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RESUMEN

La quinua (Chenopodium quinoa Willd) es una planta que ha alcanzado un valioso
reconocimiento por ser una fuente de alimentos altamente nutritivos, asi como una especie
rica en compuestos fenolicos, principalmente, flavonoides, compuestos con un potencial
efecto benéfico para la salud, brindando proteccion contra multiples enfermedades. El
presente estudio evalud la capacidad fotoprotectora de extractos ricos en compuestos
fenolicos contenidos en cuatro variedades de quinua (Chenopodium quinoa Willd.)
provenientes del altiplano central boliviano; dos variedades comerciales: Kurmi (QK) y
Phisancalla (QPi) y dos variedades de poco consumo: Ajara (QA) y Punaya (QPu), a través
de barridos espectrales, cuantificacion de flavonoides totales y actividad antitirosinasa in

vitro.

Los resultados mostraron que el extracto rico en compuestos fendlicos de la variedad QPi
es la que presenta mayor contenido de flavonoides (92,865+0,003mg Que/ 100g) y la
variedad QA mostrd tener contenido mayoritario de compuestos que absorben en el rango
de radiacion UVA y UVB.

Los extractos ricos en compuestos fendlicos presentaron inhibicion para la enzima
Tirosinasa, de moderada a baja, destacando el extracto de la variedad QK con un 34% de

inhibicidn.



l. INTRODUCCION

Los nutricosméticos son productos desde alimentos hasta bebidas cargados de nutrientes
especificos para mejorar la belleza. El objetivo de los nutricosméticos es tener ingredientes
poderosos, perfectamente digestibles y biodisponibles con beneficios de adentro hacia

afuera. Asi, no se notara cambios inmediatamente, sino gradualmente.

Otro ejemplo es él te verde, las infusiones de esta planta es buena para la salud de la piel,
que es perfecto para prevenir el fotoenvejecimiento y que la piel luzca mejor. Tiene un alto

contenido en antioxidantes y flavonoides y propiedades anti inflamatorias.

Rea (2001) indica que la quinua subsiste un medio ecolégico con limites altitudinales de
3500 y 4000 msnm., donde frecuentemente los suelos son de escaso drenaje. Tiene
nutrientes tales como almidon, proteinas, lipidos, vitaminas y minerales, provee ciertos
compuestos de estructura fenolica con potenciales beneficios para la salud (Pasko et al,
2009; Repo Carrasco, 2011).

Segun estudios realizados, los inhibidores de la enzima tirosinasa pueden ser clinicamente
utiles para el tratamiento de algunos transtornos dermatoldgicos por la alta produccion de
melanina; ellos también encuentran usos en cosmeética para despigmentacion después de

guemaduras.(Abugoch y Pasko, 2009).

Casanola et al (2012), indica que la tirosinasa juega un rol fundamental en la sintesis de la
melanina, debido a que regula directamente la cantidad de melanina producida, su
inhibicidn se ha convertido en una de las estrategias mas importantes para el desarrollo de

nuevos agentes despigmentantes y en productos médicos y cosméticos.
1.1 Justificacion

La nutricosmética esta cobrando importancia ya que a diferencia de la cosmética tradicional
ayuda a tener un estilo de vida saludable; consiste en tomar productos por via oral
permitiendo que los nutrientes lleguen a todo nuestro organismo y actlen a nivel sistémico,
gracias a este efecto en todo el organismo, los nutricosméticos intervienen mas en
profundidad.. Un ejemplo es el té verde, es rico en catequinas que modulan los caminos

bioguimicos involucrados en la respuesta inflamatoria y la proliferacion celular. Es efectivo



para evitar el dafio celular producido en la piel humana por los rayos ultravioletas., mejora
la elasticidad de los tejidos en mujeres con fotoenvejecimiento moderado. EI mercado para
este tipo de alimentos ha aumentado por la concientizacion del cuidado de la salud.

Los alimentos de altura, como los granos andinos del altiplano sufren un estrés ambiental
por las condiciones climaticas en las que se desarrollan, por lo que es de esperar el
encontrar compuestos de defensa a las condiciones climaticas, como altos niveles de
irradiacion UV, frio y sequedad entre otras. Uno de los cultivos de mayor importancia del
agro es la quinua que cuenta con innumerables estudios de sus propiedades antioxidantes y

su adaptacion a diferentes climas y altitudes.

La quinua real es la variedad de exportacion tradicional y la que cuenta con muchos
estudios, cuyo centro de produccién se encuentra en el altiplano sur, principalmente la parte
que corresponde al departamento de Oruro y Potosi. No se debe desestimar el hecho de que
Bolivia cuenta con muchas variedades de quinua, propias del altiplano sur, central y norte.
El altiplano de La Paz, cuenta con innumerables variedades, el manejo de estas quinuas ha
sido coadyuvada por la estacion experimental Patacamaya de la facultad de agronomia de la
Universidad Mayor de San Andrés.

Algunas de estas quinuas son llamadas dulces por el bajo contenido de saponinas, y en los
ultimos afios algunas variedades han aumentado también su produccion para el consumo
local y para exportacion como la quinua en su variedad Jacha grano. Las variedades propias
de la provincia Aroma que son de mayor consumo son la Kurmi y la Jacha grano, la
variedad Ajara por ser grano pequefio y amargo no se la consume habitualmente, estos

granos cuentan con pocos estudios en cuanto sus propiedades funcionales.

Estos antecedentes nos permiten estudiar la composicion y las propiedades en extractos de
quinua, provenientes del altiplano pacefio, revalorizando y aprovechando las cualidades

nutritivas y el potencial medicinal que posee.



OBJETIVOS
2.1.0bjetivo General

Evaluar las cualidades fotoprotectoras de cuatro variedades de quinua
(Chenopodium quinoa Willd) de la provincia Aroma del Departamento de La Paz a

través de métodos bioldgicos in vitro y espectrofotométricos
2.2.0Dbjetivos Especificos

Realizar el anélisis proximal de cuatro variedades de quinua a través de métodos de
la Asociacion Oficial De Quimicos Agricolas —~AOAC- aplicadas por la Norma
Boliviana para Cereales-Quinua en grano.

Evaluar la capacidad de absorcion de UV de extractos fendlicos de las cuatro
variedades de quinua a través de barridos espectrales.

Cuantificar el contenido de flavonoides totales de extractos fenolicos de las cuatro
variedades de quinua por el método de tricloruro de aluminio.

Determinar la actividad antitirosinasa in vitro de extractos fenolicos de las cuatro

variedades de quinua.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1.Quinua

La quinua es un pseudocereal reconocido por la FAO (2001) como un cultivo importante en
la soberania alimentaria para la humanidad por sus propiedades nutricionales y a su
facilidad de adaptacion a diferentes climas y altitudes. Son cultivos resistentes que

necesitan poco riego y productos quimicos para su mantenimiento.

También contiene &cidos grasos esenciales como los acidos grasos insaturados, destacando
su alto contenido de &cido linoleico (50,2-56,1%) y oleico (22,0-24,5%), y moderado de
linolénico (5,4-7%) (Walhi, 1990; Ruales y Nair, 1992). Asimismo, la quinua posee un alto
contenido de vitaminas del complejo B, C y E, ademas de minerales tales como: hierro,
fosforo, potasio y calcio. Este ultimo se encuentra en la misma concentracion que en la
leche descremada, mientras que el fosforo es cuatro veces mas concentrado que el de ésta
(Albarran, 1993).

El contenido de proteina de la quinua varia entre 13,81 y 21,9% dependiendo de la
variedad. Al respecto Risi (1991) acota que el balance de los aminoacidos esenciales de la
proteina de la quinua es superior al trigo, cebada y soya, comparandose favorablemente con
la proteina de la leche. Su composicion del valor nutritivo de la quinua se presenta en el
Cuadro 1.

Cuadro 1. Composicion de aminoacidos de la quinua (Chenopodium quinoa)

AMINOACIDO QUINUA AMINOACIDO QUINUA
Acido aspartico 7,8 Leucina 6,1
Treonina 3,4 Tirosina 2,5
Serina 3,9 Fenilalanina 3,7
Acido glutamico 13,2 Lisina 5,6
Prolina 3,4 Histidina 2,7
Glicina 5 Arginina 8,1
Alanina 4,1 Metionina 3,1
Valina 4,2 Cistina 1,7
Isoleucina 3,4 Triptofano 1,1
% de N del grano 2,05
% de proteina 12,8

Fuente: Repo.Carrasco, 1992
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3.1.1. Caracteristicas de la quinua de las variedades de estudio Kurmi, Phisanqalla,

Ajaray Punaya.

Bonifacio et al (2012) indica que las caracteristicas morfoldgicas de la planta de la quinua

presentan una gran diversidad encontrandose colores rojo, purpura, verde, y bicolor. De la

misma forma, el tipo de inflorecencia o panoja y el color del grano entero presentan colores

rojo, anaranjado, rosado, amarillo, crema, negro y blanco con un rango de tonalidades

dentro de cada grupo de color.

