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RESUMEN

El presente trabajo contribuye a revalorizar la cafihua, grano nativo cuyo
potencial es tanto nutricional como funcional por su actividad antioxidante,
combinada con las diversas formas de uso alimentario al que puede ser
sometido y empleado para todas las etapas de la vida.

Los compuestos polifendlicos de caracter antioxidante, presentes en los
alimentos, son responsables de la reduccién del riesgo de enfermedades
asociadas con el estrés oxidativo. Las Especies Reactivas del Oxigeno y el
Nitrégeno (EROs y ERNSs) intensamente estudiadas en los recientes afios por
su efecto negativo en la fisiologia y patologia esta conectada al estrés oxidativo.
Los antioxidantes polifendlicos y flavonolicos son capaces de neutralizar el
exceso de las EROs y ERNSs, sugiriéndose un rol importante de éstos en la
prevencion de la aterosclerosis, las enfermedades cardiovasculares,
neurolégicas y el cdncer que son consecuencia de la oxidacion de las células.

Los granos andinos como la cafiihua son alimentos componentes de la dieta
boliviana, en especial del occidente del pais, que por su calidad nutricional y
presencia de compuestos antioxidantes tienen efectos promisorios en la
reduccion del riesgo de estas enfermedades cronicas.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la Capacidad Antioxidante Total
en granos de cafihua, contando con una poblacion muestral de disefio
complejo: 2 variedades, 16 accesiones cultivadas por la coleccion de cafiihua
del Banco Nacional de Germoplasma de Granos Altoandinos (BNGA) de la
Fundacién de Promocién e Investigacion de Productos Andinos (PROINPA), 10
muestras silvestres colectadas en el altiplano boliviano y tres muestras
comerciales: una de pito de cafihua y 2 granolas a base de cafihua.

Se determiné la Capacidad Antioxidante Total a través de ensayos como: (a)
ABTS (2,2 -azinobis-(3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato) radical cation);  (b)
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) y (c) FRAP (Ferric reducing antioxidant
power). Ademas, se midié el Contenido de Fenoles Totales (TPH), Flavonoides
Totales (TF), responsables de tal actividad.

Se determiné que la muestra DK1, silvestre de la region altiplanica (Oruro)
presentd la Capacidad Antioxidante mas alta de todo el universo analizado y
que la muestra de harina tostada de cafihua o pito exhibié valores de TAC
significativos en relacion al grupo de muestras analizado.

Palabras clave: Caiiihua; Chenopodium pallidicaule; Chenopodiaceae; grano sudamericano



SUMMARY

The present work seeks to revaluate this native grain whose potential is so
much nutritional, as functional for its antioxidant activity, combined with the
diverse forms of alimentary use to which can be subjected and employed for all
the stages of the life.

These poliphenolic chemical compounds with antioxidant characteristic, present
in the foods are responsible to reduce the risk on iliness associated to oxidative
stress. Oxygen and nitrogen reactive species (ROS, RNS) were strongly studied
recently years ago because its effect on the physiology and pathology is
connected to oxidative stress. These antioxidant compounds are able to
neutralize the plus on ROS and RNS, suggesting an important function
preventing some illness as Atherosclerosis, Cardiovascular diseases, neurologic
diseases and cancer that are consequence to cell oxidation.

The Andean grains as canihua are component to Bolivian diet, especially
occident of country, because its nutritional quality and antioxidant compounds
that have promissory effects reducing risk of these chronic diseases.

The aim of this study was determine total antioxidant capacity in canihua grains
and it ended satisfactorily, because the universe of samples on grains of
canihua had a complex outline: two variety, sixteen samples corresponding to
species from Bank National Germoplasm of Altoandean Grains (BNGA)
concerning to Foundation of Promotion and Investigation of Andean Products
(PROINPA) and thirteen wild samples collected in the bolivian altiplano, and
three commercial samples: “pito” of canihua and two granola based on canihua.

The analysis measured the antioxidant activity by the following methodologies:
a) ABTS (2,2 -azinobis-(3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato) radical); (b) DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) that check the antioxidant activity by disappear free
radical and (c) FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power Assay). Besides
measure the Total Phenolic Content (TPC) Total Flavonoids (TF), responsible to
antioxidant activity, employing corresponding standards.

It was determined that a wild sample DK1, from altiplano of Bolivia that shown
the high Antioxidant Capacity of all samples analyzed, besides canihua’s flour
o0 pito, exhibit significant TAC values related to the universe analyzed.

