Cupi. Se
realiz6 el andlisis de varianza hallandose
diferencias altamente significativas (p<0,05),
seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Scheffé (Anexo 29), observandose
que el germinado de la semilla de la variedad
llipa—INIA tuvo mayor actividad antioxidante y la
semilla sin germinar de la variedad Cupi menor
actividad. Cruz*’, estudio la determinacion de la
actividad antioxidante con 2 variedades, 16
accesiones y 10 especies silvestres de
Chenopodium pallidicaule Aellen “cafihua”,
encontrando que la accesioén challapata (DK1)
presento mayor actividad antioxidante 45,38
umol ET/g de muestra y el valor minimo
correspondid a la especie silvestre (C-OR) con
0,95 pmol ET/g de muestra. Se observa que el
valor maximo es ligeramente superior a los
resultados de la presente investigacion, pese a
que se us6 la misma metodologia en la
obtencion del extracto y en la determinacién de
la actividad antioxidante. En la diferencia con
nuestros resultados pudo haber influido las
especies ya que son distintas a las estudiadas y
la procedencia es de Bolivia. Repo de Carrasco
y Encina® estudiaron 11 variedades de
Chenopodium pallidicaule Aellen “caiihua”,
determinando la actividad antioxidante en un
rango de 0,367 + 1,54 hasta 6,036 + 20,25 umol
ET/g de muestra, entre las cuales se encuentra
las variedades lllpa-INIA y Cupi sin germinar,
reportando para llipa-INIA un valor de 5,68 *
56,75 pumol ET/g de muestra y Cupi un valor de
4,66 + 33,54 umol ET/g de muestra, estos
valores son menores a los reportados en el
presente trabajo. Para la obtencién del extracto
ellos tomaron 5 g de muestra y lo diluyen en 25
mL de metanol, lo cual pudo haber ocasionado
una saturacion del solvente. Utilizaron la misma
metodologia para la determinacién de la
actividad antioxidante con una ligera diferencia
qgue el DPPH que diluyeron se ajusté a una
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absorbancia de 1,1 + 0,02. Repo de
Carrasco et al®?, determinaron la Capacidad
Antioxidante por el método DPPH de dos
variedades de Chenopodium pallidicaule
Aellen “cafihua”, Cupi y Ramis no germinado
cuyos valores fueron 16,8 £ 550 y 16,2 +
5,33 pymol ET/g de muestra respectivamente,
estos valores comparados con el cultivar cupi
no germinado son menores. La obtencién del
extracto se realiza con metanol, pero no
especifica la relacibn de cantidades; en
cuanto a las muestras fueron obtenidas del
mismo departamento para cada
investigacion.

En la figura 10, se muestra la capacidad
antioxidante por el método ABTS, en semillas
de dos cultivares de Chenopodium
pallidicaule Aellen “cafiihua”, germinadas y
no germinadas. Se observa que el germinado
de los cultivares lllpa -INIA y Cupi
presentaron valores de 21,36 + 0,279y 19,78
+ 1,206 pmol ET/g muestra respectivamente,
mientras que, las semillas sin germinar
presentaron valores de 7,27 + 0,475 pmol
ET/g muestra para lllpa — INIAy 6,33 £ 0,790
pmol ET/g muestra para Cupi
respectivamente. Se realiz6 el andlisis de
varianza hallandose diferencias altamente
significativas (p<0,05), seguido de la prueba
de comparaciones multiples de Scheffé
(Anexo 30), observandose que el germinado
de la semilla de la variedad lllpa— INIA tuvo
mayor capacidad antioxidante y la semilla sin
germinar de la variedad Cupi menor
actividad. Pefiarrieta et al®°, reportaron la
actividad antioxidante de 10 muestras de
Chenopodium pallidicaule Aellen “canihua”
en Bolivia, cuyos valores estan en un rango
de 1,8 — 7,8 umol ET/g de muestra, estos
valores son similares a lo que se reporta en
esta investigacion, a pesar que la extraccion
lo realizaron con el tampdén de acetato de
sodio y luego con la acetona; para la
actividad antioxidante se usa la misma
metodologia en ambos estudios. Cruz?,
estudio la actividad antioxidante de 2
variedades, 16 accesiones y 10 especies
silvestres de Chenopodium pallidicaule
Aellen, la accesién Challapata (DK1)
presenta mayor capacidad antioxidante con
un valor de 9,28 umol/g de muestra, lo cual
es mayor a lo que se obtuvo en las semillas
sin germinar, este resultado podria ser por
las diferentes muestras analizadas en cada
estudio y la procedencia, ya que se utiliza la
misma metodologia para determinar esta