Cuadro 2. Caracteristicas morfologicas y comerciales de las variedades de quinua: Kurmi, Phisangalla,
Ajara, Punaya
Variedad Rendimiento Color Tamario Diédmetro Presencia de Usos
(kg/ha) (mm) saponina
KURMI 1200 - 1550 Blanco Grande 2,5 Ausente Apto para
(variedad Blanca) (dulce) consumo
PHI.SANQAI.‘LA 670 — 1236 Café rojizo Mediano 2,26 Ausente Apto para
(variedad Roja) (dulce) consumo
AJARA No Negro Pequefio by Presente No
(Variedad Negra) determinado g g determinado determinado
PUNAYA Blanco Ausente No
(variedad Blanca) 1037 rosado e 24 (dulce) determinado

Fuente: en base Bonifacio (2012), PROINPA (2005) y Quispe (2017).

3.1.2. Analisis proximal en la quinua de las variedades Kurmi, Phisangalla, Ajara y

Punaya

Los andlisis proximales Weende, se aplican a los insumos como la quinua que se usan para

formular una dieta como fuente de proteina o de energia y a los alimentos terminados,

como un control para verificar que cumplan con las especificaciones (Osborne y Voogt,

1978), (MAFF 1982) y (AOAC, 1984).
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Cuadro 3. Composicion quimico proximal de cuatro variedades de quinua Kurmi, Pisangalla, Ajara y

Punaya.
) i o ) ) Carbohidr Energia
Variedad Humedad Proteina Lipidos Fibra Ceniza

atos Kcal/100g
KURMI 11,34#0,01  12,11#0,00 6,32+0,00  4,28+0,00  3,86+0,09  66,37+0,11 370,71
(variedad Blanca) a
PHISANQALLA 11,66+0,04  11,21#0,00 521+0,00  3,524#0,00  3,12+0,47  68,79+0,45 366,84
(variedad Roja) a
AJARA 8,92 12,21 5,61 7,08 2,69 62,77 347,69
(\Variedad Negra) b
PUNAYA No No No No No No No
(Variedad Blanca) determinado  determinado determinado determinado determinado determinado determinado

Fuente: a; Arzanpalo et al., 2015
b:Reynaga et al.,2011

3.1.3. Metabolitos secundarios en la quinua (Chenopodium quinoa Willd)

La quinua posee una serie de antinutrientes como las saponinas, acido oxalico, taninos,
inhibidores de tripsina y acido fitico. Las saponinas y el &cido fitico (Gamel et al, 2006),
el acido fitico es un compuesto con actividad antinutricional, debido a su capacidad de
formar complejos insolubles con minerales y proteinas (Zhou JR, 1995; Sugiura S. H. et al.,
1999) convirtiéndolos en no asimilables por el organismo bajo condiciones fisiol6gicas
(Bindu S. et al., 1998; Tabekhia M.M. et al., 1980), de igual manera actda el acido oxalico.
Paradojicamente, el cido fitico, a bajas dosis, presenta también efectos positivos sobre la
salud como son su accion protectora frente al cancer, reduccion de la formacion de calculos
renales y prevencion de enfermedades cardiovasculares (Szkudelski T. 1997). En el
organismo, las saponinas ocasionan dolor estomacal, nauseas, ligera diarrea y problemas en
la digestion, Parte de estos toxicos también puede ser asimilada por el organismo, teniendo
que pasar por el higado para ser biotransformados en formas menos toxicas (Forturbel,
2003).

Ademas del aporte de nutrientes tales como almidon, proteinas, lipidos, vitaminas y
minerales, la quinua es una fuente abundante de flavonoides, principalmente glicsidos de

los flavonoles quercetina y canferol (Hirose et al., 2010; Dini et al., 2004), aunque también
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se ha detectado epicatequina y glicosidos de miricetina e isorhamnetina en algunas

variedades. (Repo-Carrasco et al., 2010).
3.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de micronutrientes presentes en el

reino vegetal, que forman parte importante de la dieta humana.

Son un amplio grupo de metabolitos secundarios sintetizados por las plantas durante su
desarrollo normal y en respuesta a condiciones de estrés causada por agentes bidticos
(patégenos, herbivoros, etc.) y abioticos (radiacion ultravioleta, sequia, etc.) (Naczk y
Shahidi, 2006). Quimicamente son estructuras formadas por un anillo aromatico unido a
uno o mas grupos hidroxilo, siendo frecuente encontrarlos naturalmente conjugados con
uno o mas residuos de azucar, aunque en ocasiones pueden encontrarse unidos a otros

acidos, aminas, lipidos y a otros compuestos fendlicos (Bravo y Saura-Calixto, 1998).

La mayoria de los compuestos fendlicos no son pigmentos; sin embargo, son de igual
importantes pues son responsables de la pérdida de color, principalmente el oscurecimiento,
que se desarrolla durante el almacenamiento y procesamiento de frutas y verduras,
formando parte de las reacciones de oscurecimiento enzimatico y no enzimatico (Lee,
1992).

3.2.1. Estructura de compuestos fendlicos

Se han llegado a identificar mas de 8.000 compuestos fendlicos con estructura muy variada,
por lo que su clasificacidn es una tarea compleja. Una de las mas utilizadas es la propuesta
por Harborne, (1989) que clasifica estos compuestos en grupos basados en el nimero de
carbonos en la molécula (Tabla 1.1.). De esta manera, los compuestos fendlicos
comprenden desde moléculas simples, como los acidos benzoicos hasta polimeros
complejos como los taninos condensados. Cada una de las familias agrupa un nimero de
compuestos mas o menos variado, siendo el grupo de los flavonoides uno de los mas
estudiados. A continuacion se describen brevemente los grupos de compuestos fenolicos de

mayor importancia en alimentos.
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Cuadro 4. Clasificacion de los compuestos fenélicos

Estructura Clase
C6 Fenoles simples
C6-C1 Acidos fendlicos
C6-C2 Acetofenonas, &cidos fenilacéticos
C6-C3 Acidos cindmicos, cumarinas, isocumarinas
C6-C4 Naftoquinonas
C6-C1-C6 Xantonas
C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas
C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonoides
(C6-C3)2 Lignanos
(C6-C3-C6)2 Biflavonoides
(C6-C3)n Ligninas
(C6-C3-C6)n Taninos condensados

Fuente: Adaptado de Harborne, (1989).
3.2.2. Actividad bioldgica de compuestos fenolicos en la quinua

Pasko et al. (2009) y el grupo de Repo-Carrasco-Valencia et al. (2011) analizaron el
contenido de compuestos fendlicos en la quinua encontrandose que la quinua presento
mayor actividad antioxidante que el amaranthus debido a la mayor presencia de compuestos
fenolicos en la quinua. Se ha descrito también que extractos fendlicos obtenidos de la

quinua presento una fuerte actividad anticancerigena (Gawlik-Dziki U. et al. 2013)

Carrillo et al. (2015) menciona que se han descrito diferentes actividades bioldgicas de
componentes aislados de quinua como actividad antibacteriana, antitumoral, antioxidante,
antiinflamatoria y antihipertensiva, demostrando que la quinua puede ser una buena fuente

de compuestos bioactivos.

Los mecanismos de accidon antioxidante de los compuestos fendlicos son diversos. Cada
compuesto fendlico actuara por uno 0 mMAs mecanismos, segun sus propiedades
caracteristicas. De manera general, los compuestos fendlicos pueden actuar como
antioxidantes mediante dos mecanismos principales: la neutralizacion de radicales libres y

la quelacion de metales (Rice-Evans et al., 1996).
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Mecanismo 1:

OH 0
R® RH
OH \\\\_—//// OH
FI-OH FI-0°
o
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Figura 1. Actividad neutralizante de radicales libres mediante donacién de protones y
posterior estabilizacidn de la molécula de flavonoide.

Mecanismo 2:

n+

Figura 2. Sitios de unién de iones metalicos (Me™") en la molécula de polifenol (Pietta,
2000).

Un aspecto importante a tener en cuenta es la dependencia de la actividad antioxidante de
los compuestos fenolicos con su solubilidad relativa en fase acuosa o lipidica. Los
flavonoides y los &cidos cindmicos poseen coeficientes de particion intermedios, que
dependen en gran medida de su estructura quimica y de los sustituyentes presentes (grupos

hidroxilo, metoxilo, azlcares y otros.).

Generalmente, los compuestos hidrofobicos entran en las células mas rapido que los
hidrofilicos por procesos de difusion simple. Una vez en el organismo, los compuestos
fenolicos mas hidrofdébicos tendran su destino en ambientes lipidicos y los mas hidrofilicos
permaneceran en medios prevalentemente acuosos (Parr y Bolwell, 2000). Asi, la unién de
azUcares hace a los compuestos fendlicos mas hidrosolubles pero disminuye su actividad
antioxidante (Rice-Evans et al., 1997). Por ello, los compuestos fendlicos con més afinidad
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por los ambientes lipidicos del organismo podrian tener una mayor relevancia en la

prevencion de enfermedades.

