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RESUMEN

La semilla de Chenopodium quinoa Willd., es utilizada como un alimento por su alto
valor nutritivo, rico en proteinas, minerales, vitaminas, asimismo, en compuestos
bioactivos como flavonoides, acidos fendlicos, saponinas tocoferoles, acidos grasos y
carotenoides; por la cual, es considerada como un nutraceutico. Por tanto, esta
investigacion tuvo como objetivo determinar el contenido de carotenoides y fenoles
totales; asi como la actividad antioxidante de 10 variedades de semillas de quinua. El
contenido de fenoles totales se determin6 por el método de Folin - Ciocalteu y los
carotenoides segiin Biswas y col. Las variedades Junin (7,364 mg GAE/g de muestra)
y Blanca (7,052 mg GAE/g de muestra), tuvieron mayor contenido de fenoles totales;
mientras que, las variedades negras Ccoito (14,970 ng/g de muestra) y negra Ccollana
(10,955 ng/g de muestra), tuvieron mayor contenido de carotenoides, respectivamente.
Asimismo, las variedades negra Ccollana, blanca Junin y roja Pasankalla tuvieron
mayor actividad frente a los ensayos DPPH, ABTS y FRAP; y se hall6 una correlacion
positiva entre el contenido de fenoles y la actividad antioxidante, superior al contenido
de carotenoides. Se concluye que las semillas de Chenopodium quinoa Willd. presentan
diferente contenido de fenoles totales y carotenoides; y estan relacionados al color y
variedad, mientras que, su actividad antioxidante se relaciond con su contenido de
fenoles totales y carotenoides

Palabras clave: Chenopodium quinoa Willd., fenoles totales, carotenoides, actividad

antioxidante.
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ABSTRACT

The seed of Chenopodium quinoa Willd., is used as a food for its high nutritional value,
rich in proteins, minerals, vitamins, also, in bioactive compounds such as flavonoids,
phenolic acids, saponins tocopherols, fatty acids and carotenoids; for which, it is
considered a nutraceutical. Therefore, this research aimed to determine the content of
carotenoids and total phenols; as well as the antioxidant activity of 10 varieties of
quinoa seeds. The total phenol content was determined by the Folin - Ciocalteu method
and carotenoids according to Biswas et al. The Junin (7,364 mg GAE / g of sample)
and Blanca (7,052 mg GAE / g of sample) varieties had the highest total phenol content;
Meanwhile, the black varieties Ccoito (14,970 pg/g of sample) and black Ccollana
(10,955 pg/g of sample) had higher carotenoid contents, respectively. Likewise, the
black Ccollana, white Junin, and red Pasankalla varieties had greater activity in the
DPPH, ABTS, and FRAP assays; and a positive correlation was found between phenol
content and antioxidant activity, higher than that of carotenoids. It is concluded that
Chenopodium quinoa Willd. seeds have different contents of total phenols and
carotenoids, and these are related to color and variety, while their antioxidant activity
was related to their total phenol and carotenoid contents.

Keywords: Chenopodium quinoa Willd., total phenols, carotenoids, antioxidant activity
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CAPITULO 1. INTRODUCCION
La “quinua” Chenopodium quinoa Willd. es un pseudocereal que pertenece a la familia
Chenopodiaceae con aproximadamente 250 especies en todo el mundo, poseen un alto
valor nutritivo debido a su contenido rico en proteinas y aminoacidos esenciales.(Sezgin
& Sanlier, 2019) El Pert es un pais con grandes potencialidades para el desarrollo
agroexportador de la quinua debido al gran aporte alimenticio de esta, sumandose asi al
gran legado de productos andinos como lo son la maca, olluco, papa, caiihua, oca,
kiwicha, yacon, licuma entre otros (Romero et al., 2015).
Posee también una gran variedad genética que le permite ser capaz de adaptarse a diversos
medios y pisos ecologicos con diferentes condiciones de temperatura, altitud, y humedad
relativa. En Peru se han determinados cinco subcentros de diversidad genética, uno
ubicado en Puno que cuenta con la mayor diversidad genética de color, tamafio y sabores,
seguido por las regiones de Junin, Cusco, Ayacucho y Apurimac (Apaza et al., 2013)
Las investigaciones avocadas al estudio del contenido de carotenoides y su funcion en el
organismo son escasas, con un nimero limitado, sin embargo las existentes afirman que
la variabilidad de color y su diversidad genética estan relacionados con el contenido de
carotenoides (Campos et al., 2022).
Los carotenoides son compuestos producidos por organismos fotosintéticos, localizados
en hojas, tallos, semillas, flores, raices, frutos, tubérculos (Rodriguez-Amaya, 2001). En
la actualidad se conoce que los carotenoides incluyen alrededor de 700 compuestos
(Rodriguez-Amaya, 2001). Donde 50 de estos estdn presentes en la dieta humana,
principalmente, la luteina, el B-caroteno, a-caroteno, zeaxantina, (- criptoxantina,
transluteina y el licopeno (Khachik et al., 1997).
El cuerpo humano produce a través del metabolismo sustancias conocidas como
sustancias radicales o lo que es lo mismo, radicales libres y oxigeno singlete, responsables
de procesos como el dafio celular de proteinas y ADN. Esto es conocido como dafio

oxidativo asociado al envejecimiento, enfermedades degenerativas, cancer, enfermedades



visuales y cardiovasculares.(Britton, 2008; Krinsky & Johnson, 2005; Rodriguez-Amaya,

2001)

Estos antecedentes motivaron la evaluacion del contenido de carotenoides y la actividad

antioxidante que poseen 10 variedades de semillas de Chenopodium quinoa Willd.

“quinua” utilizando ensayos espectrofotométricos para cuantificar el contenido de

carotenoides, fenoles totales y los ensayos DPPH, ABTS y FRAP.

Por tales consideraciones se planteo los siguientes objetivos:

Objetivo general

e Determinar el contenido de carotenoides y la actividad antioxidante de diez variedades
de la semilla de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, Ayacucho 2024.

Objetivos especificos

e Determinar el contenido de fenoles totales en las diez variedades de semillas.

e Determinar el contenido de carotenoides en las diez variedades de semillas.

e Determinar la actividad antioxidante de las diez variedades de semillas.

e Relacionar el contenido de fenoles y de carotenoides con la actividad antioxidante en

las diez variedades de semillas.



CAPITULO II. MARCO TEORICO
2.1. Marco Referencial
2.1.1. Antecedentes Internacionales
Hagos et al. (2022) en la investigacion titulada “Desarrollo de métodos analiticos para la
determinacion de f-caroteno en muestras de pulpa, cdscara y polvo de semillas de
calabaza (Cucurbita maxima Duchesne (L.))”. Los autores tuvieron como objetivo
determinar métodos analiticos especificos para cuantificar 3-caroteno. Las metodologias
utilizadas fueron: método UV-Vis, método espectroscopico NIR método espectroscopico
FTIR. Los resultados demostraron que el método UV-Vis presentd mejor linealidad,
precision, exactitud y sensibilidad. Los autores concluyeron que los 3 métodos son
aplicables para cuantificar las concentraciones de -caroteno en pulpa, ciscara y semilla
de calabaza.
Liu et al. (2020) en la investigacion titulada “Actividades antioxidantes, antiinflamatorias
y antitumorales de compuestos fenolicos de semillas de Chenopodium quinoa Willd.”,
tuvo como objetivo investigar mas a fondo los perfiles y actividad fisiologica de las
sustancias fendlicas de la quinua. Se reveld que el contenido fendlico oscil6 entre 514,03
y 1409,54 mg EAG/100 g de muestra y entre 177,49 a 407,75 mg ERU/100 g de muestra;
asi mismo determino la actividad antioxidante, donde la quinua roja presentd mayor grado
de correlacion entre el contenido fenolico y la actividad antioxidante. El autor concluye
que la quinua es rica en componentes fendlicos y buena actividad antioxidante en especial
la roja y la negra.
Tang et al. (2014) en su trabajo de investigacion titulada “Caracterizacion de
composiciones de acidos grasos, carotenoides, tocoferol-tocotrienol y actividades
antioxidantes en semillas de tres genotipos de Chenopodium quinoa Willd.”, los autores
buscaron identificar los compuestos mas representativos presentes en las variedades
negra, roja y blanca; para la ejecucion de las pruebas se utilizd extracto metil tert-butil
éter y tetrahidrofurano (1:1) y leido a 450 nm en cromatdgrafo liquido. Se obtuvieron los

siguientes resultados: la variedad negra (17,61 pg/g muestra) tuvo el mayor contenido de



carotenoides en comparacion con la roja (14,97 ug/g de muestra) y blanca (11,87 pg/g de
muestra). Los autores concluyeron que la concentracion de carotenoides varia en funcioén
del color de la semilla de quinua.

Darwish (2020) en su investigacion titulada “Efecto de la germinacion sobre el perfil
nutricional de semillas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) y su potencial
antianémico en ratas albinas macho Sprague-Dawley”, tuvo como objetivo evaluar el
impacto del perfil nutricional al germinar las semillas de quinua. Utilizando diversas
metodologias, entre ellas la espectrofotométrica para cuantificar la variacion del
contenido de carotenoides y vitamina C. Los resultados demuestran un incremento de casi
un 26% entre la semilla y el brote de quinua (42 y 53 g/100 g extracto). El autor concluye
que los componentes nutricionales tienen un incremento importante tras ser germinados
y, por el contrario, los compuestos dafiinos como la saponina, taninos y el acido fitico
disminuyen en su concentracion.

Koziol (1992) en su investigacion “Composicion quimica y evaluacion nutricional de la
quinua” manifestd que el contenido de carotenoides presentes en pseudocereales como la
quinua (0,39 mg/100 g de materia seca) es considerablemente superior a cereales como
el arroz (0,01 mg/100 g de materia seca), el trigo (0,02 mg/100 g de materia seca) y la
cebada (0,01 mg/100 g de materia seca).

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Olivos (2020) en la tesis titulada “Evaluacion del contenido de carotenoides, la capacidad
antioxidante y contenido de compuestos fenolicos de Bunchosia armeniaca (Cav.) DC.”.
El autor tuvo como uno de sus objetivos determinar el contenido de B-caroteno presente
en el “cansa boca”. El autor utiliz6 el extracto etercloroférmico para cuantificar
carotenoides usando una solucidon estandar de B-caroteno diluido en éter de petrdleo,
utilizando 446 nm de longitud de onda en el espectrofotdometro UV-Vis. Se revel6 que el
contenido de carotenoides presentes en la pulpa de fruta es de 867,89 + 43,32 ng/100 g;
asimismo manifiesta que esta se relaciona de manera positiva con la actividad
antioxidante. Por lo cual el autor concluye que la cantidad de carotenoides presente en la
pulpa de la fruta es positiva y estd relacionada con la intensidad de la actividad
antioxidante.

Povis (2019) en la tesis titulada “Determinacion del contenido de carotenos de la harina
de céscara de Aguaje (Maurita flexuosa Lt.) obtenida por secado”. La autora tuvo como

objetivo determinar la concentracién de carotenoides presentes en productos derivados
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como la harina de cascara de aguaje obtenida a diferentes temperaturas. Los resultados
evidenciaron que la temperatura donde se obtuvo mayor contenido fue a 50 °C con 0,16
g/100 g. El autor concluye que la temperatura de 50 °C es la temperatura ideal para
producir harina de céscara de Aguaje.

Nizama (2019) en la tesis titulada “Contenido de compuestos carotenoides y
determinacion de la capacidad antioxidante in vitro de Physalis peruviana L.
“Aguaymanto”, la autora plante6 como objetivo determinar el contenido de compuestos
carotenoides y la capacidad antioxidante del Aguaymanto proveniente de la ciudad de
Cajamarca utilizando extracto étercloroférmico, el cual fue contrastado con solucién
estandar de B-caroteno. Sus resultados mostraron que el contenido total de carotenoides
fue de 139,73 ng/100 g. El autor concluye que el Aguaymanto presenta compuestos
carotenoides dentro de su composicion.