actividad. Abderrahim et al*, reportaron la
actividad antioxidante de la semilla de
Chenopodium pallidicaule Aellen, germinado y
sin germinar de la variedad Cupi, siendo 100 y
73 pmol ET/g de muestra respectivamente,
valores superiores a esta investigacion, sin
embargo, se observa que el germinado produce
un incremento en la actividad antioxidante,
similar a nuestra investigacion.

En la figura 11, se muestra la capacidad
antioxidante por el método FRAP, en semillas de
dos cultivares de Chenopodium pallidicaule
Aellen “cafihua”, germinadas y no germinadas.
Se observa que el germinado de los cultivares
llipa -INIA y Cupi presentaron valores de 19,27
+ 0,41 y 16,96 £ 0,57 pmol ET/g muestra,
mientras que, las semillas sin germinar
presentaron valores de 7,50 + 0,77 pmol ET/g
muestra para lllpa—INIA 'y 6,98 + 0,86 umol ET/g
muestra para Cupi respectivamente. El
incremento de la capacidad antioxidante fue
aproximadamente de un 60 % en ambos
cultivares por efecto de la germinacion. Se
realiz6 el andlisis de varianza hallandose
diferencias altamente significativas (p<0,05),
seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Scheffé (Anexo 31), observandose
que el germinado de la semilla de la variedad
llipa—INIA tuvo mayor capacidad antioxidante y
la semilla sin germinar de la variedad Cupi
presentd el menor contenido. Pefiarrieta et al'®,
estudiaron la actividad antioxidante de 10
muestras de cafiihua en Bolivia, reportando un
rango de 2,7— 18,1 umol ET/g de muestra. Este
valor es mayor a los reportados en esta
investigacién debido a que realizaron una doble
extraccion para la obtencion del extracto. En
cuanto a la actividad antioxidante siguieron la
misma metodologia que en el presente estudio.
Segun Cruz*’, publico la actividad antioxidante
en 2 variedades,16 accesiones y 10 especies
silvestres de Chenopodium pallidicaule Aellen,
en Bolivia, encontré valores en un rango de
0,81-8,96 ymol TE/g de muestra, los cuales son
similares a los resultados que se obtuvo en el
presente trabajo de investigacion, a pesar que
las especies estudiadas son distintas.

REFERENCIAS BIBLIGRAFICAS

1. Bidwell, R. Fisiologia Vegetal. México.
AGT. Editor, S.A; 1990.

2. Racines, A. Investigacion de los
germinados de lenteja, quinoa, zanahoria,
mostaza y su aplicacién a la gastronomia
actual. [Tesis para obtener Titulo de
administrador gastronémico]. Ecuador:

75



Revista de Investigacion — Facultad de Ciencias de la Salud

Centeno'Y.

10.

Universidad Tecnoldgica Equinoccial.
Facultad de Turismo y Preservacion
Ambiental, Hoteleria y Gastronomia;
2011.

Yasuko E, Piedade M. Quinoa
(Chenopodium  quinoa  Willd) as
Functional Food. Revista Brasileira de
Ciencias da Saude. 2010. 24 (8): 62-67
pp.

Repo de Carrasco R, Espinoza C,
Jacobsen S. Nutritional value and use
of the Andean crops quinoa
(Chenopodium quinoa) and kaniwa
(Chenopodium  pallidicaule), Food
Rev.2003; (19): 179-189.

Zamora S. Antioxidantes:
Micronutrientes en lucha por la salud.
Rev. chil. Nutr; 2007; (34):17-26.