Los flavonoides pueden actuar como moduladores de la actividad enzimética, agentes
alelopaticos, protectores solares que absorben los rayos UV, atractores de insectos o
repelentes, guias de néctar, estimulantes de sondeo, protectores virales, fdngicos y
bacterianos y atrayentes para la germinacion del polen (Crozier et al., 2006). Como
consecuencia del agotamiento de la capa de ozono estratosférico, mas radiacion solar UV-B
alcanza el suelo, lo que desencadena la acumulacion de flavonoides en una variedad de
plantas. Los flavonoides pueden detener la dafiina radiacion UV-B y especialmente las
especies reactivas de oxigeno que se forman en condiciones estresantes, evitando asi la
oxidacion de biomoléculas vitales (Agati et al., 2012; Kotilainen et al., 2010; Agati y
Tattini, 2010). En las ultimas tres décadas, un gran namero de estudios han demostrado
como el metabolismo de los flavonoides se ve afectado por el aumento o la exclusién de
UV-B, asi como las interacciones con otros factores estresantes ambientales (Zhang y Bjo™n
2009, Schreiner et al., 2012).

3.3. Radiacién Ultravioleta

La energia proveniente del sol que incide sobre la superficie de la tierra consta
principalmente de radiacién infrarroja, visible y ultravioleta (UV). La porcion del espectro
solar correspondiente al UV (cerca del 7%) afecta en gran manera la vida sobre la tierra.
Pequefias cantidades de UV son necesarias en los seres humanos para asimilar la vitamina
D; en las plantas bajo condiciones normales ayudas en el proceso de fotosintesis pero
cuando la exposicion a este tipo de radiacion es exagerada, los sistemas bioldgicos pueden
verse afectados. La radiacion UV rompe ciertas moléculas biologicas, como el ADN,
siendo la principal causa del cancer de piel. A nivel ocular, una gran exposicién a radiacion

UV puede causar cataratas (Bohorquez-Ballén y Pérez Mogollén, 2007).

La banda de radiacién ultravioleta suele dividirse en tres bandas, conforme a los efectos

que tienen sobre la vida:

« UV-A, que es la cercana a la radiacion visible (320-400 nm): es responsable del

bronceado de la piel.
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» UV-B, llamada también biologica, varia entre 280 y 320 nm. A pesar de ser una banda
muy estrecha, tiene una importancia fundamental para la vida. Dosis excesivas de UV-B
pueden provocar dafios a la piel, la vista y el sistema inmunoldgico, como se analizara en la

Parte B de este libro. La mayor parte de esta radiacion es atenuada por la capa de ozono.

» UV-C representa la banda mas peligrosa para la vida y se extiende entre 100 hasta 280
nm. En efecto la vida evolucioné sin conocerla, ya que la UV-C es absorbida totalmente
por la atmdsfera. La UV-C se produce artificialmente en la industria de los germicidas y
naturalmente en las estrellas. Por eso es necesario salir de la atmaosfera terrestre y colocar
telescopios en Orbita para poder observar la radiacion UV-C proveniente del cosmos
(Zaratti, F et al., 2003).

3.3.1. Radiacion Ultravioleta en la Altura

El altiplano andino presenta especiales condiciones de irradiacion solar que lo califican
como una de las regiones mas soleadas del planeta (Palenque E. et al.,1998) con valores
medios de 850-890 W/m2 y temperaturas medias menores a 15°C. Estas condiciones de

irradiacion contribuyen a un deterioro estructural y funcional de las células.

Nos centraremos en la radiacién UV-B ya que es la mas perjudicial, la dependencia de la
UV-B con la altura se debe a dos efectos: reduccién de la atmdsfera (menos dispersores de
la radiacion) y reduccion del contenido de ozono. Sin embargo intervienen criticamente
otros factores, como el cambio en el albedo (porcentaje de energia reflejada por la
superficie terrestre), la altura efectiva a la cual se mide la UV-B, la disminucion del
contenido de aerosoles y el angulo cenital, factores que afectan diversamente las diferentes
longitudes de onda. Se entiende entonces que no exista un valor Unico para el incremento
porcentual de la UV-B con la altura, habiéndose obtenido valores que varian entre 5% y 50
% por km para el incremento de la UV-B eritémica (o sea la UV-B medida con referencia
al dafio que produce en la piel). Medidas realizadas en Bolivia, entre La Paz (3420 m snm)
y Chacaltaya (5300 m snm) muestran un incremento de 7% por km para UV-B eritémica
(Zaratti, 2003).

3.4. Fotoproteccion

Si bien el primer paso que se debe tomar para evitar dafios causados por la radiacion solar
es evitar exposiciones innecesarias y, principalmente, evitar exponerse al sol entre las 10
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am y las 3 pm, existen diferentes mecanismos de proteccién que permiten cuidar nuestra

salud en relacion a la radiacion solar.
Se puede clasificar a los mecanismos de fotoproteccion solar en dos grupos:

Primer Grupo, comprende todos los mecanismos naturales mediante los cuales el cuerpo
humano se protege de la radiacion solar. Dentro de esta categoria se encuentran la
melanina, el sudor y el aumento de grosor de la capa cornea. Los mecanismos naturales de
fotoproteccion no son controlados de un modo directo por las personas ya que son

respuestas fotobioldgicas del organismo.

Segundo grupo, comprende a los fotoprotectores artificiales, son productos que
absorben, reflejan o dispersan la radiacion ultravioleta solar con el fin de proteger la piel o
los ojos de las personas. De acuerdo al mecanismo general mediante el cual cumplen su
funcidn protectora, se los suele dividir en tres grupos: fotoprotectores topicos, sistémicos y

externos.

i. Fotoprotectores topicos, los fotoprotectores topicos son drogas que protegen la
estructura y funcién de la piel contra los dafios causados por la radiacién solar,

denominados filtros o bloqueadores solares cuyo uso es topico (no se los ingiere).
Es comun clasificar a los fotoprotectores topicos en dos grupos:

Filtros o bloqueadores solares de barrera o fisicos, una de las principales caracteristicas
de este tipo de bloqueadores es que no absorben selectivamente la radiacion ultravioleta.
Son aplicados en forma de una delgada capa sobre la piel y reflejan o dispersan la RUV y la
radiacion visible en funcién del tamafio de las particulas (tipo de compuesto) y del espesor
de la pelicula aplicada._Las sustancias mas comunes empleadas para hacer bloqueadores de
barrera son el Oxido de zinc, el dioxido de titanio, el trisilicato de magnesio (talco), el

Kaolin, el petrolato rojo y los 6xidos de acero.

Filtros o blogueadores solares Quimicos, actdan absorbiendo la radiacién ultravioleta en
determinadas longitudes de onda (bandas espectrales). Las caracteristicas especificas de la
absorcion de un determinado blogueador dependen, en primera instancia, de los
compuestos quimicos empleados en el producto (el agente). Es importante destacar que
ninguna de las sustancias empleadas en los bloqueadores quimicos absorben un 100% de la
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radiacion, mas aun, cuanto absorben y coémo absorben depende de varios factores, entre los
cuales vale la pena mencionar: la sustancia empleada como agente, la concentracion de la

sustancia y el tiempo de exposicion de la sustancia al sol.

ii.  Fotoprotectores sistémicos, los fotoprotectores sistémicos se emplean cuando hay
alteraciones en la fotosensibilidad de un individuo, por lo tanto, su empleo requiere

el andlisis de un especialista.

A continuacion se describira brevemente el efecto de algunos compuestos empleados como

fotoprotectores sistémicos:

~ B-carotenos: Estos compuestos, contenidos en verduras y frutas, absorben
parcialmente la luz visible entre 360 y 500 nm. Su administracion es via oral y, en
combinacidn con bloqueadores solares, puede aumentar la tolerancia al sol.

~ Antipaltdicos: Algunos compuestos antipaludicos, por ejemplo la cloroquina,
pueden fortalecer el mecanismo de produccion de melanina (nuestro protector solar
natural). Sin embargo, su empleo es delicado por los posibles -efectos
oftalmoldgicos secundarios.

~ Melagenina: Este compuesto tiene lipoproteinas que estimulan la sintesis y
proliferacion de melanocitos.

iii.  Fotoprotectores externos, el uso de fotoprotectores externos como sombreros, ropa
adecuada y eventualmente, si la actividad del individuo lo requiere, lentes de sol es
muy recomendable. En términos generales, los fotoprotectores externos son mas
importantes que los fotoprotectores tdpicos y sistémicos (Forno R., 1997; Rubin, J.,
1988; Sanna G., 1999; World Health Organization, 1994).

3.5. Actividad antitirosinasa

Segun estudios realizados por Kim et al. (2002), la tirosinasa es la enzima limitante de la
velocidad de la biosintesis de pigmentos de melanina responsables de la coloracion del
pelo, piel y ojos. También es conocida como la polifenol oxidasa, es una enzima
multifuncional que contiene cobre y que cataliza la oxidacion de los monofenoles y los
catecoles a o-quinonas. Estd ampliamente distribuida en la naturaleza, y se ha encontrado

en bacterias, hongos, plantas y animales.
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La busqueda de los agentes quimicos naturales capaces de modular el metabolismo de la
pigmentacion es de gran interés. Por lo tanto, varios han sido probados como cosméticos y
productos farmacéuticos para evitar el exceso de melanina en las capas epidérmicas o0 como

agentes blanqueadores (Baurin S. et al., 2002).

Los inhibidores de la tirosinasa se han utilizado en productos cosméticos que se promueven

para aclarar la piel (Chiari M., 2010).