Donayre y Montalvan (2019) en la tesis titulada “Composicion nutricional, capacidad
antioxidante, compuestos fenolicos totales y B -caroteno en pulpa cruda y cocido de dos
variedades de Bactris gasipaes Kunth (pijuayo)”. Los autores tuvieron como uno de los
objetivos determinar el contenido de -caroteno presente en la pulpa cruda y cocida de
Pijuayo. Sus resultados evidenciaron que la presencia de B-caroteno fue de 4,11 mg/100
g para la pulpa cruda y 5,16 mg/100 g para la pulpa cocida; la autora concluye que la
diferencia entre el contenido de B-caroteno entre la pulpa cruda y cocida puede deberse a
la metodologia utilizada y no necesariamente al contenido presente en la muestra.
Carpio et al. (2017) en la investigacion titulada “Contenido de -caroteno, Hierro y Zinc,
efecto de almacenamiento y tipo de coccion en genotipos de Camote (Ilpomoea batatas
L), los autores tuvieron como uno de los objetivos determinar el contenido de B-caroteno
en distintas variedades de camote; el contenido de B-caroteno fue medido a una longitud
de onda de 450 nm y se identific6 mediante HPLC. Sus resultados mostraron que el
contenido de B-caroteno oscilo entre 7,62 y 18,93 mg/100 g. El autor concluye que el
contenido de B-caroteno varia segtin el tiempo de almacenamiento y los tipos de coccidén
a los cuales fue sometido el camote.

Chacaliaza et al. (2016) en el articulo de investigacion titulada “Composicion quimica
aproximada y contenido de sustancias bioldogicamente activas, componentes activos en
las hojas de dos cultivares de quinua (Salcedo y Altiplano) producido en Peru”, los autores
estudiaron dos variedades de quinua, Salcedo y Altiplano, con el objetivo de describir su

composiciéon quimica y contenido de compuestos bioactivos como pigmentos,



polifenoles, flavonoides y su actividad antioxidante. No se observaron variaciones
significativas entre ambas variedades, salvo en el contenido de cenizas totales: 2,8% para
Salcedo y 3,6% para Altiplano. En cuanto al contenido total de pigmentos en hojas,
Salcedo presentd un valor mayor (4816,77 ng/g de muestra seca) en comparacion con
Altiplano (2662,92 pg/g). Por otro lado, la actividad antioxidante fue mayor en Altiplano
(16,32 mmol ET/g de muestra) frente a Salcedo (11,95 mmol ET/g de muestra). Los
autores concluyeron que las hojas de quinua muestran un potencial prometedor como
fuente de compuestos bioactivos, Utiles para la industria alimentaria, especialmente en la
elaboracion de infusiones.

2.1.3. Antecedentes locales

Quispe (2024) en la tesis titulada “Contenido de fenoles totales y 4cidos fenolicos en el
germinado y sin germinar de semillas de variedades de Chenopodium quinoa Willd.
(quinua)”, el autor planted6 como objetivo determinar la concentracion de fenoles totales
y flavonoides en diferentes variedades de quinua germinadas y carente de ello. Sus
resultados mostraron que la variedad blanca choclera germinada y la variedad negra
ccollana sin germinar presentaron 307,89 y 271,16 mg GAE/g de muestra para
concentracion de fenoles totales. El autor concluye que el proceso de germinacion influye
directamente en el contenido de fenoles totales, acidos fenolicos y su actividad
antioxidante.

Misaraime (2023) en la tesis titulada “Actividad antioxidante, fenoles totales y
flavonoides de veinte variedades de la semilla de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.
Ayacucho”, la investigacion tuvo el objetivo de determinar el contenido de flavonoides y
fenoles totales, para luego determinar la actividad antioxidante de diversas variedades de
quinua. Los resultados revelaron que la variedad negra Qoito posee el mayor contenido
de fenoles totales con 287,60 mg GAE/g de muestra; asimismo la variedad roja de Chiara
presentd el mayor contenido de flavonoides, mientras que la mayor respuesta a los
ensayos de actividad antioxidante fue para la variedad blanca Choclito. El autor concluye
que los diversos extractos metanodlicos de quinua presentaron diferente proporcion de
fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante.

Lope (2020) en la tesis titulada “Capacidad antioxidante, fenoles totales y flavonoides de
veinte variedades de las semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “Quinua”,
Ayacucho 20207, el autor realizd una investigacion de tipo descriptiva, donde su objetivo

fue determinar la concentracion de fenoles totales y flavonoides, y luego determinar la



capacidad antioxidante presentes en diferentes variedades de quinua. Sus resultados
muestran que el mayor contenido de fenoles fue de la variedad Pasankalla (31,28 mg
GAE/g muestra), mientras que la mayor capacidad antioxidante fue de la variedad
Pasankalla por DPPH y Negra Ccollana por ABTS. El autor concluye que las diferentes
variedades presentan diferente concentracion de fenoles totales, flavonoides y diferente
capacidad antioxidante.

2.2. Marco Tedrico

2.2.1. Chenopodium quinoa Willd. “quinua”

2.2.1.1 Clasificacion taxondmica.

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE ; MAGNOLIOPSIDA

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

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

Nota. Constancia de identificacion taxondmica (Anexo 1).

2.2.1.2. Nombres comunes. Al estar distribuida en varias regiones del Peru, esta
posee varias denominaciones (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego, 2018).
Tabla 1

Denominaciones comunes de Chenopodium quinoa Willd.

Idioma Denominaciones comunes

Quechua Kiuna, quinua, parca

Aimara Supha, jopa jupha, juira, ccallapi, vocali

Espaiiol Quinua, quinoa, quinqua, kinoa, triguillo, trigo inca, arrocillo,

arroz del Pert.

Nota. Datos tomados del listado del Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (2018).
2.2.1.3. Descripcion botanica. Es una especie anual de hojas anchas y
dicotiledoneas, que cominmente alcanza alturas entre 1 y 2 metros. Su tallo principal
posee hojas lobuladas y fragiles, y puede presentar ramificaciones dependiendo de la
variedad y la densidad del cultivo. La raiz principal suele tener una longitud de entre 20

y 25 cm, desarrollando una densa red de raices secundarias que pueden alcanzar



profundidades similares a la altura de la planta. Las inflorescencias, conocidas como
paniculas o panojas, se ubican generalmente en el extremo superior de la planta, aunque
en ocasiones pueden aparecer mas abajo en el tallo. Las flores, carentes de pétalos y de
pequeiio tamafio, son mayoritariamente bisexuales y se reproducen por autofecundacion.
El fruto, seco y con un diametro aproximado de 2 mm, contiene entre 250 y 500 semillas
y estd rodeado por el caliz, que presenta una coloracidon en apariencia semejante al resto
de la planta. Las semillas, de superficie lisa, y debido a su diversidad genética, estas
pueden variar de colores como rosado, amarillo, rojo, negro, naranja, blanco. El embrion
representa el mayor porcentaje del peso de cada grano con alrededor del 60 % y rodea al
endospermo en forma de anillo, el cual se separa durante la coccion (Ministerio de
Desarrollo Agrario y Riego, 2018).

2.2.1.4. Distribucion y habitat. Se encuentra distribuida en varias regiones del
pais, principalmente en la zona sierra alta, Suni o Altiplano (3500 — 4000 m.s.n.m.), en
los valles interandinos (2500 - 3500 m.s.n.m.), ademas en la costa (0 — 500 m.s.n.m.) y
zona yunga del Pert1 (500 — 2500 m.s.n.m.) (Gémez & Aguilar, 2016). En el Peru se han
identificado 5 regiones que albergan la mayor diversidad genética, entre las cuales esta
principalmente Puno con la mayor variedad, seguida de Junin, Cusco, Ayacucho y
Apurimac (Apaza et al., 2013).

2.2.1.5. Composicion quimica. Las semillas presentan en su composicion
quimica aminodcidos esenciales, &cidos grasos esenciales, minerales, vitaminas y
compuestos bioactivos (4cidos fendlicos y flavonoides) (Pereira, 2014).
Tabla 2

Composicion quimica de las semillas de Chenopodium quinoa Willd.

Grupo quimico Integrantes principales
Aminoacidos esenciales Isoleucina, Leucina, Tript6éfano, Fenilalanina, Lisina,
Valina, Metionina, Treonina, e Histidina
Acidos grasos esenciales Acido a-linolénico y 4cido linoleico
Minerales Cobre, Calcio, Manganeso, Hierro, Magnesio, zinc, Sodio
y Fosforo.
Vitaminas Piridoxina, Niacina, Riboflavina, a-Tocoferol, Acido

Pantoténico, Piridoxina y Tiamina
Compuestos bioactivos  Flavonoides (Quercetina, Kaempferol, Epigalocatequina,
Epicatequina y Biochanina A) y Acidos Fendlicos
(vainillinico, cafeico, ferulico, p-hidroxibenzoico,
isoferulico y p-cumarico).




Nota. Datos tomados de Quinua (Chenopodium quinoa Willd.)(Pereira, 2014).

2.2.1.6. Variedades. Las variedades comerciales en el Pert segun el INIA
(Instituto Nacional de Innovacion Agraria), estan clasificadas segun su concentracion de
saponina, color caracteristico, dimension de grano y la zona o region recomendada para
su adaptacion (Gomez & Aguilar, 2016).
Tabla 3.

Variedades comerciales peruanas y caracteristicas principales de calidad y region de

adaptacion.
L Color
Nombre Concentracion de Tamafio Region Recomendada
de Saponina
grano
INIA Altiplano Dulce Crema  Grande Altiplano y costa
INIA Amarilla Amarga Amarilla  Grande Valles interandinos
Sacaca
INIA Negra Dulce Gris Pequena  Altiplano, valles interandino
Ccollana y costa
INIA Pasankalla Dulce Gris Mediana  Altiplano, valles interandino
y costa
lpa INIA Dulce Crema  Grande Altiplano
Salcedo INIA Dulce Crema  Grande  Altiplano, valles interandino
y costa
Qillahuaman INIA Semi dulce Crema  Mediano Valles interandinos
Ayacuchana INIA Semi dulce Crema  Pequeiia Valles interandinos
Amarilla Marangani Amarga Naranja  Grande Valles interandinos
Blanca Juli Semi dulce Crema  Pequefia Altiplano
Blanca Junin Semi dulce Crema Mediana  Valles interandinos y costa
Cheweca Semi dulce Crema  Mediana Altiplano
Huacariz Semi dulce Crema Mediana Valles interandinos
Hualhuas Dulce Crema Mediana Valles interandinos
Huancayo Semi dulce Crema Mediana Valles interandinos
Kancolla Semi dulce Crema  Mediana Altiplano
Mantaro Dulce Crema  Mediana Valles interandinos
Rosada de Junin Semi dulce Crema  Pequefia Valles interandinos
Rosada Taraco Amarga Crema  Pequefia Altiplano
Rosada de Semi dulce Crema  Mediana Valles interandinos
Yanamango

Nota. Datos tomados de Guia de cultivo de la quinua, UNALM (Gémez & Aguilar, 2016).

9



2.2.1.7. Propiedades y uso tradicional. Es considerada como nutracéutico,
debido a que contiene elementos nutritivos y terapéuticos; su alto contenido de nutrientes
lo ha posicionado como uno de los alimentos de mayor demanda en los Estados Unidos
y Europa (Furce et al., 2014). La semilla es usada principalmente como superalimento,
debido a su rico contenido proteico y sus diversas propiedades nutracéuticas. En la
actualidad, la quinua es utilizada para la elaboracion de diversos productos a nivel
industrial, tales como bebidas, galletas, panes, barras nutritivas, entre otras variedades

(Pereira, 2014).