Keywords: Canihua; Chenopodium pallidicaule; Chenopodiaceae; sudamerican grain.



LISTA DE ABREVIACIONES

ABTS Acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico
ABTS+e Radical catidén de acido 2,2,-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico
AH Antioxidante

BHA Butilhidroxianisol

BHT Butilhidroxitolueno

CAT Catalasa

CUPRAC Capacidad Antioxidante en cobre reductor

DNA Acido desoxirribonucleico

DPPH- Anidn 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

DPPHe Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

E.T. Transferencia de electrones

FRAP Poder reductor del ién férrico

GPX Enzima glutatién peroxidasa

HAT Transferencia de un dtomo de hidrégeno

Le Radical lipidico centro del carbono

LDL Lipoproteina de baja densidad

LOe Radical alcoxi

LOO- Anioén peroxilo

LOQe Radical peroxilo

LOOH Hidroperodxido

MeOH Metanol

NQe Radical libre nitrosilo

O2e Radical oxigeno

OHe Radical hidroxilo

RDA Recommended dietary allowance

ROOe Peroxiradical

ROS Especies reactivas de oxigeno

SOD Enzima superdxido dismutasa

TAC Capacidad Antioxidante Total

TEAC Capacidad Antioxidante Total en Equivalente Trolox
TPTZ 2,4,6-tripiridil-s- triazina

TROLOX Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetralmetilcroman-2-carboxilico

uV/Vis Ultravioleta/Visible
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.  INTRODUCCION
1.1. ANTECEDENTES

La busqueda de nuevas fuentes de alimentos y/o la recuperacion del uso
de alimentos relegados como el de varios cultivos andinos que pudieran servir
para solucionar en parte el déficit proteico-calérico observado tanto a nivel
latinoamericano como mundial cobra cada vez mayor importancia. Ya a partir
del afio 1960 el Club de Roma establecidé los limites del crecimiento y la no
sostenibilidad de los modelos de crecimiento ilimitado. Precisamente en esos
afos se inicio el estudio de muchos alimentos entre ellos los granos andinos: la
quinua Chenopodium quinoa Wild y la cafiihua Chenopodium pallidicaule
Aellen, productos altamente nutritivos que se han cultivado en forma tradicional
en el area andina desde la época incasica. Usados en la alimentacion de los
pueblos antiguos de Sudamérica como alimentos basicos. Sin embargo, el
cultivo de éstos en el altiplano disminuyé después de la conquista espariola,
cediendo el paso a otros granos introducidos como el trigo y la cebada, aunque

el cultivo de estas especies andinas no desaparecio.*

El presente trabajo busca validar y promover el consumo de los granos
andinos no solo a nivel local y nacional sino inclusive internacional. En la Bolivia
actual se ha detectado que la l6gica de produccion mercantil se conjuga con la
l6gica de produccion de RTAs (Raices y Tubérculos Andinos) y granos andinos
para el autoabastecimiento familiar. Esta conjugacion permitié la supervivencia
de una serie de cultivos relegados y postergados, aunque no se ha frenado el
retroceso general y la pérdida de la biodiversidad de varios cultivos andinos.
Han sido estudiados los circuitos locales de mercado no tradicional, llegando a
la conclusién de que en las comunidades estudiadas se conjugan los objetivos
de reproduccién social-comunitaria, que son diferentes, con los objetivos de
acumulacion mercantil. El destino que las familias confieren a su produccion,

presenta caracteristicas multiples-combinadas: autoconsumo para la
17



alimentacion familiar y del ganado; venta para obtencién de dinero que se
invertirq en la compra de productos complementarios no producidos en la zona,
semilla para la reproduccion del sistema y de la biodiversidad; trueque (cambio)
por productos de otros sistemas ecoldgicos, en ferias y agradecimiento por la

colaboracién de mano de obra extra familiar (ayni, mink’a, etc.).?

El trueque y el ayni, reflejan un importante dinamismo de variedades en la
zona; 83% de las familias obtienen sus semillas sin la intervencion del dinero,

s6lo el 17% la obtiene mediante la compra.®

Sobre todo en los dltimos cinco afios ha obtenido gran impulso la
produccion de quinua destinada a la produccién exportable gracias a la
construccion de circuitos mercantiles. Han proliferado microempresas
dedicadas al procesamiento de la quinua en diferentes productos: quinua
lavada, harina, hojuelas y fabricacion de alimentos extruidos. Sin embargo,
en el caso de la cafiihua todavia no se ha detenido el retroceso en su

produccion y el trabajo de mejoramiento genético es alin muy insuficiente.