Los tratamientos topicos estdndar para los trastornos de hiperpigmentacion incluyen
inhibidores de la tirosinasa, algunos compuestos con actividad inhibitoria se utilizan en
medicina, pero la mayoria de ellos no retnen todos los requisitos de eficacia clinica, o se

observan efectos adversos (Casariola et al., 2007).

Mecanismo de la melanogénesis
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Figura 3. Mecanismo de la melanogénesis (Fang et al, 2002)
3.6.Nutricosméticos

En el siglo V a.C. Hipocrates dijo: “Que tu alimento sea tu medicina y que tu medicina sea
tu alimento”. En esta cita el famoso médico griego y filésofo reflexiond sobre la

importancia de la nutriciéon y los efectos que tiene en nuestro organismo. “Eres lo que
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comes” afirmo. Asi, es cierto que el estado nutricional de una persona se refleja en el
aspecto fisico. Un aporte deficitario en vitaminas, minerales, &cidos grasos esenciales,

aminoacidos y/o otras sustancias repercuten negativamente en el cuerpo. (Barcelo, 2017).

Cabe recalcar y aclarar que los nutricosméticos “No son medicamentos, por lo tanto ni
previenen ni tratan ninguna enfermedad”. Los nutricosméticos ejercen un efecto directo
sobre el aspecto externo, que podemos resumir en el concepto de “belleza interior”. Asi, es
posible encontrar productos destinados a cuidar la piel, mantener su firmeza, retrasar el
envejecimiento, evitar la caida de cabello o mejorar su volumen, y otros. Generalmente,
estos compuestos son minerales, vitaminas, acidos grasos, antioxidantes, polifenoles y

extractos de plantas. (Barcelo, 2017).

Los “nutricosméticos” son sustancias comestibles que prometen beneficios para que la piel
luzca sana y radiante y retrasar el envejecimiento de las células. Ademas, la mayoria de los
principios activos presentes en estos complementos se encuentran en frutas, verduras o
cereales, de manera que es discutible el beneficio de agregarlos a la dieta cuando ésta es
completa, variada y suficiente, y estd acompafiada de una ingesta adecuada de liquidos
(Raimondi, 2016).

Los nutricosméticos contienen antioxidantes como carotenoides (betacaroteno, licopeno,
luteina, xantinas) y polifenoles. Los carotenoides son una clase de pigmentos liposolubles
que se encuentran en frutas y hortalizas. También intervienen a favor de la sintesis de
melanina y actian como filtro natural de la radiacion ultravioleta. El extracto de té verde es
rico en catequinas que modulan los caminos bioquimicos involucrados en la respuesta
inflamatoria y la proliferacion celular. Es efectivo para evitar el dafio celular producido en
la piel humana por los rayos ultravioletas. Sin embargo, no se ha determinado la dosis
necesaria para observar mejoras en el fotorejuvenecimiento clinicamente cuantificables.
Ingerido por via oral, mejora la elasticidad de los tejidos en mujeres con fotoenvejecimiento
moderado (Raimondi, 2016).
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V.

MATERIALES Y REACTIVOS
4.1.Materiales

Material bioldgico

1,5 kg de quinua en su variedad Kurmi (blanca); 1,5 kg de quinua en su variedad
Punaya (blanca); 1,5 kg de quinua en su variedad Phisangalla (roja); 1,5 kg de
quinua en su variedad Ajara (negra); 100 g de Té verde en hojas (Chapare, Industria
Boliviana).

Material de laboratorio

Vasos de precipitado de 500mL, varilla de vidrio, balon de vidrio de 500mL, cajas
Petri, tubos de ensayo, crisoles, magneto, refrigerantes, embudo buchner, matraces
Erlenmeyer de 250mL.

Equipos

Equipo soxleth, moledora (BOSCH), equipo de rota evaporador (BUCHI); agitador
magnético (MR HEI-TEC HEIDOLPH), estufa, centrifugadora 0-4000rpm
(POWERSPIN UNICO); Espectrofotometro UV-visible (10S Thermo Scientific),
balanza analitica de capacidad de 1mg-200 g (Ohaus Pioneer), pH-metro digital (HI
8424 HANNA), balanza electronica 1 mg — 200 g (OHAUS Pioneer), estufa
(MEMERT); mufla (WISETHERM, WISD Laboratory Instruments);
Espectrofotémetro UV-visible (SPA-960 SUNDOSTIK)

4.2 Reactivos

Etanol 96%, n-butanol, acido acético, agua destilada, éter de petroleo fraccion 60-
80, acido kojico, acetato de potasio, tricloruro de aluminio hexahidratado, &cido
sulfurico, acido clorhidrico; hidréxido de sodio; patron quercetina; fosfato de

potasio; L-tirosina (sustrato); enzima L-tirosinasa; dimetilsulfoxido.
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V. PARTE EXPERIMENTAL
5.1. Localizacién

La estacion experimental se encuentra en el Municipio Patacamaya se encuentra a 101 km.
de la ciudad de La Paz, se constituye en la capital de la Quinta Seccion de la Provincia
Aroma del departamento de La Paz y estd ubicado al Sudeste del departamento en el
corazon el altiplano boliviano (PDM Patacamaya, 2010).

Se encuentra entre las coordenadas 17°05° a 17°20° de Latitud Sur y 67°45” a 68°07° de
Longitud Oeste del meridiano de Greenwich, en tanto que la ciudad intermedia estd a
17°17° de Latitud Sur, y 67°55’de Longitud Oeste (Cartas Geograficas IGM 2005).
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Figura 4. Mapa de ubicacién del municipio de Patacamaya
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5.2.Procedencia de muestras.

La muestras de las cuatro variedades de Quinua (Chenopodium quinoa Willd), Punaya
(QPu), Kurmi (QK), Phisangalla (QPi) y silvestre Ajara (QA) provienen de la region
altiplanica central (provincia Aroma del departamento de la paz). Para la obtencion de las
muestras se realizd siguiendo el método de muestreo al azar, en colaboracién de un
profesional agronomo de la Estacion Experimental de Patacamaya dependiente de la

Facultad de Agronomia de la Universidad Mayor de San Andrés.

Cuadro 5. Precedenciay color de la muestra

Variedad de Lugar de recoleccion Color

guinua

Punaya Estacion experimental Blanco
Patacamaya
17°15°45” Sy 67 °56’ 38’ O

Kurmi Estacion experimental Blanco
Patacamaya
17°15°45” Sy 67 °56” 38>’ O

Phisangalla Municipio de Umala Rojo
17°14°52>> Sy 67 °59° 52> O

Ajara Municipio de Umala Negro

17°14°52 Sy 67 °59° 52 O

5.3. Procesamiento de las muestras

El procesamiento de las muestras antes de ser analizadas se realizo en colaboracion del Ing.

Carlos Mena de la Estacion Experimental Patacamaya.

Cuadro 6. Etapas de procesamiento de muestras

Los granos de quinua recolectados
fueron seleccionados
taxonémicamente y almacenados
en bolsas ziploc a temperatura

ambiente y en lugar seco.

VARIEDAD VARIEDAD VARIEDAD VARIEDAD
KURMI PUNAYA PHISANQALLA AJARA
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De forma manual se lavo los
granos de quinua para retirar las
saponinas presentes, el lavado se
hizo con agua fria hasta no

observar espuma.

PROCESO DE LAVADO

El secado se realiz6 en una estufa a

20°C.

QuINuA PusaucALla

MUESTRAS SECADAS

5.4. Analisis proximal

Se realiz6 un andlisis proximal segun las normas bolivianas (Anexo 2.) con la finalidad de
conocer la composicién de las muestras de quinua en sus cuatro variedades, ademas de sus
caracteristicas fisicas. La determinacién del contenido de proteinas fue realizada por el
Laboratorio de Calidad Ambiental (LCA), Calle 27 de Cota Cota, Campus Universitario.

5.5. Evaluacién de la capacidad de absorcion de UV de extractos fenolicos
5.5.1. Obtencion de los extractos ricos en compuestos fenolicos

Se procedio6 con lo descrito por Carciochi R. (2014) con una ligera modificacién. Se peso
100 gramos de grano para luego ser molido en una moledora por 10 min. Luego se procedid
con el desengrasado (Anexo 2.). La muestra seca se macerd por 6 hrs con etanol/agua
(80:20) en agitacion continua, el extracto obtenido se secé en un rotaevaporador.

El extracto de té verde se obtuvo con el mismo procedimiento con la caracteristica que no

se hizo el desengrasado previo y se utilizd 50g de muestra seca.
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MUESTRA MOLIDA'Y
DESENGRASADA

EXTRACCION POR
MACERACION

AGITACION MEZCLA DE ETANOL-
CONSTANTE AGUA (80:20)

6 HORAS

FILTRACION

EXTRACTO

Figura 5. Flujograma de obtencidn de extractos ricos en compuestos
fendlicos

5.5.2. Anadlisis fitoquimico

Para el analisis fotoquimico se realiz6 los extractos ricos en compuestos fenolicos con diferentes ensayos

para identificar los metabolitos secundarios, se siguié el procedimiento descrito por Santizo 1. (2004).
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Figura 6. Flujograma del screening de extractos ricos fendlicos
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5.5.3. Barridos espectrales

Por otra parte, se determiné el grado de absorbancia UV de los extractos hidroalcoholicos
de las cuatro variedades de quinua, extracto hidroalcohdlicos de té verde y quercetina, para
esto inicialmente se prepararon soluciones, determinandose asi que la concentracion optima
para realizar los espectros de barrido en UV es de 200 ppm, del extracto de té verde la
concentracion fue de 25 ppm y de quercetina de 4 ppm. De los espectros UV obtenidos, se
analizé la regidn correspondiente a las radiaciones UVB y UVA (280-400 nm), por el
posible potencial efecto fotoprotector. Se siguid el procedimiento descrito por San Martin
etal. (2012).