2.2.2. Antioxidantes y radicales libres

2.2.2.2. Antioxidantes. Es toda sustancia que retrasa o previene el dafio celular
causado por la oxidacion. Aunque la oxidacién es un proceso necesario para producir
energia y mantener el funcionamiento del cuerpo, también puede provocar dano celular,
provocando enfermedades. Los antioxidantes actuan neutralizando los radicales libres
responsables de este dafio. Son relativamente nuevas en el ambito médico, pero han sido
estudiadas en otras areas cientificas durante mucho tiempo (Youngson, 2005).
Estos se pueden clasificar segiin su grupo quimico y su mecanismo de accion: Enzimas
(catalasa, glutation peroxidasa, etc.), antioxidantes no enzimaticos preventivos como el
acido urico y bilirrubina) y antioxidantes nutricionales (metales componentes y cofactores
de enzimas antioxidantes, vitaminas, acido ascorbico, a-tocoferol, P-caroteno,
compuestos fenodlicos, los cuales actian como secuestradores de las ERO) (Bonnefoy
et al., 2002; Fusco et al., 2007).

2.2.2.3. Radicales libres. Son compuestos quimicos caracterizados por poseer un
electron no apareado en su orbital mas externo, lo que les confiere una gran inestabilidad
y reactividad. Suelen tener una vida media breve, actiian en las proximidades de su sitio
de formacioén y resultan complicados de cuantificar (Basaga, 1990; Cheeseman & Slater,
1993). No obstante, estos radicales libres intervienen en varios procesos fisioldgicos,
como la defensa frente a agentes infecciosos, la mitosis, la activacion enzimatica, la
quimiotaxis, entre otros (Gutiérrez, 2012; Valko et al., 2007).
Existe un término que agrupa a los radicales libres y otras sustancias radicalicas, estas
son llamadas especies reactivas del oxigeno (ERO). Las principales ERO son: Radical
hidroxilo (HO"), peréxido de hidrogeno (H203), anion superdxido (O2"), oxigeno singlete
(102), éxido nitrico (¢NO), semiquinona (ROO*) y ozono (O3) (Beckman & Koppenol,
1996; Naqui et al., 1996).
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2.2.3. Carotenoides

Son compuestos de la familia de los tetraterpenos (pigmentos liposolubles), formados por
varias unidades de isopreno y caracterizados por tener un anillo de ciclohexano insaturado
en cada extremo (Carranco, 2011; Rodriguez-Amaya, 1999). Estos compuestos poseen
actividad antioxidante, estan presentes en los pigmentos de color amarillo, rojo y naranja;
los més conocidos son el B-caroteno (figura 1), a-caroteno, zeaxantina y licopeno (Drago
et al., 2006).

Figura 1

Estructura quimica de fp-caroteno.

Nota. Imagen obtenida de Componentes bioactivos de alimentos funcionales de origen
vegetal (Drago et al., 2006).

Existen dos tipos principales de carotenoides: los carotenos, que no contienen oxigeno en
sus anillos terminales, y las xantofilas, que si lo tienen. Hasta ahora, se han identificado
mas de 600 carotenoides, aunque solo una fraccién estd presente en los alimentos
(Carranco, 2011; Rodriguez-Amaya, 1999).

Tabla 4

Presencia de carotenoides en diferentes alimentos.

Fuente alimenticia Carotenoides
e Zanahoria (Daucus carota) a- y B-caroteno
e Tomates (Lycopersicum spp) Licopeno
o Alfalfa (Medicago sativa), maiz (Zea Mays), Luteina/Zeaxantina
cempasuchil (7agetes erecta), huevo de gallina
e Naranja (Citrus sinensis) Violaxantina, B-criptoxantina,
luteina/zeaxantina
e Salmoén (Salmo spp), crustaceos, microalgas y Astaxantina
levaduras
e Crustaceos Cantaxantina
o Azafran (Crocus sativus) Crocentina

Nota. Datos obtenidos de Carotenoides y su funcion antioxidante (Carranco, 2011).
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2.2.4. Compuestos fendlicos y fenoles totales

Las plantas producen una amplia gama de sustancias secundarias que poseen un grupo
fenol en su estructura. Estos compuestos se conocen como compuestos fenolicos,
polifenoles o fenilpropanoides, y todos ellos se originan a partir del fenol (figura 2), una
molécula compuesta por un anillo aromético unido a un grupo hidroxilo (Isaza, 2007).
Figura 2.

Grupo fenol caracteristico de la estructura de los compuestos fenolicos.

OH

Nota. Figura obtenida de Taninos o polifenoles vegetales (Isaza, 2007).
La mayoria de los compuestos fenolicos son hidrosolubles, solubles en solventes polares.
La solubilidad en agua aumenta generalmente al aumentar el nimero de grupos hidroxilo
(Vina et al., 2013).
Su clasificacion tiende a ser dificultosa debido a su gran variedad; sin embargo, la mas
arraigada tiende a ser la siguiente: compuestos fenolicos simples, flavonoides y
estilbenos, lignina, taninos y otros compuestos fenolicos (Vifa et al., 2013).
Tabla S.

Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Clase Ejemplos

Compuestos Fenolicos simples e  Fenilpropanoides (4cido cinamico, p-cumarico,
cafeico, fertilico y sindpico)
e Cumarinas e hidroxicumarinas (cumarina,
umbeliferona, esculetina, escopoletina)
e Derivados del acido benzoico (vainillina, acido
salicilico, 4cido galico)

Flavonoides y estilbenos

Flavonoides (chalconas, flavonas, flavonoles,
flavononas, isoflavonas y antocianidinas)

e Estilbenos (resveratrol, viniferina)

Nota. Datos obtenidos de Compuestos fendlicos (Creus, 2004; Viia et al., 2013).
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Tabla S.

Clasificacion de los compuestos fenolicos.

Clase Ejemplos

Lignina e Fenilpropanoides (alcohol cumarilico,
coneferilico y sinapilico)
Taninos e Taninos hidrolizables y condensados
Otros compuestos fendlicos e  Fenilpropenos  (eugenol,  cinamaldehido,
miristicina)
e Lignanos (pinorresinol, malognol, arctigenina)

e Cutinay suberina

Nota. Datos obtenidos de Compuestos fendlicos (Creus, 2004; Viia et al., 2013).

2.2.5. Metodologia de determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante hace referencia a la habilidad de ciertos compuestos para
prevenir o reducir los dafios causados por procesos de oxidacion (Londofio, 2012).
Actualmente, existen varios métodos para medir esta actividad, entre ellos los ensayos
DPPH, ABTS, FRAP, ORAC, TRAP, DCFH-DA, entre otros. Estos procedimientos estan
estandarizados y deben cumplir con varios criterios: emplear radicales biologicamente
relevantes, ser sencillos de aplicar, tener un propdsito claro respaldado por un mecanismo
conocido, utilizar equipos accesibles, evaluar antioxidantes tanto lipofilicos como
hidrofilicos, ofrecer resultados reproducibles y ser adecuados para el andlisis de un gran
numero de muestras (Fernandez et al., 2006; Londofio, 2012).

Las metodologias mas comunes para medir la actividad antioxidante se basan en
mecanismos como la transferencia de atomos de hidrogeno (ORAC, TRAP, DCFH-DA),
transferencia de electrones (DPPH, ABTS, FRAP) y otros métodos como la voltametria
ciclica, el ensayo luminol y el TOSC (Fernandez et al., 2006).

Tabla 6

metodologias empleadas en la determinacion de la actividad antioxidante.

Método Medida Técnica Cuantificacion Expresion Muestras
Resultados

DPPH Descenso Espectrofotometria ~ Abs. 515nm  Eq. Trolox  Fenoles.
DPPH alimentos,

bebidas

ABTS Descenso Espectrofotometria ~ Abs. 414 nm  Eq. Trolox  Fenoles,
ABTS" alimentos,

bebidas
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Tabla 6

metodologias empleadas en la determinacion de la actividad antioxidante.

Método  Medida Técnica Cuantificacion Expresion Muestras
Resultados
FRAP Reduccion de Espectrofotometria ~ Abs 593 nm umol Alimentos,
TPTZ Fe*"a Fe*'/L bebidas,
TPTZ Fe** muestras
biologicas
ORAC Inhibicion de Fluorimetria Fla 540/560  Eq. Trolox  Fenoles,
fluorescencia nm alimentos,
bebidas,
muestras
bioldgicas
TRAP  Oxigeno Electrodo de Longitud e fase Eq. Trolox Alimentos,
consumido oxigeno de retraso muestras
bioldgicas
DCFH- Inhibicion Espectrofotometria ~ Abs 504 nm  Eq. Trolox = Muestras
DA oxidacion Fluorimetria Fl a 504/529 bioldgicas
DCFH-DA nm

Nota: Abs (Absorbancia), F1 (Fluorescencia), nm (nandmetros), Eq (Equivalente), umol
Fe?*/L (micromol de hierro ferroso por Litro). Datos obtenidos de Métodos de evaluacion
de actividad antioxidante (Fernandez et al., 2006).

2.3. Marco conceptual

Actividad antioxidante. Es la accion que existe entre un agente antioxidante y un radical
libre (especies reactivas de oxigeno o nitrégeno), donde el primero inhibird o prevendra
la degradacion oxidativa; esta actividad tendrd diferente intensidad segin el agente
antioxidante. Esta diferencia de intensidad puede ser medida a través de diferentes
métodos cuantitativos (Apak et al., 2016).

Antioxidante. Son sustancias que neutralizan radicales libres al captar su electron
desapareado, reduciendo asi el estrés oxidativo. Esto previene la oxidacion de proteinas,
lipidos y ADN, cuya alteracion puede contribuir al desarrollo de enfermedades como
diabetes, patologias cardiovasculares, neurodegenerativas (como Parkinson y Alzheimer)
e incluso cancer (Sanchez, 2018).

Radical libre. Los radicales libres son moléculas o &tomos con electrones desapareados
que reaccionan facilmente con biomoléculas, causando oxidacion. Las especies reactivas
del oxigeno (ERO), como los radicales libres y el peroxido de hidrégeno, se generan por
procesos celulares o factores externos, y pueden tener efectos tanto beneficiosos como

perjudiciales en las células (Sanchez, 2018).
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Carotenoide. Compuesto bioactivo presente en diferentes alimentos, que tiene muchas
propiedades como el B-caroteno que es metabolizado a vitamina A; otros carotenoides
presentan actividad antioxidante, ya que pueden estabilizar al oxigeno singlete y
convertirlo a una forma menos reactiva (Londofio, 2012).

Fenoles totales. Compuestos bioactivos ampliamente estudiados por su actividad
antioxidante, como fenoles, polifenoles, flavonoides y otros. Su mecanismo se basa en
retardar la oxidacion de otras moléculas, evitando reacciones en cadena debido a los
radicales libres (Rivas et al., 2019).

DPPH. El ensayo DPPH es una técnica colorimétrica simple, econémica y ampliamente
utilizada para medir la capacidad antioxidante en compuestos quimicos, extractos
vegetales, alimentos y farmacos. Sin embargo, presenta limitaciones, como su baja
sensibilidad a antioxidantes hidrofilicos y el hecho de que no refleja completamente las
condiciones biologicas reales (Apak et al., 2016).

ABTS. El ensayo ABTS es un método colorimétrico sencillo y versatil para medir la
capacidad antioxidante en diversas muestras. Evalua la reduccion del radical ABTS*e por
antioxidantes, permitiendo analizar compuestos hidrofilicos y lipofilicos. Una de sus
limitaciones es que no simula con precision las condiciones bioldgicas reales (Apak et al.,
2016).