Finkel T, Holbrook N. Oxidants,
oxidative stress and the biology of
ageing. Bethesda. National Institutes of
Health. 2000.

Aguilar E, Romero M, Velazco C, Ore K.
Actividad antioxidante de los &cidos
fendlicos aislados del germinado de
cuatro variedades de Chenopodium
quinoa Willd. "quinua”. [Informe Final de
Investigacion. Unidad de Investigacion e
Innovacion]. Per(: Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga.
Facultad de Ciencias de la Salud; 2016.
Aguilar E, Romero M, Cabana J, Linares
P. Actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos aislados del
germinado de cuatro variedades de
Amaranthus caudatus L. “Kiwicha”.
[Informe Final de Investigacion. Unidad
de Investigacion e Innovacion]. Peru:
Universidad Nacional de San Cristébal
de Huamanga. Facultad de Ciencias de
la Salud; 2017.

Repo de Carrasco R, Encina C.
Determinaciéon de la capacidad
antioxidante y compuestos fendlicos de
cereales andinos: Quinua
(Chenopodium quinoa), Kafiwa
(Chenopodium pallidicaule) y Kiwicha
(Amaranthus caudatus). Rev. Sociedad
Quimica Peru. 2008; 74(2): 85-99.
Castilo E. Determinacion de los
compuestos antioxidantes durante la
germinacién y extrusién en la cafiihua
(Chenopodium  pallidicaule  Aellen)
[Tesis para optar Titulo de Ingeniero
Agroindustrial]. Per(: Universidad del

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

76

Altiplano. Facultad de Ciencias Agrarias
;2010.

Tarzi B, Gharachorllo M, Baharinia M,
Mortazavi S. The effect of germination on
phenolic content and antioxidant activity of
chickpea. Iranian Journal of Pharmaceutical
Research. 2012; 11(4):137 - 1143.
Gharachorloo M, Tarzi BG, Baharinia M,
Hemaci AH. Antioxidant activity and
phenolic content of germinated lentil (Lens
culinaris). Journal of Medicinal Plants
Research. 2012;(30): 4562 - 4566.
Aucasime |. Descripcion personal de
Chenopodium pallidicaule Aellen “cafiihua”.
Ayacucho-Per(. 2018.

Apaza V. Manejo y mejoramiento de
kafiwa. Instituto Nacional de Innovacioén
Agraria — INIA. Centro de Investigacion de
Recursos Naturales y Medio Ambiente.
Editorial Altiplano E.I.R.L. 2010.p.4.

Gross R, Koch F, Malaga |, Miranda A, et
al. Chemical composition and protein
quality of some local Andean food sources,
Food Chem. 1989; (34): 25-13.

Pefiarrieta M, Alvarado A, Akesson B and
Bergenstahl B. Total antioxidant capacity
and content of flavonoids and other
phenolic compounds in canihua
(Chenopodium pallidicaule): An Andean
pseudocereal. Mol. Nutr. Food Res.
2008;(52): 708-717.

Rastrelli L, Saturnino P, Schettino O and
Dini A. Studies on the constituents of
Chenopodium  pallidicaule  (Cafiihua)
seeds, isolation and characterization of two
new flavonol glycosides. Journal of
Agricultural and Food Chemistry.1995; (43):
2020-2024.

Nina A. Comportamiento agronémico de
diez accesiones de cafihua (Chenopodium
pallidicaule Aellen) en zonas aridas. [Tesis
para optar el Titulo Profesional de Ingeniero
Agronomo]. Peru: Universidad Nacional de
San Agustin de Arequipa; 2014.

Repo de Carrasco R, Hellstrom J, Juha P;
Mattila P. Flavonoids and other phenolic
compounds in Andean indigenous grains:
Quinoa (Chenopodium quinoa), kafiwa
(Chenopodium pallidicaule) and kiwicha
(Amaranthus caudatus). Food Chemistry.
2009 (120): 128-133.