5.6. Cuantificacion de flavonoides totales por el método de AICl;

El contenido de flavonoides se determiné con el método de tricloruro de aluminio,
utilizando como estdndar la Quercetina, los resultados son expresados como mg
equivalentes a Quercetina por gramo de muestra. Se siguidé el procedimiento descrito por
Chang et al. (2002).

5.6.1. Preparacion de reactivos y soluciones

Se prepararon las soluciones y reactivos necesarios para la determinacion de flavonoides

totales:

e Preparacion de la curva de calibracién. - Un patrén de Quercetina fue usado para
realizar la curva de calibracion, 5 mg del reactivo fueron disueltos en etanol al 96%
y posteriormente, diluidos a 5, 10, 15y 20 w/mL.

e Preparacion de Cloruro de Aluminio al 10% p/v.- se pes6 1,8289g de
AlCl;x 6H,0 y se lo afora a 10mL con agua destilada.

e Preparacion de Acetato de Potasio 1M.- se peso 0,9913g de y se aforo a 10mL

con agua destilada.
5.6.2. Determinacion de flavonoides totales

Las disoluciones de los estandares se tomaron 0,5 mL, fueron mezclados con 1,5 mL de
etanol del 96%, 0,1 mL de cloruro de aluminio del 10%, 0,1 mL de acetato de potasio 1 M

y 2,8 mL de agua destilada.
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Después fueron incubados a temperatura ambiente por 30 minutos, la absorbancia de la

mezcla de reaccion fue medida a 427 nm.
Para el blanco se utilizé solo agua destilada.

Analogamente, 0,5 mL del extracto en 1000 ppm, se hicieron reaccionar con cloruro de

aluminio para la determinacion del contenido de flavonas y flavonoles.
5.7. Evaluacion in vitro de la actividad antitirosinasa

La Actividad Anti Tirosinasa se realizd por ensayo espectrofotométrico, que es la prueba
colorimétrica, enzimatica, homogénea, donde la actividad anti Tirosinasa es inversamente
proporcional a la concentracion de dopaquinona (Momtaz, et al. 2008). La actividad es
medida por un espectrofotometro a una longitud de onda de 492 nm. La fenilalanina es
hidroxilada por medio de la enzima fenilalanina hidroxilasa o tirosinasa para la formacion
de tirosina. Esta se oxida con Cu2+ produciendo catecolaminas, especialmente la L-DOPA
siendo ésta la precursora de la melanina y la que puede ser medida a la longitud de onda

mencionada por su coloracién amarilla.
5.7.1. Preparacion de reactivos y soluciones

Se prepararon las soluciones y reactivos necesarios para la determinacion de la actividad
anti tirosinasa y las enzimas empleadas:

e Tampodn fosfato de potasio 50 mM pH 6.5, con adicion de 0,1 M de NaOH. Se
peso 6.085 g de KH2PO4 (0.002 M) con agua destilada y se afora a 1000 mL. Se
toman 142.5 mL de la solucién y se agrega 11.6 mL de NaOH al 0.1 M y se afora a
250 mL con agua destilada, se adecua el pH a 6.5.

e Enzima (L — Tirosinasa 333 U/mL) Se disolvio 0.20 mg. de L- Tirosinasa en 1
mL. de tampon fosfato (pH 6.5, 50 mM), por cada 1 mL. se pesa 0.20 mg de L-
Tirosinasa Sigma-Aldrich.

e Sustrato L-Tirosina Se disuelve 3.6 mg de L-Tirosina en 10 mL de fosfato
concentracion 2 mM.

e Acido Kgjico Es usado como control positivo se pesa 20 mg. de este en 1 mL de
tampon fosfato, el pH debe ser de 6.5 la concentracién es 20 mg/mL.

e Muestras. Se pesaron 20 mg de hidrolizados y extractos fendlicos en 1 mL de
tampon fosfato el pH debe ser 6.5, si estas no solubilizaran se puede emplear
acetona o DMSO.
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Se adecuan las muestras y

el control positivo a pH 6.5

empleando el tampo6n Fosfato, HClI 1IN y NaOH

0.1N y se prepara el sustrato y la encima

En una placa de micro titulacién se ponen 70

uL de las muestras y el control positivo con 30

uL de Tirosinasa.

Se incuba a 37°C por 1 hora.

Como blanco de reactivo se usa 70

Se adiciona 110 uL del sustrato y

uL de buffer fosfato con 30 pL de

se incuba por 15 min. A 37 °C
Tirosinasa

Se realiza la lectura de
absorbancia a 492 nm.

Figura 7. Flujograma para determinar actividad anti tirosinasa
5.7.2. Determinacion del porcentaje de inhibicion de la Tirosinasa

B-S
* 100

% de Inhibicion de la Tirosinasa =

Doénde:
B: es la absorbancia del blanco
S: es la absorbancia de las muestras
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Andlisis proximal

Los resultados del andlisis proximal de las cuatro variedades de quinua se muestran en el

cuadro 7

Cuadro 7. Resumen del analisis proximal de las cuatro variedades de quinua segun las normas de la

AOAC aplicadas por la Norma Boliviana para Cereales-Quinua en grano

Componente Variedad

Phisangalla Kurmi Punaya Ajara
Humedad 10,65 £ 0,04 7,43+ 0,03 8,87 +0,02 9,12+ 0,02
Proteina* 11,250 13,125 16,875 14,375
Grasa 6,29 + 0,04 6,32 + 0,01 2,801+ 0,07 579+0,13
Cenizas 3,48+ 0,15 2,51+ 0,03 1,98 £ 0,06 2,53+£0,10
Fibra 2,42 + 0,03 6,22+ 0,03 4,02+ 0,03 6,17 + 0,03
Carbohidratos 66,91 + 0,23 65,63 +1,05 6919+320 6406+191

*Determinado por el LCA.

En el cuadro anterior se muestra los datos obtenidos en el analisis proximal, se determing el
contenido de humedad, proteina, grasa, cenizas, fibra y carbohidratos de las cuatro

variedades de quinua.

Los porcentajes de humedad varian desde 7,433 a 10,654 siendo la variedad QPi con mayor
porcentaje y la variedad QK con el menor porcentaje. En el caso de proteinas varia desde
11,250 a 16,875 siendo la variedad QPu con mayor porcentaje y la variedad QPi con menor
porcentaje. En Cenizas los porcentajes van desde 3,483 a 1,981 el que presento mayor
porcentaje fue la variedad QPi y la de menor fue la variedad QPu. En lipidos los
porcentajes varian de 6,322 a 2,804 el que presento mayor porcentaje fue la variedad QK y
la de menor fue la variedad QPu. En el caso de la fibra el mayor porcentaje lo presento la
variedad QK y el de menor porcentaje la variedad QPIi, los valores oscilan entre 2,421 a
6,225. En el caso de carbohidratos hay una variacién que va desde 64,060 a 69,193 la

variedad QPu presenta mayor porcentaje y la variedad QA el d menor porcentaje.

La variacion en porcentaje de lipidos, ceniza se encuentra dentro de los rangos dados por
Arzampalo et al (2015) y Quispe (2008), el contenido de proteina, humedad, fibra y
carbohidratos varian y difieren de los datos dados por Arzampalo (2015), probablemente se
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deba al lugar de procedencia de las muestras (suelos, precipitacion, temperatura, altitud,
resistencia a heladas, sequia, salinidad o acidez).

Otro estudio lanzo datos de contenido de proteinas que oscild entre 13,4 a 17,32 % sefialo
un estudio en Argentina (Cervilla N, 2013), los datos obtenidos de las quinuas de estudio se

encuentran dentro de este rango.
6.1.1. Analisis del contenido de humedad

Se presenta el contenido de humedad de las 4 variedades de quinua

Cuadro 8. Analisis de varianza del contenido de humedad de las variedades de estudio

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 15,66 3 522  5674,93 <0,0001**
Columnal 15,66 3 522  5674,93 <0,0001
Error 0,01 8 9,20E-04

Total 15,67 11

CV:0.34% **= altamente significativo

Cuadro 9. Test de Duncan para la variable humedad

Agrupacién

Columnal Medias n E.E. Duncan
KURMI 743 3 0,02 A
PUNAYA 8,87 3 0,02 B
AJARA 9,12 3 0,02 C
PHISANQALLA 10,65 3 0,02 D

12 10,65

10 8,87 9,12
B 7,43

8 2
8
£ s
<
()]
T 4
X

2

0

Kurmi Punaya Ajara Phisanqalla

Figura 8. Contenido de humedad en las variedades de estudio
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En el cuadro 8, el analisis de varianza muestra que existe alta diferencia significativa en el
contenido de humedad entre las variedades de quinua. En la prueba de Duncan (cuadro 9)
muestra cuatro grupos, cada una asignada a cada variedad. En este sentido, la figura 8

registra el contenido de humedad de cada variedad de estudio.