FRAP. El ensayo FRAP (Poder Antioxidante Reductor de Hierro) es un método
colorimétrico que determina la capacidad antioxidante de una muestra al medir su
capacidad para reducir iones férricos (Fe*") a ferrosos (Fe**). Esta reaccion forma un
complejo de color azul intenso con el reactivo TPTZ. Es una técnica rdpida, sencilla y
reproducible, pero su principal limitacion es que solo evalua la capacidad reductora, sin
considerar otros mecanismos antioxidantes como la neutralizacion directa de radicales
libres (Apak et al., 2016).

2.4. Marco Etico y Legal

Esta investigacion es de tipo descriptivo; se orienta al andlisis del contenido de
carotenoides, fenoles totales y la actividad antioxidante en semillas de Chenopodium
quinoa Willd. (quinua). Al no involucrar experimentacion en seres humanos ni animales,
se considera una investigacion de riesgo minimo, sin implicaciones é€ticas directas sobre
la integridad fisica o emocional de personas, ni sobre el bienestar animal.

El estudio se ha desarrollado bajo los principios de honestidad, transparencia,

responsabilidad y rigor cientifico, aplicando buenas practicas de laboratorio y respetando
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las normas de bioseguridad en el manejo de sustancias quimicas y residuos. Asimismo,
se ha cumplido con la Ley N° 27811, que protege los conocimientos colectivos de los
pueblos indigenas vinculados a los recursos biologicos, en caso de que el material vegetal
provenga de zonas con patrimonio biocultural. También se ha observado lo dispuesto en
la Ley General del Ambiente (Ley N° 28611), garantizando practicas sostenibles en la
recoleccion y analisis de muestras.

En cuanto a la difusion de los resultados, se promueve una divulgacién responsable,
comunicando los hallazgos de manera clara, objetiva y sin exagerar beneficios ni omitir
limitaciones. Ademas, se garantiza el acceso a la informacion, procurando que los datos
obtenidos estén disponibles para la comunidad cientifica y el publico, promoviendo asi el
uso transparente y ético del conocimiento generado.

Todos los resultados serdn utilizados exclusivamente con fines académicos y cientificos,
respetando la autoria intelectual, evitando cualquier forma de plagio o manipulacion y

manteniendo los principios fundamentales de la integridad cientifica.
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CAPITULO III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Alcance de investigacion
El alcance de la investigacion es descriptivo (Herndndez & Mendoza, 2018).
3.2. Diseiio de investigacion
El disefio de esta investigacion corresponde a uno no experimental transversal de tipo
descriptivo (Hernandez & Mendoza, 2018).
3.3. Unidad de analisis
Semillas de Chenopodium quinoa Willd.
3.4. Poblacion de estudio
La poblacion estuvo constituida por las semillas de diez variedades de Chenopodium
quinoa Willd. “quinua” obtenidas de las zonas de producciéon de la region Ayacucho,
Huancayo, Puno y del Instituto Nacional de Innovacion Agricola (INIA).
3.5. Muestra
La muestra fueron 20 gramos de cada variedad de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”,
las variedades de estudio seran: Blanca, Blanca Junin, Negra Ccoito, Negra Ccollana,
Roja Pasankalla, Amarilla, Santa Ana, Salcedo, Acollina y Negra Huamanguilla. Se
realizo el muestreo por triplicado.
3.6. Criterios de Seleccion
3.6.1. Criterios de inclusion
Estuvieron incluidas todas las semillas de Chenopodium quinoa Willd., que se encuentren
en buen estado y que pertenezcan a las variedades mencionadas en la seccion de muestra.
3.6.2. Criterios de exclusion
Se evitaron las muestras con presencia de contaminantes como piedras pequeias, tierra u
otros contaminantes.
3.7.Técnicas e Instrumentos de recoleccion de datos
3.7.1. Determinacion de contenido de Carotenoides.

3.7.1.1. Obtenciéon de extracto. La obtencion del extracto de las diferentes

muestras se llevo a cabo mediante la metodologia de Biswas et al. (2011), para lo cual
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se pes6 20 gramos de muestra, previamente molida con ayuda de un mortero, esto para
maximizar el contacto de la muestra con el solvente. Para la extraccion, se peso 1 gramo
de cada muestra y se puso dentro de un tubo de ensayo; luego se agregd 5 mL de acetona
fria (acondicionada a 4 °C), y se mantuvo en el tubo durante 15 minutos con agitacion
ocasional, manteniendo la temperatura en 4 °C; luego se agit6 con ayuda del vortex a
alta velocidad durante 10 minutos y, al terminar, se centrifug6é a 3000 rpm durante 10
minutos. Separamos el sobrenadante en otro tubo de ensayo y repetimos el
procedimiento de extraccion con el residuo. Al terminar, juntamos ambos sobrenadantes,
filtramos con Whatman N° 42 y reservamos la muestra para el ensayo de cuantificacion
de carotenoides (Anexo 2).
Una vez concluido el ensayo de cuantificacion de carotenoides, la muestra fue llevada
al congelador para permitir la evaporacion del solvente y evitar la degradacion de las
muestras. Una vez que el solvente se evaporé completamente, fue reconstituido con 10
mL de metanol para continuar con los ensayos de contenido de fenoles totales y actividad
antioxidante (Anexo 2).

3.7.1.2. Determinacion de contenido de carotenoides. La cuantificacion de
carotenoides en las muestras se llevdo a cabo mediante espectrofotometria UV-Vis,
siguiendo el método de Biswas et al. (2011), para lo cual se utilizé el extracto obtenido
en el anterior procedimiento y se prepararon soluciones blanco y curvas de calibracion a
partir de una soluciéon madre estandar de 32 pg/mL, la cual fue diluida para obtener
concentraciones de 8; 4; 2; 1; 0,50; 0,25 y 0,125 pg/mL (anexo 2), las cuales fueron
protegidas de la luz para evitar su degradacion (Biswas et al., 2011).
Las muestras fueron leidas a 454 nm de manera directa, junto a los estdndares y solucion
blanco (Anexo 2). Los resultados fueron expresados en microgramos de carotenoides por
gramo de muestra (g carotenoides/g muestra), utilizando la curva de calibracion de f3-
caroteno (anexo 3).
3.7.2. Determinacion de contenido de fenoles totales
La cuantificacion de fenoles totales se realiz6 mediante el método de Folin-Ciocalteu
modificado de Swain y Hillis (1959), utilizando acido géalico como estdndar (1 mg/mL)
y una curva de calibracidon con concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 ng/mL. Las
soluciones estandar y blanco fueron tratadas junto con las muestras; el procedimiento
consistio en tomar 150 pL de cada solucién y, en el caso de las muestras, fue por

triplicado, a los que se les adicionaron 2400 pL de agua destilada, 150 puL de Folin-
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Ciocalteu 0.25 N agitando por 5 minutos y dejando reaccionar por 3 minutos; luego se
agregd 300 uL de carbonato de sodio 1 N. La mezcla se dejé reaccionar durante 2 horas
en oscuridad a temperatura ambiente (23 °C). Las lecturas se realizaron a 725 nm, los
resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico por gramo de muestra
(mg GAE/g de muestra) usando la curva de calibracion de acido galico (Anexo 4).
3.7.3. Determinacion de actividad antioxidante

3.7.3.1. Ensayo del radical DPPH. La evaluacion de la actividad antioxidante
se hizo mediante el ensayo de radical DPPH descrito por Thaipong et al. (2006), para
lo cual fue necesario preparar una solucion madre de DPPH (1,1-difenil-picril-
hidrazilo), disolviendo 24 mg en 100 mL de metanol, y se mantuvo a 20 °C hasta su uso.
La solucién de trabajo se obtuvo mezclando 10 mL de solucion madre con 45 mL de
metanol para obtener una absorbancia de 1,17 £ 0,02 unidades a 515 nm en el
espectrofotometro (Thaipong et al., 2006).
Se tom6 150 pL de muestra, se agregd 2850 puL de solucion de DPPH y se dejo
reaccionar durante 24 horas en la oscuridad y se realizo la lectura de la absorbancia a
515 nm. Se utiliz6 una curva de calibracion con Trolox con las siguientes
concentraciones (100, 200, 400, 600 y 800 uM) a los cuales se les hizo el mismo
procedimiento usado con la muestra y fueron leidas a 515 nm (anexo 5).
Los resultados fueron expresados en mM TE/g de muestra (Thaipong et al., 2006)
utilizando la curva de calibracion de Trolox (anexo 6).

3.7.3.2. Ensayo del radical ABTS. La evaluacion de la actividad antioxidante
se hizo mediante el ensayo de radical ABTS descrito por Thaipong et al. (2006), para
lo cual se prepar6 una solucion madre de ABTS" (4cido-2,2’-azinobis,-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfonido) 7,4 mM y de persulfato de potasio 2.6 mM, los cuales
fueron mezclados en cantidades iguales, dejandolos reaccionar por 12 horas a
temperatura ambiente en la oscuridad. Al terminar, se mezclé 1 mL de la solucién con
60 mL de metanol, se realiz6 la lectura de esta a 734 nm y la lectura se ajusté a 1,17 £
0,02 utilizando el espectrofotometro.
Se tom6 150 uL de muestra, se agregd 2850 uL de ABTS" y se dejo reaccionar por 2
horas en lugar oscuro protegido de la luz para luego realizar la lectura de las
absorbancias a 734 nm (anexo 7).
Se utilizd una curva de calibracion con Trolox (50, 100, 200, 300 y 400 uM) (anexo 8)

y los resultados fueron expresados en mM TE/g de muestra.
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3.7.3.3. Ensayo del poder reductor del hierro (FRAP). La evaluacion de la
actividad antioxidante se hizo mediante el ensayo FRAP descrito por Thaipong et al.
(2006), para lo cual se prepar6 una solucion madre de buffer acetato 300 mM (pH 3,6),
solucion 10 mM de TPTZ (tripiridil-s-triazina) disuelto en solucién 40 mM de acido
clorhidrico y solucion 20 mM de cloruro férrico. La solucién de trabajo se obtuvo
mezclando 2,5 mL de soluciéon TPTZ, 25 mL de buffer acetato y 2,5 mL de solucion de
cloruro férrico; la solucion resultante se acondicion6 a 37 °C antes de usar (Thaipong
et al., 2006).
Se tomo 150 pL de muestra, se agregd 2850 pL de solucion FRAP, dejandolo reaccionar
por 30 minutos protegido de luz en un lugar oscuro; luego se realizaron las lecturas de
las muestras a 593 nm (anexo 9).
Se utiliz6 una curva de calibracién de Trolox de 50, 100, 200, 400, 600 y 800 uM de
Trolox (anexo 10) y los resultados obtenidos fueron expresados en mM de TE/g de
muestral (Thaipong et al., 20006).
3.8. Analisis de datos
Los valores de contenido de carotenoides, fenoles totales y actividad antioxidante se
presentan como promedios mas el error estdndar de la media. Los resultados se
presentaron en tablas y/o figuras. Para la comparacion de medias, se realizo previamente
la prueba de homogeneidad de varianza de Levene, seguida de un andlisis de varianza
ANOVA, prueba de comparaciones multiples de Scheffé y prueba de correlacion de
Pearson con un 95% de nivel de confianza. Para el andlisis de datos se utilizaron los

programas Microsoft Office Excel y SPSS.