Escobar M. Extraccion de compuestos
fendlicos de las cascaras de citricos
producidos en México. [Tesis para optar el
Titulo de: Maestra en Ciencias en



Revista de Investigacion — Facultad de Ciencias de la Salud Centeno Y.

31. Sharma G, Srivastava A, Prakash D.
Phytochemicals of nutraceutical importance:
their role in health and diseases. Pharmacol.

Alimentos]. México: Instituto Politécnico
Nacional. Escuela Nacional de ciencias

biolégicas; 2010.

2011; (2) 408-427.

21. Teran R. Disefio de mezclas de 32. Carciochi R, Manrique G, Dimitrov K.
compuestos fendlicos en funcion a su Changes in phenolic compostion and
eficacia antioxidante en el aceite de antioxidant activity durin germination of
sacha inchi (Plukenetia volubilis). quinoa seeds (Chenopodium quinoa Willd).
[Tesis para optar el grado de magister International Food Research Journal.
scientiae en tecnologia de 2014;21(2): 2767 - 773.
alimentos].Per: universidad nacional 33. Xue Z, Wang C, Zhai L, Yu W, Chang H,
agraria la molina; 2014. Kou X, Zhou E. Bioactive compounds and

22. Pietta G. Flavonoids as antioxidants. antioxidant activity of mung bean (Vigna
Journal Product natural Review. radiata L.), soybean (Glycine max L.) and
2000(63): 1035- 1042. black bean (Phaseolus vulgaris L.) during

23. Willits M, Giovanni M, Prata R, Kramer the germination process. Czech J. Food
C, Luca V, Steffens J, Grase, G. Bio- Sci. 2016. 34(1): 68-78.
fermentation of modified flavonoids: an 34. Palombini S, Claus T, Maruyama S, Gohara
example of in vivo diversification of A, Souza A, Souza N, Visentainer J, Gomes
secondary metabolites. Phytochem. S, Matsuhita M. Evaluation of nutritional
2004; (65):31-41. compounds in new amaranth and quinoa

24. LambertJ, Hong J, Yang G, Liao J, Yang cultivars. Food Sci. Technol, Campinas.
C. Inhibition of carcinogenesis by 2013 33(2): 339 - 344.
polyphenols: evidence from laboratory 35. Thaipong K, Boonprakob U, Crosby K,
investigations. Am. J. Clin. Nutr. 2005; Cisneros L, Hawkins D. Comparison of
(81): 284-291. ABTS, DPPH, FRAP, and ORAC assays for

25. Coronado M, Salvador H, Gutiérrez L, estimating antioxidant activity fron guava
Vazquez M, Radilla C. Antioxidantes: fruit extracts. Food Compos Anal.2006;
perspectiva actual para la salud (19): 669-675.
humana. Rev Chil Nutr. 2015; 42 (2): 36. Zhishen J, Mengcheng T, Jianming W. The
206-211. determination of flavonoid contents in

26. Jauam G. Consumo de Antioxidantes mulberry and their scavenging effects on
Naturales y Esteroles Vegetales en superoxide radicals. Food Chem.1999;
Adultos Mayores entre 65y 75 afios con (64): 555-559.

Dislipidemia. [Tesis para obtener el 37. Thangaraj P. Pharmacological Assays of
Titulo de Grado de Licenciatura en Plant - Based Natural Products.
Nutricion].  Argentina:  Universidad Series:Progress in Drug Research 71.
Abierta Interamericana; 2011. Editor: K.D. Rainsford. 1°edition. Springer

27. Poggio M. Consumo de antioxidantes Ediciones, 2016.
naturales en personas con 38. Brand W, Cuveler M, Berset C. Use of a
dislipidemia.[Tesis para obtener el Titulo Free Radical Method to Evaluate
de Grado de Licenciatura en Nutricién]. Antioxidant Activity. Food
Argentina: Universidad Abierta Sci.Technol.1995; (28): 25-30.
Interamericana; 2012. 39. Amorin F. Quimica Nova Interativa,