El contenido de humedad registrado es menor en todas las variedades al encontrado por
Arzampalo et al. (2015), esta diferencia sugiere que las variedades de estudio adaptan
condiciones ambientales caracteristicos del altiplano central boliviano reflejando valores

diferentes en el contenido de humedad.
6.1.2. Analisis del contenido de materia grasa

Se presenta el contenido de materia grasa de las 4 variedades de quinua

Cuadro 10. Andlisis de varianza del contenido de materia grasa de las cuatro variedades

EV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 25,46 3 8,49 1400,35 <0,0001**
Columnal 25,46 3 8,49 1400,35 <0,0001
Error 0,05 8 0,01

Total 25;51 11

CV: 1.47% **= altamente significativo

Cuadro 11. Test de Duncan para la variable materia grasa

Agrupacion
Columnal Medias n E.E. Duncan
PUNAYA 2,8 3 0,02 A
AJARA 5,79 3 0,02 B
PHISANQALLA 6,29 3 0,02 C
KURMI 6,32 3 0,02 C
7 6,29 6,32
6 5,79
O
g 5
oo
.g 4
[0}
g 3 2,8
32
x
1
0
Punaya Ajara Phisanqalla Kurmi

Figura 9. Contenido de materia grasa en las variedades de estudio
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En el cuadro 10, se presenta el anlisis de varianza y sefiala alta diferencia significativa en
el contenido de materia grasa en las cuatro variedades de quinua. La prueba Duncan
(cuadro 11) agrupa las variedades en 3 grupos; la variedad QPu presenta los valores de
materia grasa mas bajos, le sigue la variedad Qa con un contenido promedio de materia
grasa de 5.79% y finalmente el test de Duncan agrupa a la variedad QK y QPi con los

valores de materia grasa mas altos.

Los valores encontrados en materia grasa concuerdan con los resultados de Arzampalo et
al. (2015). Sin embargo, en el estudio la variedad QPu registra los valores méas bajos, muy

diferentes a las otras variedades.
6.1.3. Analisis del contenido de cenizas

Se presenta el contenido de cenizas en las cuatro variedades de estudio.

Cuadro 12. Analisis de varianza del contenido de cenizas de las variedades de estudio

EV. e gl CM F p-valor
Modelo. 35 3 1,17 123,42 <0,0001**
Columnal <l 3 1,17 123,42 <0,0001
Error 0,08 8 0,01

Total g, 11

CV:3.69% **=altamente significativo

Cuadro 13. Test de Duncan para la variable cenizas

Columnal Medias n E.E. Agrupacion
Duncan

Punaya 1,98 3 0,06 A

Kurmi 2,51 3 0,06 B

Ajara 2,56 3 0,06 B

Phisangalla 3,48 3 0,06 C
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g 2
(]
© 1,5
X
1
0,5
0
Punaya

2,51

Kurmi

3,48

2,56

Ajara Phisanqalla

Figura 10. Contenido de cenizas en las cuatro variedades de quinua

El cuadro 12 muestra que existe alta diferencia significativa en el contenido de cenizas

entre las variedades de estudio. En el test de Duncan (cuadro 13) sefiala tres grupos: QPu la

variedad de con menor contenido de cenizas seguido de la variedad de QK y QA en un

mismo grupo Y la variedad QPi con el mayor contenido de cenizas.

Los valores encontrados en cenizas en las variedades de estudio son similares a los datos

encontrados por Arzapalo et al. (2015); sin embargo, en el estudio se encuentra a la

variedad QPi con menor contenido de cenizas, probablemente se deba a una caracteristica

fenotipica de la variedad para adaptarse a las condiciones del altiplano central boliviano.

6.1.4. Analisis del contenido de fibra de las cuatro variedades de estudio

Se presenta el contenido de fibra en las cuatro variedades de estudio.

Cuadro 14. Contenido de fibra de las cuatro variedades de quinua

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo.
odelo 30,42 3 1014 1216944 <0,0001**
lumnal
Columna 30,42 3 1014 1216944  <0,0001
Error

0,01 8  830E-04
Total
Total 30,43 11

CV:0.61% **= altamente significativo
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Cuadro 15. Test de Duncan para la variable fibra de las cuatro variedades

Duncan
Columnal Medias n E.E.  Agrupacion
Phisanqgalla
q 2,42 3 0,02 A
Pun
unaya 4,02 3 0,02 B
Ajara
) 6,17 3 0,02 C
Kurmi
- 6,23 3 0,02 C
/ 6,17 6,23
6
5
© 4,02
S 4
S 3 2,42
N
2
1
0
Phisanqalla Punaya Ajara Kurmi

Figura 11. Contenido de fibra en las cuatro variedades de estudio

En el cuadro 14 muestra el andlisis de varianza aplicado a las cuatro variedades de quinua

para la variable fibra y sefiala que existe diferencia altamente significativa entre variedades.

El cuadro 15 agrupa las variedades segun el test de Duncan, indica que la fibra en la
variedad QPi es diferente y el de menor contenido al resto de las variedades. La variedad
QPu también difiere de las otras variedades y tiene el segundo menor contenido de fibra.
Las variedades de QA y QK tienen los valores mas altos y el test de Duncan agrupa estas
dos variedades en un mismo grupo indicando que no existe diferencia significativa entre

estas variedades.

Respecto a la fibra Arzampalo et al (2015) y el laboratorio de quimica industrial (2008)
sostienen resultados diferentes, Probablemente la diferencia sea consecuencia de las

condiciones climatoldgicas, ecosistema y tipo de suelo y nutrientes de éste.
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6.1.5. Analisis del contenido de carbohidratos de las cuatro variedades de

estudio

Se presenta el contenido de carbohidratos de las 4 variedades de quinua

Cuadro 16. Analisis de varianza del contenido de carbohidratos de las variedades de estudio

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 41,86 3 13,95 3,71 0,0613 NS
Columnal 41,86 3 13,95 371 0,613
Error 30,09 8  3,76E+00

Total 71,95 11

70
69
68
67
66
65
64
63
62
61

% de carbohidratos

CV:2.93% NS= No significativo

69,19

65,63 65,91

64,06

Ajara Kurmi Phisanqalla Punaya

Figura 12. Contenido de carbohidratos en las cuatro variedades de estudio

Se muestra el andlisis de varianza para la variable carbohidratos, indica que no existe

diferencia significativa bajo un o de 0.01 entre las variedades de estudio en la variable

contenido de carbohidrato.

Sin embargo, en la figura 12 se puede observar que aun cuando no existe diferencia

significativa, la variedad QPu (69.19%) es la que alcanzo el mayor contenido de

carbohidratos y la variedad QA la quinua que menor contenido de carbohidratos lanzé

(64.06%).
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6.2.Extractos ricos en compuestos fenolicos

Para obtener los extractos ricos en compuestos fenolicos de las cuatro variedades de Quinua

se realizaron pruebas obteniendo los siguientes resultados:

Cuadro 17. Numero de extracciones y rendimiento por cada 100g de muestra

- %
Muestra Extracto Fenolico (g) Total (g) Rendimiento
1° Extrac. 2° Extrac. 3° Extrac. 4° Extrac. total
Phisangalla 3,4414 2,4126 1,3362 0,5305 7,7207 7,72
Kurmi 2,8160 2,6270 1,4261 1,2557 8,1248 8,12
Punaya 6,5513 5,5360 2,5953 1,0975 15,7801 15,78
Ajara 2,3117 2,0643 1,3572 0,4757 6,2089 6,21
18
15,78
16
14
L1
2
g% 7,72 8,12
€ 8 ’
5 6,21
g 6
4
2
0
Piisancalla Kurmi Punaya Ajara

Figura 13. Rendimiento total para la obtencion de extractos ricos en
compuestos fendlicos

En el cuadro 17 muestra el nimero de extracciones y la cantidad de extracto obtenido y su
rendimiento total. La figura 13 muestra el rendimiento total para la obtencion de los

extractos de las cuatro variedades.