20



CAPITULO IV. RESULTADOS
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Figura 3

Contenido de carotenoides en las semillas de diferentes variedades de Chenopodium

quinoa Willd.
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Variedad de semillas de Chenopodium Quinoa Willd.
Nota. QBJ: Quinua Blanca Junin; QAM: Quinua Amarilla; QRP: Quinua Roja
Pasankalla; QNC: Quinua Negra Ccoito; QAC: Quinua Acollina; QSA: Quinua Salcedo;
QBL: Quinua Blanca; QNCC: Quinua Negra Ccollana; QNH: Quinua Negra
Huamanguilla; QSN: Quinua Santa Ana. Prueba de homogeneidad de Levene (p =0,512).
Anélisis de varianza (p =2.363E2%). Comparaciones multiples de Scheffe, las letras a, b,

¢, d, e, fy g representan subconjuntos homogéneos
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Figura 4
Contenido de fenoles totales en las semillas de diferentes variedades de Chenopodium

quinoa Willd.
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Nota. QBJ: Quinua Blanca Junin; QAM: Quinua Amarilla; QRP: Quinua Roja
Pasankalla; QNC: Quinua Negra Ccoito; QAC: Quinua Acollina; QSA: Quinua Salcedo;
QBL: Quinua Blanca; QNCC: Quinua Negra Ccollana; QNH: Quinua Negra
Huamanguilla; QSN: Quinua Santa Ana. Prueba de homogeneidad de Levene (p =0,438).
Anélisis de varianza (p = 1,536E%°). Comparaciones multiples de Scheffe, las letras a, b,

c, d, e, fy g representan subconjuntos homogéneos.
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Figura 5§
Actividad antioxidante mediante metodologia DPPH, ABTS+ y FRAP de diferentes variedades de Chenopodium quinoa Willd.
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QBL: Quinua Blanca; QNCC: Quinua Negra Ccollana; QNH: Quinua Negra Huamanguilla; QSN: Quinua Santa Ana. Prueba de homogeneidad de Levene (DPPH 0,852;
ABTS+ 0,836 y FRAP 0,635). Analisis de varianza (DPPH 2,475E2%; ABTS+ 1,917E° y FRAP 7,537E-??). Comparaciones multiples de Scheffe, las letras a, b, c, d, ¢, 'y

g representan subconjuntos homogéneos.
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Tabla 7
Prueba de correlacion de Pearson para el contenido de carotenoides, fenoles totales y

la actividad antioxidante en las semillas de Chenopodium quinoa Willd. (quinua).

Correlaciones
Fenoles

Carotenoides totales DPPH ABTS FRAP
Carotenoides 1 -0,51™ 0,11 0,05 -0,14
Fenoles totales -0,51™ 1 0,47 0,45" 0,36
DPPH 0,11 0,47* 1 0,97 ,011
ABTS 0,05 0,45" 0,97" 1 -0,05
FRAP -0,14 0,36 0,01 -0,05 1

Nota. **. La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral), *. La correlacion es significativa

en el nivel 0,05 (bilateral).

26



CAPITULO V. DISCUSION

En este estudio se determind el contenido de carotenoides, fenoles totales y la actividad
antioxidante en diez variedades de semillas de quinua. El estudio de estos compuestos
bioactivos es importante para conocer el potencial de la quinua como fuente de
antioxidantes para la prevencion del dafio oxidativo y las enfermedades asociadas a este
proceso. Para la determinacion de dichos compuestos, se utilizaron diferentes
metodologias para su cuantificacién, como es el caso de los carotenoides mediante
espectrofotometria con el método de Biswas et al. (2011), los fenoles totales con el
método de Folin-Ciocalteu modificado por Swain & Hillis (1959) y la actividad
antioxidante a través de los ensayos DPPH, ABTS y FRAP descritos por Thaipong et
al. (2006).

En la figura 3 se ve una marcada variabilidad en el contenido de carotenoides que
presentan las diferentes variedades de estudio, siendo en este caso la variedad Negra
Ccoito la que presento mayor contenido de carotenoides (14,97 pg/g de muestra),
destacando frente al resto y seguida por la variedad Negra Ccollana (10,96 ng/g de
muestra), lo que nos puede indicar que el color estd relacionado con una mayor
capacidad de acumular pigmentos carotenoides, en contraste las variedades como la
Quinua Salcedo registro el valor mas bajo (2,84 ng/g de muestra), la figura muestra los
valores estadisticos de Levene (p = 0,512) y ANOVA (p =2.363E%%), la primera indica
que se acepta la hipotesis nula de igualdad de varianzas, lo cual nos permite proceder
con la prueba estadistica de ANOVA, cuyo valor nos indica que existe diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos de estudio.

La figura 4 muestra una marcada variabilidad en el contenido de fenoles totales, donde
las variedades Blanca Junin y Blanca presentaron los valores mas altos (7,36 y 7,05 mg
GAE/g de muestra), lo que demuestra que no siempre las variedades coloreadas
presentan mayor contenido de compuestos bioactivos, ya que estos pueden estar
afectados por la variedad genética y la procedencia geografica de cada variedad de

estudio. Las variedades que presentaron el menor contenido fueron la Quinua amarilla
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y la Negra Ccoito (2,03 y 2,58 mg GAE/g de muestra), mientras que las demas
variedades mantuvieron un contenido intermedio entre 3 y 6 mg GAE/g de muestra. La
figura muestra los estadisticos de Levene (p =0,438) y ANOVA (p = 1,536E%), donde
el primero indica que existe igualdad de varianzas y se puede aplicar la prueba de
ANOVA, donde este nos indica que existe diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos de estudio, lo cual demuestra que las diferencias observadas entre las
variedades son reales y no producto del azar.

En la Figura 5, evidenci6 diferencias entre las variedades de estudio y también entre
las metodologias utilizadas para la determinacion de la actividad antioxidante. Donde
el ensayo ABTS reporto valores mas elevados, seguido del ensayo DPPH y dejando al
ensayo FRAP con las respuestas de menor magnitud. Esto se debe principalmente a que
cada ensayo tiene diferente mecanismo de neutralizacién de radicales libres, lo cual
evidencia que la actividad antioxidante no puede ser medida mediante un solo ensayo,
sino que debe analizarse de forma integral.

Las variedades con mayor respuesta en el ensayo ABTS fueron la Blanca Junin y la
Negra Ccollana (58,84 y 61,89 mM TE/g de muestra, respectivamente), lo que sugiere
que estas variedades presentan una mayor actividad antioxidante frente a las demas
variedades; en cambio, la Quinua Amarilla y la Quinua Santa Ana presentaron valores
mas bajos en todos los ensayos, indicando una menor actividad antioxidante frente a
los radicales libres presentes en los diferentes ensayos. La figura también muestra los
estadisticos de Levene (p > 0,05), que indican la igualdad de varianzas, y el estadistico
ANOVA (p < 0,05) que nos indica que los grupos presentan diferencias
estadisticamente significativas.

En la figura 6, evidencia una correlacion negativa (-0,51) medianamente significativa
entre el contenido de fenoles totales y carotenoides, que indica que el contenido de
fenoles totales es inversamente proporcional al contenido de carotenoides. Mientras que
la relacion existente entre los fenoles totales y la actividad antioxidante es
moderadamente significativa (valores entre 0,3 y 0,7) y donde los carotenoides
presentan una correlacion débil (valores entre 0 y 0,3) con respecto a la actividad
antioxidante.

Los resultados obtenidos permitieron evidenciar las diferencias entre las variedades
evaluadas, ademas; permitieron realizar comparaciones con literatura existente, lo cual
es la base para la discusion de esta investigacion.
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Diversos estudios han destacado la relacion entre la coloracion de las semillas de
Chenopodium quinoa Willd. y su contenido de carotenoides. Tang et al. (2014) en su
investigacion analizaron tres genotipos de quinua negra, roja y blanca y concluyeron
que las variedades con mayor pigmentacién natural tienden a presentar una
concentracion mas elevada de carotenoides, lo cual estaria relacionado con mecanismos
genéticos y metabdlicos propios de cada variedad.

Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con lo previamente reportado
por dichos autores. Se observo que las variedades de quinua con tonalidades oscuras
como las variedades: negra Ccoito, negra Huamanguilla y la roja Pasankalla,
presentaron mayor concentracion de carotenoides en comparacion con las variedades
de color claro, como la Blanca, Santa Ana y otras de similar apariencia. Esta tendencia
sugiere que el color de la semilla puede servir como un indicador visual del nivel de
carotenoides presentes, o que resulta importante tanto para la caracterizacion
nutricional como para su posible aplicacion en la industria de alimentos funcionales.
La correspondencia entre los resultados de esta investigacion y los de Tang et al. (2014)
refuerza la hipotesis de que la pigmentacion de las semillas es un buen indicador del
contenido de carotenoides. Esta informacion puede ser de utilidad tanto para fines
nutricionales como para la seleccion de variedades con mayor valor funcional y
comercial.

Segun algunas literaturas (Koziot, 1992; Mellado & Hornero, 2017; Tang et al., 2014b)
mencionan que los carotenoides presentes en el arroz, el trigo y la quinua son: la luteina,
zeaxantina, B-criptoxantina, a-caroteno y f-caroteno; siendo la luteina (trans, cis, todo)
el carotenoide que se encuentra en mayor proporcion en la quinua. Por la metodologia
utilizada en nuestra investigacion (espectrofotometria UV-Vis), la cuantificacion de
carotenoides se hizo de manera general, pues no cuantifica los carotenoides
individualmente; esta se hizo utilizando la longitud de onda de 454 nm, ya que esta
longitud de onda abarca a los carotenoides de interés disueltos en acetona (Rodriguez-
Amaya, 2001).

Tang et al. (2014b)emplearon un protocolo de extraccion de carotenoides que involucra
el uso de solventes organicos especificos como metil tert-butil éter y tetrahidrofurano,
seguido de procesos de calentamiento, condensacion y una segunda extraccion con
hexano. Este procedimiento, cuidadosamente controlado en cuanto a temperatura y
exposicion a la luz, estd disefiado para optimizar la recuperacion de carotenoides y su
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posterior andlisis mediante cromatografia de gases, lo que permite la separacién e
identificacion individual de estos compuestos. Mientras que nuestra investigacion
utilizé el método propuesto por Biswas et al. (2011), el cual emplea acetona helada
como solvente de extraccidn, junto con procesos de agitacion y centrifugacion,
manteniendo siempre condiciones de baja temperatura (4 °C) y proteccion frente a la
luz para evitar la degradacion de los compuestos. A pesar de la simplicidad del
procedimiento y del uso de equipos mas accesibles, como el espectrofotdometro UV-
Vis, los resultados obtenidos fueron consistentes y comparables en términos generales
con los reportados mediante técnicas mas sofisticadas.

Kaur et al. (2023) en su revision “Una revision exhaustiva de los pseudocereales: perfil
nutricional, componentes fitoquimicos y posibles beneficios para la salud”, sefalan que
los pseudocereales como quinua, amaranto, caiiihua, chia y trigo sarraceno presentan
un contenido de carotenoides en un rango de 37 a 48 pug por g de muestra. En contraste,
los resultados obtenidos en este estudio fueron notablemente inferiores, con valores
entre 2,8 y 14,9 pg por g de muestra, destacando que las variedades de coloracion
oscura exhibieron mayores concentraciones de carotenoides. Esta diferencia podria
explicarse porque los valores mas elevados reportados por Kaur et al. (2023) estan
influenciados por el trigo sarraceno, que presenta concentraciones especialmente altas
de carotenoides, con promedios entre 87 y 388 pg por g de muestra, superando
ampliamente a los demas pseudocereales analizados (D1 Marco et al., 2021).
Meléndez et al. (2022) reportan que los cereales convencionales como maiz, trigo y
arroz presentan un contenido de carotenoides considerablemente bajo, con valores que
oscilan entre 0,3 y 11,8 pg/g de muestra, donde el maiz amarillo destaca por poseer
hasta 10 veces més carotenoides que la avena, el trigo y la cebada. En comparacion, los
resultados obtenidos en este estudio para pseudocereales muestran un rango de 2,8 a
14,9 pg/g de muestra, siendo las variedades de coloracion oscura las que concentran
mayores niveles de estos compuestos. Esto indica que, aunque los pseudocereales
analizados presentan un contenido superior al de algunos cereales como el trigo y la
cebada, todavia se encuentran por debajo de los niveles reportados en maiz amarillo, lo
cual podria atribuirse a diferencias genéticas y en la acumulacion de pigmentos
carotenoides en los granos.