28. Pita J, Pérez F. Ministerio de Agricultura Sociedad Brasilera de Quimica. Instituto
Pesca y Alimentacion. Secretaria Federal de Educacion, Ciencia vy
General Técnica. Dpto. Biologia Tecnologia de Rio de Janeiro - Nilépolis
Vegetal. Ingenieria Técnica Agricola. Campus. 2010.
1998.Madrid. 40. Peldez E. Actividad antioxidante del

29. Garcia F, Rosell6 J, Santamarina P. extracto en diclorometano de Palicourea
Introduccion al funcionamiento de las guianensis Aubl. (Rubiaceae). [Tesis de
plantas. Editorial Univ. Politécnica de pregrado]. Colombia: Universidad
Valencia. Espafia.2006. p.163-169 Tecnolégica de Pereira, 2009.

30. Duefias M, Hernandez T, Estrella I. 41. Marfil R. Parametros de calidad vy

Changes in the content of bioactive
polyphenolic compounds of lentils by the
action of exogenous enzymes. Effect on
their antioxidant activity. Food Chem.
2007; (101): 90-97.

77

componentes con interés nutricional del
aceite de argan (Argania spinosa). [Tesis
Doctoral]l.  Espafia:  Universidad de
Granada; 2008.



Revista de Investigacion — Facultad de Ciencias de la Salud Centeno Y.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

Arnao M, Cano A, Acosta M. The
hydrofilic and lipophilic constribution to
total antioxidant activity. Food
Chemistry. 2001: 239 — 244,

Re R, Pellegrini N, Pannala A, Yang
M,Rice C. Antioxidant activity applying
and improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Radical
Biology and Medicine. 2009.(26):1231-
1237.

Sulbaran B, Ojeda G, Berrade M,
Fernandez V, Pefia. Evaluacion de la
actividad antioxidante del tomate
crudo y procesado. Rev.Fac.Agron.
2011; (28): 273-291.

Prior R, Wu X, Schaich K.
Standardized methods for the
determination of antioxidant capacity
and phenolics in foods and dietary
supplements, Journal of Agricultural
and Food Chemistry. 2005;(53) :4290-
4302.

Benzie |, Strain J. The ferric reducing
ability of plasma (FRAP) as a measure
of “antioxidant power”: The FRAP
assays. Analytical Biochemistry. 1996;

(239): 70 — 76.
Cruz D. Antioxidantes en variedades y
lineas nuevas de cafiihua

(Chenopodium pallidicaule). [Tesis
para obtener el Grado de Magister
Scientiarum].  Bolivia:  Universidad
Mayor de San Andrés. Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y
Bioquimicas; 2013.

Abderrian F, Huanatico E, Repo-
Carrasco R, Arribas S, Gonzalez
M,Condezo L. Effect of germination on
total phenolic compounds, total
antioxidant capacity,Maillard reaction
products and oxidative stress markers
in canihua (Chenopodium
pallidicaule). Journal of Cereal Science
2012.

Luna E. Influencia del germinado y
coccion hdameda en compuestos
bioactivos de dos accesiones de
cafiihua (Chenopodium pallidicaule
Aellen). [Tesis para optar el Titulo
Profesional de Ingeniero
agroindustrial].  Perd:  Universidad
Nacional del Altiplano. Facultad de
Ciencias Agrarias. Puno; 2015.
Repo-Carrasco R, Hellstrém J, Juha P;
Mattila P. Flavonoids and other
phenolic compounds in Andean
indigenous grains: Quinoa
(Chenopodium quinoa), kafiwa
(Chenopodium pallidicaule) and
kiwicha (Amaranthus caudatus). Food
Chemistry. 2009; (120): 128-133.

78

51.

52.

Rastrelli L, Saturnino P, Schettino O and
Dini A. Studies on the constituents of
Chenopodium  pallidicaule  (Cafiihua)
seeds, isolation and characterization of
two new flavonol glycosides. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 1995;
(43): 2020-2024.

Repo-Carrasco R, Acevedo A, Icochea J.
and Kallio H. Chemical and Functional
Characterization of Kafiwa (Chenopodium
pallidicaule) Grain, Extrudate and Bran.
Plant Foods Hum Nutr.2009; (64): 94—-101.