Se puede ver la variedad que tiene méas rendimiento es QPu con 15,78%, le sigue la
variedad QK con 8,12%, después la variedad QPi con 7,72% y el de menor porcentaje es la
variedad QA con 6,21%.
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a) Curva de numero de extracciones para la variedad Phisanqalla
o 4,00 A y = -0,9809x + 4,3825
¢ 3,00 \& R?=0,9964
% 2,00 < i
2 100 == --#- Piisancalla
-c ==
® 000 A Lineal (Piisancalla)
0 1 2 3 4 5
numero de extracciones
b) Curva de numero de extracciones para la variedad Kurmi
4,00
o 300 y= -0,5882x + 3,5017
8 R2=0,8924
% 2,00
) --4- Kurmi
T
® 1,00 Lineal (Kurmi)
0,00
0 1 2 3 4 5
numero de extracciones
c) Curva de numero de extracciones para la variedad Punaya
8,00
7,00
£ 6,00 B y =-1,9302x + 8,7706
8 500 AN R? =0,9675
% 4,00 =
© 3,00 \ --#- Punaya
° 2'00 N~
& 100 T A Lineal (Punaya)
0,00
0 1 2 3 4 5
numero de extracciones
d) Curva de numero de extracciones para la variedad Ajara
3,00
o y =-0,6215x + 3,106
- -
8 2,00 A scn R? = 0,9486
° — --A-- Ajara
2 1,00 -
S y Lineal (Ajara)
0,00
0 1 2 3 4 5
numero de extracciones

Figura 14. Curvas de extractos ricos en compuestos fendlicos de las cuatro

variedades y sus respectivas ecuaciones lineales
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La figura 14 muestra el comportamiento de las extracciones ricos en compuestos fenolicos

de las cuatro variedades de estudio al ser sometidas a varias extracciones.

Esta figura sugiere que el comportamiento de cada variedad difiere cada una de la otra. En
todas las variedades se muestra una pendiente negativa, lo que indica que mientras mas

extracciones se realiza menor contenido de extracto fendlico se obtiene.

Las variedades quinua presentan éstas pendientes: variedad QPi: -0.9809; QK: -0.5882;
QPu: -1.9302 y QA: -0.6215.

La primera extraccion mas alta y el rendimiento mas alto se presenta en la variedad QPu
(figura 14.C); sin embargo, también presenta la mayor pendiente negativa (-1.9302), lo que
indica que por cada extraccion se puede esperar que 1.9302% menos a la siguiente

extraccion

La figural4 también indica que los resultados obtenidos en la tercera y cuarta extraccion,
muestran una disminucion significativa en los porcentajes de extracto obtenido, permite
concluir que basta con una tercera extraccion para obtener un extracto con buen

rendimiento.
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6.2. Analisis fitoquimico

Para el andlisis fitoquimico se realizaron varias pruebas, de las cuales los resultados se

describen en el cuadro inferior.

Cuadro 18. Grupos fitoquimicos relevantes de los granos de quinua

Alcaloides Rﬁéﬂi?gis Saponinas Triterpenos
Muestra
Test de Mayer I-:r:r?}ig; Test de la Espuma Test de Liberman-Buchard
Phisanqgalla - - - -
Kurmi - =~ i — -
Punaya - 3l -+ A = -
Ajara - g+ ++ 3 —

(+++) Prueba positiva; (++) Prueba intermedia; (+) Prueba no concluyente; (-) Prueba negativa

Glicésidos Cardotonicos Lactona}s y Fendlicos
Coumarinas
Muestra
Test de Kedde Test de Keller-Killini Test de Baljet ~ Test de FeCls

Phisanqgalla - i + + + +
Kurmi - + + + +
Punaya — — ++ +
Ajara — = + + +

(+++) Prueba positiva; (++) Prueba intermedia; (+) Prueba no concluyente; (-) Prueba negativa

Taninos Flavonoides Proteinas
Muestra
Test de Ac.Pb  Test de Gelatina | Test de Shinoda  Test con Ninhidrina
Phisangalla + - + + + +
Kurmi +++ - ++ + +
Punaya +++ - + -
Ajara +++ - + -

(+++) Prueba positiva; (++) Prueba intermedia; (+) Prueba no concluyente; (-) Prueba negativa
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En el cuadro anterior se muestran los resultados cualitativos obtenidos al realizar varias
pruebas para determinar metabolitos secundarios que se encuentran en las diferentes

variedades de quinua.

En el estudio fitoquimico preliminar se pudo determinar que las variedades de quinua
tienen principalmente compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, coumarinas y azucares
reductores, resultados que hacen suponer que las quinuas de estudio presentan actividad
bioldgica con propiedades farmacoldgicas y protectoras para la salud, siendo que este tipo
de metabolitos tienen referencias farmacologicas. Adicionalmente, la variedad QA presenta

mayor contenido de saponinas en relacion a las otras variedades.

Un estudio hecho por Villacres et.al. indica la presencia moderada de taninos y una fuente
abundante de flavonoides en los granos de quinua en los extractos alcohdlicos y acuosos.
En nuestro estudio ocurre de forma inversa hay una presencia abundante de taninos y
presencia moderada de flavonoides, probablemente este resultado se deba a que las quinuas
en estudio son de variedad menos estudiadas, que se caracterizan por tener este tipo de
compuestos en mayor cantidad que la Quinua Real que es la variedad mas estudiada. En
otro estudio en extractos alcohdlicos de los granos de quinua la presencia de coumarinas es
escasa, en nuestro caso la presencia de coumarinas es moderada, lo que indica que la

composicion de estos metabolitos varia segun la variedad, época y medio ambiente.
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6.3.Barridos espectrales

1.4
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Figura 15. Barrido espectral de extractos ricos en compuestos fendlicos de las
variedades de estudio

En la figura anterior se muestran los barridos espectrales a una longitud de onda de 200 a
400 nm de la quercetina (4ppm), los extractos ricos en compuestos fendlicos de las cuatro

variedades de quinua (200ppm) y el extracto de té verde (25ppm).

Como se observa en el grafico 16. en el espectro de absorcion, todos los extractos
evaluados presentan cierta absorbancia: en la region UVB y UVA. Pero ésta no es
comparable a la de compuestos fotoprotectores conocidos como el té verde, que absorbe

considerablemente en la region del UVB, pero, no en la region UVA.

Entre los extractos estudiados el que presenta mayor absorbancia, en las regiones UVA y
UVB, es la variedad QA, luego y muy cercanos se encuentran las variedades QPu, QK y

QPi por lo que resulta de cierta importancia desde el punto de vista fotoprotector.

Que las variedades absorban radiacion UV en esta region se debe a que estas subsisten en

un piso ecologico que presenta especiales condiciones de irradiacion solar, que lo califican
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como una de las regiones mas soleadas del planeta (Zaratti, 2003). Asi, esto contribuye a

que generen compuestos que absorban la radiacion UV como mecanismo de proteccion.
6.4. Cuantificacion de flavonoides totales por el método de AICl;

Curva de calibracion

CURVA DE CALIBRACION

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

ABSORBANCIA

0 5 10 15 20 25

CONCENTRACION (ppm)

y = 0,0083x + 0,0095

2
¢ Seriesl R®=0,9988

Lineal (Seriesl)

Figura 16. Curva de calibracion de Quercetina

La curva de calibracion obtenida se presenta en la fig. 16. Esta curva de se ajusta a la
siguiente ecuacion lineal: y = 0,0083x + 0,095y un coeficiente de determinacién

(R? = 0,9988), esto indica que los datos son confiables.

Cuadro 19. Flavonoides totales expresados como mgQue/100g de muestra seca

Variedad mgQue/100g
Phisanqgalla 92,865 + 0,003
Kurmi 77,822 + 0,008
Punaya 88,407 + 0,004
Ajara 63,959 + 0,006
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Figura 17. Contenido de Flavonoides totales

El cuadro 19 y la figura 17 muestran los resultados obtenidos en la cuantificacién de

flavonoides totales de las cuatro variedades de quinua.

El extracto que tuvo mayor contenido de flavonoides fue la variedad QPi. Las variedades

QPuy QK y la variedad QA presento menor contenido de flavonoides.

El contenido de flavonoides en las cuatro variedades de estudio superan a la cantidad de
flavonoides registrados por Villacres et.al (2013) en granos quinua ecuatorianos (1,72 a
44,12 mgQ/100g) vy a la cantidad de flavonoides registrados por Ruiz et al. (s.f.) en (granos
de procedencia argentina (Tucuman) (17,88 mg EQ/g extracto seco). Pero el contenido de
flavonoides de la quinua descrito por Repo-Carrasco-Valencia et al. (2010), varia de 36.2 a
72,6 mg / 100 g. Asi, los valores obtenidos de las variedades QA y QK se encuentran
dentro del rango obtenido por esta autora. Sin embargo, las variedades QPi y QPu tienen
mayor contenido de flavonoides que los datos descritos por Repo-Carrasco, la radiacion
UV en el altiplano boliviano conlleva a que estas plantas generen mayor resistencia a la

radiacion y por lo tanto presentar mayor cantidad de flavonoides.
6.4.1. Analisis estadistico de la cuantificacion de flavonoides totales

Para el analisis estadistico se realiz6 el analisis de varianza junto con el test de Duncan.
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Cuadro 20. Andlisis de varianza para la variable flavonoides totales

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,11 4 0,03 974,77 <0,0001%*
Columnal 0,11 4 0,03 974,77 <0,0001
Error 2,40E-04 10 2,80E-05

Total 0,11 14

CV=3.61%,; **= altamente significativo

Cuadro 21. Test de Duncan para la variable flavonoides totales

Columnal Duncan
- Medias n E.E.  Agrupacion
Punaya 0,06 3 3,2E-03 A
Kurmi 0,09 3 3,2E-03 B
Ajara 0,10 3 3,2E-03 BC
Phisanqalla 0,11 3 3,2E-03 C
0,12 0,11
0,1
01 0,09
© 0,08
[S)
c 0,06
2 0,06
o
3
< 0,04
0,02
0
Punaya Kurmi Ajara Phisanqalla

Figura 18. Promedio de Absorbancias en la cuantificacion de flavonoides totales

En el cuadro 20, el analisis de varianza muestra que existe alta diferencia significativa en
flavonoides entre las variedades de quinua. En la prueba de Duncan (cuadro 21) muestra

tres grupos.