Si bien el enfoque metodoldgico utilizado en este estudio no permite la identificacion
especifica de cada carotenoide, como si ocurre con la cromatografia, si proporciona una
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cuantificacion confiable del contenido total de estos compuestos. Esto demuestra que
metodologias mas simples y de bajo costo, correctamente aplicadas, pueden ofrecer
resultados relevantes y ttiles para estudios comparativos y caracterizacion nutricional.
Otras metodologias (Abdel et al., 2006; Hidalgo et al., 2006; Rivera & Canela-Garayoa,
2012) utilizadas para la cuantificacién de carotenoides implican el uso de disolventes
como acetona, hexano, tetrahidrofurano, acetona-agua (80:20) o combinaciones de
estas, seguidas de un proceso de saponificacion con hidréxido de potasio o hidréxido
de sodio; sin embargo, estas metodologias implican una degradaciéon de otros
componentes presentes en el extracto, lo cual no es conveniente para los fines de nuestra
investigacion, que requiere mantener el contenido de fenoles totales intacto para
determinar la actividad antioxidante combinada de carotenoides y fenoles totales.
Diversos estudios han reportado variaciones significativas en el contenido de fenoles
totales entre las distintas variedades de Chenopodium quinoa Willd., y coinciden en
que estos valores pueden verse influenciados por el tipo de variedad, el solvente de
extraccion y el protocolo analitico utilizado. Vidaurre et al. (2017) reportaron valores
relativamente bajos en la variedad roja Pasankalla (1,09 mg GAE/g) y en la negra
Ccollana (1,42 mg GAE/g), utilizando como solvente metanol acidificado con acido
clorhidrico. En cambio, Tang et al.(Tang et al., 2014a) encontraron un mayor contenido
de fenoles en la quinua negra (5,18 mg GAE/g), seguido por la roja (4,62 mg GAE/g)
y la blanca (2,18 mg GAE/g), empleando también metanol como agente extractor.

Por su parte, Repo et al. (2010) reportaron que la quinua negra presentd 6,821 mg
GAE/g, superando a la variedad roja (6,35 mg GAE/g) y blanca (4,67 mg GAE/g). En
un estudio mas reciente, Liu et al. (2020) observaron un mayor contenido en la variedad
roja (14,09 mg GAE/g), seguida de la negra (10,70 mg GAE/g) y la blanca (8,09 mg
GAE/g). Cabe senalar que estos autores utilizaron combinaciones de metanol y acetato
de etilo para extraer tanto los fenoles libres como los conjugados, lo que puede haber
influido en los valores obtenidos.

En el presente estudio, se empled acetona al 99,5% como agente extractor, lo que
posiblemente influy6 en la eficiencia de recuperacion de los fenoles. Los resultados
obtenidos evidencian una tendencia distinta a la de algunos estudios previos, ya que se
observo un mayor contenido de fenoles totales en variedades de quinua de color claro,

como la Blanca QBL, Blanca Junin QBJ y Roja Pasankalla QRP, mientras que las
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variedades Negra Huamanguilla QNH, Negra Ccoito QNC y Amarilla QAM
presentaron los valores mas bajos.

Estas diferencias podrian atribuirse no solo al tipo de solvente utilizado, sino también
a factores genéticos, condiciones edafoclimaticas y etapas de madurez de las semillas
al momento de la cosecha. Ademas, es importante destacar que los fenoles totales
representan una fraccion compleja y diversa de compuestos, cuya extraccion y
cuantificacion puede variar significativamente segun el método empleado.

En conjunto, los resultados de esta investigacion aportan evidencia sobre la influencia
del tipo de variedad y el procedimiento de extraccion en la determinacion del contenido
fenolico, lo que resalta la importancia de estandarizar metodologias para permitir
comparaciones mas precisas entre estudios.

La actividad antioxidante de las variedades de Chenopodium quinoa Willd. ha sido
ampliamente estudiada, especialmente en relacion con su contenido de compuestos
bioactivos como fenoles totales y carotenoides. En este contexto, Lope (2020) evaluo
la capacidad antioxidante mediante los ensayos DPPH y ABTS en diferentes
variedades, reportando valores elevados para la quinua blanca Junin (QBJ) con 31,26
mmol TE/g muestra (DPPH) y 64,78 mmol TE/g de muestra (ABTS), asi como para la
quinua negra Ccollana (QNCC) con 29,26 mmol TE/g de muestra (DPPH) y 90,84
mmol TE/g de muestra (ABTS). De igual modo, Tang et al. (2014b) observaron que la
actividad antioxidante varia con el color de la semilla, siendo mayor en variedades
negras, seguida de las rojas y luego las blancas, atribuyéndolo principalmente al
contenido de compuestos lipofilicos como carotenoides y acidos grasos.

En cuanto al ensayo FRAP, se observo una respuesta antioxidante de menor intensidad
en comparacion con los ensayos DPPH y ABTS. Esto puede estar relacionado con
algunas limitaciones propias del método. Segiin Nwachukwu et al. (2021), la presencia
de agentes quelantes en la muestra, como saponinas y fitatos compuestos presentes
naturalmente en la quinua (Aldana, 2019; Chito Trujillo et al., 2017), puede interferir
con la medicion, reduciendo la eficiencia del ensayo. Ademas, algunos polifenoles
como la quercetina, el acido ferulico y el &cido cafeico requieren mas tiempo de
reaccion para ejercer su efecto reductor, lo que puede causar que el método no sea capaz
de medir la actividad antioxidante de manera adecuada por el tiempo limitado del

ensayo FRAP (Pereira, 2014).
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En el analisis de la capacidad antioxidante medida mediante el ensayo FRAP, Lope
(2020) reporto valores notablemente elevados en varias variedades de quinua, como la
roja Pasankalla (84,72 mmol TE/g), negra Ccoito (32,09 mmol TE/g) y blanca Junin
(32,09 mmol TE/g), siendo la menor respuesta registrada en la variedad T-61 Pomata
(30,89 mmol TE/g). En ese estudio, se empled6 un protocolo de extraccion
especificamente disefiado para recuperar fenoles y flavonoides, lo que probablemente
potenci6 la respuesta antioxidante observada en el ensayo FRAP, el cual es
particularmente sensible a estos compuestos.

En contraste, en el presente estudio se utilizd un protocolo de extraccion basado en
Biswas et al. (2011), orientado a recuperar tanto compuestos liposolubles como los
carotenoides, como hidrosolubles como los fenoles. Esta diferencia metodologica
puede explicar las menores respuestas obtenidas en el ensayo FRAP en comparacion
con otros métodos como DPPH y ABTS, asi como con los valores reportados por
investigaciones que utilizaron solventes mas selectivos para polifenoles.

En conjunto, estos resultados refuerzan la idea de que tanto la naturaleza del compuesto
antioxidante como el método de andlisis empleado influyen significativamente en la
evaluacion de la actividad antioxidante. La combinacion de métodos complementarios
como DPPH, ABTS y FRAP resulta necesaria para obtener una caracterizacidon mas
completa del potencial antioxidante de las diferentes variedades de quinua.

Por otro lado, Tang et al. (2014a) establecieron una fuerte correlacion positiva entre el
contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante evaluada mediante diferentes
ensayos: DPPH (r = 0,908), FRAP (r = 0,987) y ORAC (r = 0,996), lo que confirma
que los polifenoles son determinantes clave en la actividad antioxidante de la quinua.
En el presente estudio, los resultados obtenidos mediante los ensayos DPPH y ABTS
muestran que ciertas variedades presentan una alta actividad antioxidante, en particular
aquellas que destacan por su elevado contenido de fenoles totales y/o carotenoides.
Esto coincide con lo reportado por Lope (2020), quien identificéd a la QBJ y la QNCC
como variedades con alto rendimiento antioxidante. Del mismo modo, las variedades
que mostraron una menor actividad, como la QAM y la QSA, también presentaron bajo
contenido de estos compuestos bioactivos, lo cual respalda la estrecha relacion entre la
composicion quimica y la actividad antioxidante.

Uno de los objetivos del presente trabajo fue explorar la relacion entre el contenido de

fenoles totales, carotenoides y la actividad antioxidante en distintas variedades de
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Chenopodium quinoa Willd. El analisis de correlacion de Pearson reveld una relacion
moderadamente positiva entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante
en los ensayos DPPH, ABTS y FRAP, lo cual respalda lo sefialado por Tang et al.
(2014a), quienes reportaron altas correlaciones para FRAP, ORAC y DPPH con
compuestos fenolicos.

Por otro lado, se encontr6 una baja correlacion entre el contenido de carotenoides y la
actividad antioxidante, lo que contrasta con los hallazgos de Tang et al. (2014b),
quienes reportaron una correlacion positiva significativa entre carotenoides especificos
como luteina trans y zeaxantina (r = 0,870), y tocoferoles (r = 0,996) con la capacidad
antioxidante. Sin embargo, cabe sefialar que en dicho estudio se utiliz6 un protocolo de
extraccion selectivo para compuestos lipofilicos, lo que elimino la posible interferencia
de compuestos fenolicos y permitid una medicion mas precisa de la contribucion de los
carotenoides.

Finalmente, también se observo una correlacion negativa entre fenoles totales y
carotenoides en las muestras analizadas, lo cual podria reflejar una competencia en la
ruta metabolica o una distribucion diferencial de estos compuestos seglin la variedad
de quinua. Estos hallazgos subrayan la complejidad en la relacion entre composicion
quimica y actividad antioxidante, y destacan la importancia de considerar el tipo de
solvente, la especificidad del método de extraccion y la sensibilidad del ensayo

utilizado.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES
Las semillas de Chenopodium quinoa Willd. tuvieron diferente concentracion de
carotenoides y fenoles totales; y diferente actividad antioxidante.
El contenido de fenoles totales presentd una variacion significativa (p < 0,05)
entre las diez variedades de estudio, donde la quinua Blanca Junin presenté mayor
contenido (7,36+0,10 mg GAE/g de muestra), mientras que, la variedad Amarilla
menor contenido (2,03+£0,10 mg GAE/g de muestra).
El contenido de carotenoides presentd una variacion significativa (p < 0,05) entre
las diez variedades de estudio, en el cual, la variedad Negra Ccoito presentd
mayor contenido (14,97+0,1 pg/g de muestra), mientras que, la variedad Blanca
menor contenido (2,84+0,05 pug/g de muestra).
La actividad antioxidante de las diferentes variedades, determinada mediante los
ensayos DPPH, ABTS+ y FRAP, revelo variaciones significativas (p < 0,05)
entre las diferentes variedades; para el ensayo DPPH, la mayor respuesta fue para
Blanca Junin y Negra Ccollana; para el ensayo ABTS+, la mayor respuesta fue
para Negra Ccollana y para el ensayo FRAP, la mayor respuesta fue para Blanca;
respectivamente.
Existi6 una correlacion negativa entre el contenido de carotenoides; y el
contenido de fenoles totales y el ensayo FRAP, asimismo, tuvo una baja
correlacion con los ensayos de DPPH y ABTS. Mientras que, existi6 una mediana
correlacion entre el contenido de fenoles totales y los ensayos de DPPH, ABTS y

FRAP.
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios adicionales para identificar los tipos de
carotenoides que se encuentran presentes en las diferentes variedades de quinua,
utilizando técnicas y equipos avanzados como los utilizados en la cromatografia
liquida y la cromatografia de gases, a fin de identificar los compuestos bioactivos
responsables de la actividad antioxidante.