Duncan dice que la variedad QA puede agruparse tanto con la variedad QPi como con la

variedad QK por que tienen similares absorbancias, seguido esta la variedad QPu en otro

grupo.
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6.5.Determinacion in vitro de la actividad anti-tirosinasa

Cuadro 22. Porcentaje de Inhibicion de la enzima Tirosinasa en los extractos ricos en compuestos

fendlicos.

Variedad % de Inhibicidn
Ac. Kdjico 87,55+0,01
Phisangalla 19,00+0,11
Kurmi 34,0340,01
Punaya 8,89+0,03
Ajara 3,314+0,01

En el cuadro 22 se muestran los porcentajes de inhibicién de la enzima tirosinasa de los
extractos ricos en compuestos fendlicos de las cuatro variedades de quinua en comparacion
con el acido Kojico que es uno de los principales agentes inhibidores de la enzima

Tirosinasa.

Como se puede observar la variedad que presenta mayor porcentaje de inhibicion es la QK,
la variedad QPi presenta 19% de inhibicion, luego le sigue la variedad QPu con 8,89 % de

inhibicion y el que presenta menor porcentaje de inhibicion es la variedad QA con 3,31%.

La variedad QK presenta inhibicion moderada a pesar de ser la que tiene mayor porcentaje

de inhibicion, comparado con el control (Ac. Kojico)
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VII.

CONCLUSIONES

En el andlisis proximal, la QK tiene mayor contenido de proteinas, lipidos y fibra.
La QPi tiene la mayor cantidad de humedad y cenizas. Comparando con datos
bibliograficos se encuentran dentro de los rangos en el caso de proteinas.

En la extraccion para obtener los extractos ricos en compuestos fendélicos permitié
determinar el rendimiento de las diferentes variedades de quinua, siendo la QPu el
de méximo rendimiento de las variedades de estudio.

El estudio fitoquimico de las cuatro variedades de estudio, revelaron la presencia
moderada (++) de lactonas y coumarinas con el ensayo de Baljet, los taninos
predominaron en los extractos de QK, QPu y QA (+++) menos en QPi (+) y hubo
presencia abundante de saponinas solo en QA (+++).

En la cuantificacién de flavonoides totales el extracto que tuvo mayor contenido fue
la variedad QPi con un contenido de 92,865+0,003mg Que/ 100g, cabe recalcar que
las cuatro variedades presenta una fuente abundante de flavonoides.

La variedad que presenta mayor porcentaje de inhibicion es la QK con 34,03%, la
variedad QPi presenta 19% de inhibicion, luego le sigue la variedad QPu con 8,89
% de inhibicién y el que presenta menor porcentaje de inhibicién es la variedad QA
con 3,31%.

La variedad QK presenta inhibicion moderada a pesar de ser la que tiene mayor

porcentaje de inhibicién.

49



Vill. RECOMENDACIONES

Los alimentos considerados nutricosméticos necesitan de mayor estudio, ya que es una
linea en auge que permite cuidar nuestra salud y ademas, ayuda a darle un valor agregado a

productos endémicos de cada piso ecoldgico de nuestro pais.

Se sugiere continuar el estudio presente, con otras variedades de quinua, para poder evaluar

el potencial en compuestos bioactivos.

Se recomienda profundizar el estudio de las variedades de estudio, ya que presentan un

gran interés desde el punto de vista fotoprotector.

Continuar con los estudios de actividad anti-Tirosinasa con extractos de otras variedades de

quinuas, en especial con variedades silvestres.
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VII.  ANEXOS

ANEXO 1. RESUMEN DE FOTOGRAFIAS

QUINUAEN SU
QUINUAEN SU QUINUAEN SU QUINUAEN SU
VARIEDAD
VARIEDAD KURMI VARIEDAD PUNAYA VARIEDAD AJARA
PHISANQALLA

Granos de quinua en su variedad Kurmi Granos de quinua en su variedad Ajara
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Quinua PusancALla

Granos de quinua en su variedad Phisangalla

Granos de quinua en su variedad Punaya

1ER LAVADO PARA
DESAPONIZACION

2DO LAVADO PARA
DESAPONIZACION

3ER LAVADO PARA
DESAPONIZACION
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DESENGRASADO DE LAS HARINAS DE
QUINUA

HARINAS DESPUES DEL DESENGRASADO

EXTRACCIONES HIDROALCOHOLICAS

EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS
CONCENTRADOS
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TE VERDE EN HOJA, PRODUCTO SOLUCIONES PREPARADAS PARA LA CURVA DE
BOLIVIANO CALIBRACION

EQUIPO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA, SOLUCIONES PREPARADAS PARA MEDIR EL % DE
MARCA TERMO SCIENTIFIC INHIBICION DE LA ENZIMA DE LA TIROSINASA
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CUBETA PARA EL EQUIPO DE EQUIPO MULTIPLACA, MARCA SUNOSTICK

MULTIPLACA

ANEXO 2. METODOS -AOAC- APLICADOS POR LA NORMA BOLIVIANA

Técnicas analiticas empleadas para el analisis proximal de las muestras de quinua segun la
Norma Boliviana par Cereales — Quinua en grano

Norma

NB 312026

Determinacion de humedad, método gravimétrico.

NB 312027

Determinacion del contenido de materia grasa, extraccion con éter de
petr6leo 60-80, método gravimetrico.

NB 312028

Determinacion de fibra cruda, método gravimétrico, después de una
hidrolisis acida y posteriormente a una hidrolisis basica.

NB 312029

Determinacion de proteinas totales, método kjeldahl (realizado por el
Laboratorio de Calidad Ambiental).

NB 312030

Determinacion de Cenizas, método gravimétrico.

NB 312031

Determinacion de hidratos de carbono, calculado mediante la diferencia d
100menos la suma de: humedad, materia grasa, fibra, proteinas y cenizas

CENIZAS

ANEXO 3. RESULTADO DE ANALISIS PROXIMAL
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| Il " Promedio desv esta

PHISANQALLA 3,450 3,350 3,650 3,483 0,153

KURMI 2,498 2,547 2,499 2,515 0,028

PUNAYA 1,949 1,950 2,046 1,982 0,056

AJARA 2,596 2,647 2,449 2,564 0,103
GRASA

| 1] 11 Promedio desv esta

PHISANQALLA 6,296 6,246 6,316 6,286 0,036
KURMI 6,316 6,323 6,325 6,322 0,005
PUNAYA 2,769 2,889 2,754 2,804 0,074
AJARA 5,921 5,797 5,657 5,791 0,132
HUMEDAD
| 1] 1l Promedio desv esta
PHISANQALLA 10,620 10,642 10,701 10,654 0,042
KURMI 7,440 7,460 7,400 7,433 0,031
PUNAYA 8,860 8,900 8,856 8,872 0,024
AJARA 9,100 9,140 9,120 9,120 0,020
FIBRA

[ Il 11 Promedio Desv. Esta

PHISANQALLA 2,450 2,390 2,422 2,421 0,030
KURMI 6,200 6,250 6,225 6,225 0,025
PUNAYA 4,050 3,990 4,024 4,021 0,030
AJARA 6,140 6,200 6,168 6,169 0,030

CARBOHIDRATOS
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[ Il " Promedio desv esta

PHISANQALLA 65,934 66,123 65,659 65,905 0,233
KURMI 64,421 66,170 66,298 65,630 1,049
PUNAYA 65,497 71,021 71,063 69,193 3,202
AJARA 61,868 64,966 65,347 64,060 1,908

ANEXO 4. RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

Curva de Calibracion de Quercetina

L, Absorbancia
Concentracion

(ppm)
5 0,052
10 0,093
15 0,132
20 0,178

Medida de absorbancias de los extractos ricos en compuestos fendlicos de las cuatro

variedades de quinua con una concentracion de 1000ppm por triplicado

Promedio de .,
Concentracion

Variedad I I I las ' (opm) mgQue/0,005g mgQue/100g
Absorbancias
Phisangalla 0,112 0,11 0,106 0,109 12,028 0,060 92,865
Kurmi 0,094 0,093 0,080 0,089 9,578 0,048 77,822
Punaya 0,053 0,061 0,054 0,056 5,602 0,028 88,407
Ajara 0,096 0,089 0,100 0,095 10,301 0,052 63,959
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ANEXO 5. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTI-TIROSINASA

Medida de absorbancias del blanco, del control (4cido Kojico) y los extractos ricos en

compuestos fendlicos de las cuatro variedades de quinua por duplicado

9
| I Promedio inhf’b?jén
Blanco 0,628 0,609 0,619
Ac. Kojico 0,073 0,081 0,077 87,55
Phisangalla 0,581 0,421 0,501 19,00
Kurmi 0,406 0,41 0,408 34,03
Punaya 0,544 0,583 0,564 8,89
Ajara 0,599 0,597 0,598 3,31
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