Debido a la existencia de estudios que confirman que los compuestos como
fenoles totales y flavonoides aumentan su contenido debido al proceso de
germinacion, se recomienda realizar un estudio similar para evaluar la variacion
del contenido de carotenoides en semillas de quinua germinadas y sin germinar.
Estudiar la estabilidad de los carotenoides en funcién de factores como el
almacenamiento, la temperatura, la luz y el procesamiento térmico, con el fin de
determinar como estas variables afectan su concentracion y funcionalidad

antioxidante.
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Anexo 1

Constancia de identificacion taxonomica

CONSTANCIA

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

Que, el Bach. en Fammacia y Bioguimica, Sr. Joselin Edwin, HUAMANI
HUAMAM, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de

tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacion de Cronguist. A. 1988, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE

ORDEN : CARYOPHYLLALES
FAMILIA : CHENOPODIACEAE
GENERO : Chenopodium

ESPECIE : Chenopodium quinoa Willd.
M 3 “guinua”

Se expide la certificaciton correspondiente a solicitud del interesado para
los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 15 de octubre del 2 024
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Anexo 2

Diagrama de flujo para la determinacion del contenido de carotenoides en semillas de

Chenopodium quinoa Willd. (quinua)

Metodo del ensayo de
cuantificacion de
Carotenoides

Curva de calibracion Preparacion de la

Solucion Madre (SM)

Pesar 160 mg de
Estandar

Disolver con acetona
en fiola de 50 mL

Realizar diluciones
hasta llegar a una
concentracion de 32
ng/mL

(Estandares)

Tomar alicuotas de SM
de 40, 8. 160, 310,
625. 1250 y 2500 uL

Diluir las alicuotas con
acetona en fiola de 10
mL

Mantener protegidas
dela luz

48

muestra

Pesar 1 g de muestra
en polvo y colocar
dentro de tubo de

ensayo

(i) Agregar 5 mL de
acetona fiia (4 °C)y
dejar reposar por 15
min. con agitacion
ocasional.

(i) Agitar con vortex
por 10 min., luego
centrifugar a 3000
RPM por 10 min.

Separar el
sobrenadante, y repetir
el paso (i) y (ii) conel

residuo

Mezclar ambos
sobrenadante v filtrar
con Whatman N° 42.

Leer las muestras de
manera directa junto a
la curva de calibracion

a 554 nm



Anexo 3

Curva de calibracion de p-caroteno para la determinacion del contenido de

carotenoides.
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Anexo 4

Curva de calibracion de acido galico para la determinacion del contenido de fenoles

totales.
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Anexo 5

Diagrama de flujo para la determinacion de la actividad antioxidante por el ensayo

del DPPH en semillas de Chenopodium quinoa Willd. (quinua)

Metodo del ensayo
DPPH

Solucion Patrén (SP)

Solucion de trabajo

(ST)

Curva de calibracion

(Estandares)

Preparacion de la
muestra

Pesar 24 mg de DPPH

tomar 10 mL de SPy
~| agregar 45 mL de
Metanol

pesar 12.5 mg de
Trolox

tomar 150 pL de la
muestra (*)

disolver con metanol
en fiola de 100 mL

realizar lectura a 515
H nm en —
espectrofotometro

disolver con metanol
en fiola de 50 mL

| adicionar 2850 uL de
ST

manterner refrigerado

realizar ajuste de
absorbanciaa 1.1 £
0.02 realizando

Tomar alicuotas de 0.
1.2.4.6y8mL

incubar 24 horas en
—lugar oscuro, protegido
dela luz

diluciones con metanol

diluir con metanol en
fiolas de 10 mL y
agitar para
homogenizar

medir absorbancias de

realizar el mismo
procedimiento de la
muestra (*)
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= las muestras y los
estandares a 515 nm




Anexo 6
Curva de calibracion para la determinacion de la actividad antioxidante acorde al

ensayo de DPPH en funcion de la concentracion de Trolox.
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Anexo 7

Diagrama de flujo para la determinacion de la actividad antioxidante por el ensayo

ABTS+ en semillas de Chenopodium quinoa Willd. (quinua)

Solucién patron

(SP)

Solucion 1
(81)

pesar 40,6 mg de
ABTS

disolver con agua
destilada en fiola
de 10 mL

Solucion 2
(82)

pesar 7 mg de
persulfato de
potasio

disolver con agua
destilada en fiola
10 mL

Mezclar S1+S2y
dejar reaccionar
durante 12 horas

(SP)

Metodo del

ensayo ABTS™

Solucion de
trabajo (ST)

Mezclar 1mL de
SP con 60 mL de
metanol

realizar un ajuste
a la absorbancia
de SP a 734 nm.
hasta 1.1 £ 0,02
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Curva de
calibracion
(Estandares)

pesar 12.5 mg de
Trolox

disolver con
metanol en fiola
de 50 mL

Tomar alicuotas

de0,05.1.2.3.y

4mL y llevar a
volumen en fiolas
de 10 mL con
metanol

realizar el mismo
procedimiento de
la muestra (*)

Preparacion de la

muestra

tomar 150 pL de
la muestra (*)

adicionar 2850 puL
de ST

dejar reaccionar
por 2 horasen la
oscuridad.
protegido dela luz

medir
absorbancias de
las muestas y los
estandares a 5932
nm



Anexo 8

Curva de calibracion para la determinacion de la actividad antioxidante acorde al

ensayo de ABTS+ en funcion de la concentracion de Trolox.

1,200

1,000 @
-~

TG
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Anexo 9

Diagrama de flujo para la determinacion de la actividad antioxidante por el ensayo de

FRAP en semillas de Chenopodium quinoa Willd. (quinua).

Solucion de
trabajo (ST)

Solucion Buffer
acetato S1

Solucion TPTZ
S2

pesar 31.2 mg de
TPTZ. disolver
con solucion de
acido clorhidrico
40 mM

pesar 155.8 mg de
acetato de sodioy
medir 1,6 mL de
acido acético,
disolver con agua
destilada en fiola
de 100 mL. medir
pH 3.6

Mezclar 25 mL de
S1+2.5mL de
S2+2.5mL de

S3 y utilzando
bafio maria
mantener la

solucion a 37°C

Metodo del
ensayo FRAP

Curva de
calibracion
(Estandares)

Solucion Cloruro

pesar 12.5 mg de
ferrico S3

Trolox

pesar 54 mg de
cloruro ferrico y
disolver en fiola
de 10 mL con
metanol

disolver con
metanol en fiola
de 50 mL

Tomar alicuotas
de0,0.5,1.2.4.6
y 8 mL y llevar a
volumen en fiolas

de 10 mL con

metanol

realizar el mismo
procedimiento de
la muestra (*)
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Preparacion de la
muestra

tomar 150 pL de
la muestra (*)

adicionar 2850 uL
de ST

incubar 30 min.
en la oscuridad.
protegido de la luz

medir
absorbancias de
las muestras y los
estandares a 593
nm



Anexo 10

Curva de calibracion para la determinacion de la actividad antioxidante acorde al
ensayo de FRAP en funcion de la concentracion de Trolox.
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Anexo 11
Resultados de la determinacion del contenido de carotenoides extraidos con el método

de (Biswas et al., 2011) en semillas de Chenopodium quinoa Willd. (quinua).
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Anexo 12
Resultados de la determinacion del contenido de fenoles totales con el método de Swain

y Hillis(Swain & Hillis, 1959) en semillas de Chenopodium quinoa Willd. (quinua).
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Anexo 13

Resultados de la determinacion de la actividad antioxidante mediante el ensayo de

DPPH en semillas de Chenopodium quinoa Willd. (quinua).
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Anexo 14
Resultados de la determinacion de la actividad antioxidante mediante el ensayo de

ABTS+ en semillas de Chenopodium quinoa Willd. (quinua).

60



Anexo 15
Resultados de la determinacion de la actividad antioxidante mediante el ensayo de

FRAP en semillas de Chenopodium quinoa Willd. (quinua).

ik / ‘lr =

Es -

QFIM };c (M" s(c ﬁSu @"B Qmauu
My Ny m

61



Anexo 16
Contenido de carotenoides y fenoles totales en las semillas de diferentes variedades de

Chenopodium quinoa Willd.

Contenido de carotenoides  Contenido de fenoles totales

Variedad
(ng/g muestra) (mg GAE/g muestra)
Blanca Junin 5,15+0,09° 7,36 +£0,108
Amarrilla 6,12+0,11° 2,03 +£0,10°
Roja Pasankalla 7,76 £ 0,144 6,66 +0,12f
Negra Ccoito 14,97 + 0,14f 2,58 +0,08°
Acollina 7,46 £0,144 5,08 £0,13¢
Salcedo 8,77 + 0,14¢ 4,40 + 0,109
Blanca 2,84+ 0,052 7,05 £ 0,09¢
Negra Ccollana 10,96 + 0,14f 3,56 + 0,04°
Negra Huamanguilla 8,46 + 0,14° 2,75+ 0,06°
Santa Ana 4,78 +0,09° 3,30+ 0,10°

Nota. pg/g muestra: microgramos de carotenoides por gramo de muestra. mg EAG/g muestra:
miligramos de equivalentes de 4cido géalico por gramo de muestra. Prueba de homogeneidad de
Levene (p>0,05). Analisis de varianza (p<0,05). Comparaciones multiples de Scheffe, las letras a,

b, c, d, e, fy g representan subconjuntos homogéneos
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Anexo 17
Actividad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC) del radical DPPH, ABTS y
reductor de hierro (FRAP) de las semillas de diferentes variedades de Chenopodium

quinoa Willd.

Actividad antioxidante (mM TE/g muestra)

Variedad
DPPH ABTS FRAP
Blanca Junin 40,47 +0,67° 58,84 £0.22¢ 14,70 £ 0,46*
Amarrilla 16,74 £0,422 18,12 &+ 0.442 21,37 £ 0,76°¢
Roja Pasankalla 33,80+ 0,674 47,60 + 0,38° 32,09 +0,51f
Negra Ccoito 29,69 + 0,35% 34,98 £ 0,30° 19,89 +0,34°
Acollina 28,91 +0,75¢ 42,27+ 0,36¢ 21,14 + 0,43b¢
Salcedo 17,91 +0,35° 25,65+ 0,58° 22,20 + 0,36%¢
Blanca 28,80+ 0,58¢ 37,27 +0,30°¢ 35,92 +£0,43¢
Negra Ccollana 40,25 £ 0,26° 61,89 +£0,388 24,01 + 0,884¢
Negra Huamanguilla 28,36 + 0,63 41,93 +0,36° 25,45 £0,58¢°
Santa Ana 26,47 £ 0,66° 40,17 £ 0,29%¢ 13,78 £ 0,38*

Nota. mM TE/g muestra: milimoles equivalentes de Trolox por gramo de muestra. Prueba de
homogeneidad de Levene (p>0,05). Andlisis de varianza (p<0,05). Comparaciones multiples de

Scheffe, las letras a, b, ¢, d, e, f y g representan subgrupos homogéneos
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Anexo 18

Analisis de la varianza del contenido de carotenoides y fenoles totales en las semillas

de Chenopodium quinoa Willd. (quinua).

ANOVA
Carotenoides
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 319,28 9 35,48 2413,88 2,36E28
Dentro de grupos 0,29 20 0,015
Total 319,58 29
ANOVA
Fenoles Totales
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 104,71 9 11,63 1261,67 1,54E%
Dentro de grupos 0,18 20 ,01
Total 104,89 29
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Anexo 19

Prueba de comparaciones multiples de Scheffé para establecer diferencia significativa

en el contenido de carotenoides y fenoles totales en las semillas de Chenopodium

quinoa Willd. (quinua).

Carotenoides

Scheffe?

Variedad

Subconjunto para alfa = 0.05

a b Cc d e f g

Blanca

Santa Ana

Blanca Junin

Amarilla

Acollina

Roja Pasankalla

Negra de Huamanguilla
Salcedo

Negra Ccollana

Negra Ccoito

W W W W W W WwWwww wlz

2,84
4,78
5,15
6,12
7,46
7,76
8,46
8,77
10,96
14,97

Sig.

1,00 0,21 1,00 ,44 ,44 1,00 1,00

Fenoles Totales

Scheffe?

Variedad

Subconjunto para alfa = 0.05

a b c d e f g

Amarilla

Negra Ccoito

Negra de Huamanguilla
Santa Ana

Negra Ccollana
Salcedo

Acollina

Roja Pasankalla

Blanca

Blanca Junin

W W W W W W W W w wlZz

2,03
2.58
2.75
3,30
3.56
4,40
5,08
6,66
7,05
7,36

Sig.

1,00 0,21 1,00 ,44 ,44 1,00 1,00
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Anexo 20
Analisis de la varianza de la actividad antioxidante mediante el los ensayos de DPPH,

ABTS y FRAP en las semillas de Chenopodium quinoa Willd. (quinua).

ANOVA
DPPH
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1683,89 9 187,10 601,35 2,48E%2
Dentro de grupos 6,22 20 0,31
Total 1690,11 29
ANOVA
ABTS
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 4830,44 9 536,72 757,41 2,49E%
Dentro de grupos 14,17 20 ,71
Total 4844,61 29
ANOVA
FRAP
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1280,40 9 142,27 484,70 7,54E22
Dentro de grupos 5,87 20 0,29
Total 1286,27 29
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Anexo 21

Prueba de comparaciones multiples de Scheffé para establecer diferencia significativa

de la actividad antioxidante mediante los ensayos de DPPH y ABTS en las semillas de

Chenopodium quinoa Willd. (quinua).

DPPH

Scheffe?
Variedad

Subconjunto para alfa = 0.05

a b ¢ d

Amarilla
Salcedo

Santa Ana

Negra de Huamanguilla

Blanca
Acollina

Negra Ccoito
Roja pasankalla
Negra Ccollana

Blanca Junin

W W W W W W W W W Ww|Z

16,74
17,91
26,47
28,36 28,36
28,80
28,91
29,69
33,80

40,25
40,47

Sig.

0,68 0,11 0,50 1,00

1,00

ABTS

Scheffe?

Variedad

Subconjunto para alfa = 0.05

a b c d e

Amarilla
Salcedo
Negra Ccoito
Blanca

Santa Ana

Negra de Huamanguilla

Acollina
Roja Pasankalla

Blanca Junin

Negra Ccollana

LW W W W W W W W Ww wlZ

18,12
25,65
34,98
3727 3727
40,17 40,17
41,93
4227

47,60
58,84

61,89

Sig.

1,00 1,00 0,33 0,10 45

1,00 07
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Anexo 22

Prueba de comparaciones multiples de Scheffé para establecer diferencia significativa

de la actividad antioxidante mediante el ensayo de FRAP en las semillas de

Chenopodium quinoa Willd. (quinua).

FRAP

Scheffe?

Variedad

Subconjunto para alfa = 0,05

a b c d e f g

Santa Ana

Blanca Junin

Negra Ccoito

Acollina

Amarilla

Salcedo

Negra Ccollana

Negra de Huamanguilla
Roja pasankalla

Blanca

LW W W W W W W W W Wz

13,78
14,70
19,89
21,14 21,14
2137 2137
2220 22,20
24,01 24,01
25,45
32,09
35,92

Sig.

0,87 0,33 0,76 0,12 0,36 1,00 1,00
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Anexo 23

Operacionalizacion de las variables

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Dimension Indicadores \:[;ggl:llz Els:;il;(gf
Contenido Es la variacion del Contenido de carotenoidesy Semilla de Chenopodium
carotenoides y  contenido de carotenoides fenoles totales que son quinoa Willd. “quinua” Variedad Cualitativa Nominal
fenoles totales en y fenoles totales presentes extraidos por
diez variedades de en la semilla de las procedimientos Contenido de fenoles totales.  EAG/g de o .
semillas de variedades de estandarizados y muestra Cuantitativo  De intervalo
Chenopodium Chenopodium quinoa  cuantificados POT Contenido de carotenoides. ug de
f{un?oa ” Willd. - Willd, espectrofotometria. carotenoides/g  Cuantitativo De intervalo

quimnua. de muestra

actividad Es la capacidad de Secuestramiento de Captacion del radical libre TE/g de o )
antioxidante de secuestramiento de los radicales libres y poder DPPH. muestra Cuantitativo  De intervalo
diez variedades de radicales libres DPPH y reductor del hierro — - -
semillas de ABTS; y del poder utilizando  procedimientos Captacién del radical libre mM TE/gde Cuantitativo  De intervalo
Chenopodium antioxidante reductor del ~ estandarizados y ABTSj muestra.
quinoa Willd.  hierro (FRAP). cuantificados por Capacidad  Reductora del )\ TE/g de Cuantitati De i l
“quinua”. espectrofotometria. Hierro (FRAP). muestra. uantitativo ¢ intervalo

Nota. Elaboracion propia.
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Anexo 24

Matriz de consistencia

Titulo: Contenido de carotenoides y capacidad antioxidante de diez variedades de la semilla de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, Ayacucho 2024.
Autor: Bach. Joselin Edwin Huamani Huaman

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLES

MARCO TEORICO

METODOLOGIA

Problema general
(Las semillas de las 10

Objetivo general
Determinar el contenido

variedades de Chenopodium de carotenoides y la
quinoa Willd? “quinua” actividad antioxidante
tendran diferente contenido presente en diez
de carotenoides y actividad variedades de semillas de
antioxidante? Chenopodium quinoa
Willd. “quinua”,
Ayacucho 2024.

Problemas especificos

(Cuanto sera el contenido

de fenoles totales

presentes en variedades
de Chenopodium quinoa

Willd “quinua”?

e ;Cuanto sera el contenido
de carotenoides presente
en variedades de
Chenopodium quinoa
Willd. “quinua”?

o ;Cuanto sera la actividad
antioxidante de diferentes
variedades de
Chenopodium quinoa
Willd. “quinua”?

e ;Qué relacion existira entre®
el contenido de
carotenoides y fenoles
totales con la actividad
antioxidante?

Objetivos especificos
Determinar el contenido
de fenoles totales en diez
variedades de semillas de
Chenopodium quinoa
Willd. “quinua”.
Determinar el contenido
de carotenoides en diez
variedades de semillas de
Chenopodium quinoa
Willd. “quinua”.
Determinar la actividad
antioxidante de diez
variedades de semillas de
Chenopodium quinoa
Willd. “quinua”.
Relacionar el contenido
de fenoles totales y de
carotenoides con la
actividad antioxidante en
las diez variedades de
semillas.

e Hi: Las variedades de
semillas de
Chenopodium  quinoa
Willd. “quinua” tienen
diferente contenido de
carotenoides, fenoles
totales y diferente
actividad antioxidante.
Ho: Las variedades de
semillas de
Chenopodium quinoa
Willd. “quinua” tienen
igual contenido de
carotenoides, fenoles

Variable 1

Contenido de fenoles

totales y carotenoides

en diez variedades de

Chenopodium  quinoa

Willd. “quinua”.

Indicadores

o Variedad

o Contenido de
carotenoides en pg/g
muestra.

e Contenido de fenoles
totales en mg EAG/g
de muestra.

totales e igual actividad Variable 2

antioxidante.

Actividad antioxidante.
Indicador

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

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

e Capacidad Reductora
del Hierro (FRAP)
expresado como mM
ET/g de muestra.

Antecedentes:
Internacionales, nacionales y
locales.

Marco teérico
Aspectos  botanicos
Chenopodium
Willd. “quinua”
Division: magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Sub clase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Chenopodiaceae
Género: Chenopodium
Especie: Chenopodium
quinoa Willd.

N.V.: “quinua”
Descripcion Botanica
Distribucion y habitat
Composicion quimica

de
quinoa

e Aminoacidos, acidos
grasos, vitaminas,
minerales, vitaminas y

compuestos bioactivos.
Antioxidantes y radicales
libres

Carotenoides

Compuestos fendlicos y
fenoles totales
Metodologia de
determinacion de la

actividad antioxidante

Tipo de investigaciéon: Basico - descriptivo
Poblacion y muestra

Semillas de diez variedades de Chenopodium quinoa
Willd. “quinua” obtenidas de las zonas de produccion
de la region Ayacucho, Huancayo, Puno y del Instituto
Nacional de Innovacion Agricola (INIA).

Cantidad: 20 gramos

Muestreo.

El tipo de muestreo sera por conveniencia (no
probabilistico).

Unidad de analisis

1 gramo de cada variedad de Chenopodium quinoa
Willd. “quinua

Procedimiento para la recoleccion de datos

Plan de recoleccion de datos

e Obtencion de extracto de las semillas de quinua.

¢ Determinacion del contenido de carotenoides.

e Determinacion del contenido de fenoles totales.

e Determinacion de la actividad antioxidante

Diseiio metodolégico

Segun el problema propuesto y los objetivos
planteados el tipo de estudio es descriptivo.
M—»0 M = Muestra O = observacion
Analisis de datos

Los resultados fueron procesados mediante el analisis
de varianza (ANOVA), analisis multiple de Scheffe y
la correlacion de Pearson considerando una
significancia estadistica de p < 0,05 y un intervalo de
confianza que fue evaluada al 95 %, se utiliz6 software
SPSS 27 y Microsoft Excel 2021.

Nota. Elaboracion propia.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
RESOLUCION DECANAL N° 708-2025-UNSCH-FCSA-D
BACHILLER: Joselin Edwin HUAMANI HUAMAN

En la ciudad de Ayacucho, siendo nueve y quince de la mafiana del dia veintiséis del mes
de setiembre del afio dos mil veinticinco, se reunieron en el aula J-201 los docentes
miembros del jurado evaluador, para el acto de sustentacidn de trabajo de tesis titulado:

Contenido de carotenoides y actividad antioxidante de diez variedades de semillas
de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, Ayacucho 2024. ; presentando por el
Bachiller Joselin Edwin HUAMANI HUAMAN, para optar el titulo profesional de Quimico
Farmacéutico. El jurado evaluador estd conformado por:

Presidente: Prof. Johnny Aldo Tinco Jayo (Delegado por el decano)
Miembros: Prof. Edwin Carlos Enciso Roca
Prof. Kirianova Godoy Bautista
4to jurado: Prof. Stephany Massiell Barbaran Vilcatoma
Asesor: Prof. Enrique Javier Aguilar Felices
Secretaria Docente: Prof. Stephany Massiell Barbaran Vilcatoma

Con el quorum de reglamento se dio inicio la sustentacidn de tesis, el presidente de la
comisidn pide a la secretaria docente dar lectura a los documentos presentados por la
recurrente, resolucién decanal y algunas indicaciones a la sustentante.

Da inicio a la exposicién el Bachiller: Joselin Edwin HUAMANI HUAMAN, y una vez
concluida, el presidente de la comisién solicita a los miembros del jurado evaluador
realizar sus respectivas preguntas, seguidamente se da pase a la asesora de tesis, para
que pueda aclarar algunas preguntas, interrogantes, aclaraciones.

El presidente invita a la sustentante abandonar el aula para que pueda proceder con la
calificacion.

RESULTADOS DE LA EVALUACION FINAL
Bachiller: Joselin Edwin HUAMANI HUAMAN

JURADOS TEXTO | EXPOSICION | PREGUNTAS | P.FINAL
Prof. Edwin Carlos Enciso Roca 17 17 17 17
Prof. Kirianova Godoy Bautista 18 18 18 18
Prof. Stephany Massiell 18 18 16 17
Barbaran Vilcatoma
PROMEDIO FINAL 17




De la evaluacidn realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar al Bachiller Joselin Edwin HUAMANI HUAMAN; quien obtuvo la nota
final de diecisiete (17) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del
presente, siendo las 10:50 de la mafiana, se da por concluido el presente acto
académico.
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Prof. Johnny Aldo Tinco Jayo Prof. Edwin Carlos Enciso Roca
Presidente Miembro
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