Resulta sorprendente el contraste entre un porcentaje de poblacion mundial
que se encuentra sometido a problemas de desnutricion y otro que presenta
efectos contrarios, debido a excesos en la alimentacion, uso de comida
chatarra, estrés y otros factores que han incrementado el nimero de enfermos
derivados por una inadecuada alimentacion y otros factores. El origen de
enfermedades de naturaleza multifactorial como la aterosclerosis, hipertension,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, cancer y otras afecciones
inflamatorias, se han dado por un desbalance entre el equilibrio de sustancias

oxidantes y antioxidantes.* °

Por ello, se ha reforzado el interés tanto en la quimica de los alimentos, el

adecuado proceso de los alimentos a nivel tanto industrial como casero, la

18



nutricion biomédica, asi como el consumo de alimentos dotados de ciertos
metabolitos secundarios con funciones diversas, entre ellos los antioxidantes
naturales de ciertas plantas cuya funcion, por ser naturales y estar presentes en
la matriz alimentaria, se prefiere frente a antioxidantes sintéticos que
actualmente se emplean en la industria alimentaria para elevar el tiempo de
vida de algunos alimentos, estabilizando lipidos, vitaminas y productos que

otorgan sabor a los alimentos.

La meta es ahora “tener el arco iris en la mesa” y gozar de una dieta rica en
productos frescos, variada y equilibrada que podria proporcionarnos una
cantidad aceptable de antioxidantes capaces de neutralizar a los radicales
libres. (Ver fig. 1.1) Sin embargo, existen factores de riesgo adicionales en el
modo de vida actual que provoca exceso de radicales libres (debido al humo, la
contaminacion, el sol, los agentes quimicos) y en la mayoria de los casos la
dieta no es la adecuada. Para mejorarla, deberia incluirse diariamente una
buena proporcion de frutas, verduras y legumbres, acompafadas de cereales

integrales y nueces.”

ESTRES
OXIDATIVO

ANTIOXIDANTE

ROS, RNS, Y

RADICALES LIBRES

Figura 1. Equilibrio entre compuestos oxidantes y efecto antioxidante en el estrés oxidativo.
Fuente: Elaboracion propia.
La neutralizacion de los radicales libres se logra potenciando el efecto de

enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa, GPx vy la

superoéxidodismutasa, SOD, de minerales como el selenio y el zinc, asegurando
19



la presencia en la dieta de vitamina C, de vitamina E y suministrando en la

matriz alimentaria compuestos flavonoides de efecto antioxidante.

Un gran papel en los efectos antioxidantes juega la presencia de
flavonoides y de otros compuestos fendlicos. Los flavonoides estan
ampliamente distribuidos en los vegetales y frutas.®

Estos compuestos quimicos se encuentran ampliamente distribuidos en las
plantas. Los tres grupos mas importantes son los flavonoides, los acidos
fendlicos y los polifenoles, siendo el primero uno de los méas estudiados. Los
polifenoles comprenden un amplio rango de sustancias que poseen uno 0 mas

anillos aromaticos con por lo menos un grupo hidroxilo.

Los fenoles posees efectos antioxidantes y como tales atrapan radicales
libres, previniendo que éstos se unan y dafien las moléculas de acido
desoxirribonucleico (DNA), un paso critico en la iniciacion de los procesos
carcinogénicos. Hay antioxidantes naturales (fisiolégicos), presentes en nuestro
organismo y los sintéticos. Dentro de cada grupo, los antioxidantes pueden ser
enzimas que aumentan la velocidad de ruptura de los radicales libres, o
previenen la participacion de iones de metales de transicion en la generacion de
radicales libres y los inactivadores o atrapadores "scavengers", protegiendo de
esa manera de las infecciones, del deterioro celular, del envejecimiento
prematuro y probablemente, del cancer. Los compuestos antioxidantes son
también un grupo de vitaminas, minerales y enzimas que protegen nuestro

cuerpo de la formacién de estos radicales.? °

Los flavonoides pueden poseer tanto actividad antioxidante como pro
oxidante, la cual va en funcién a su diferente estructura quimica, de los cuales
la quercetina (flavona), taxifolina (flavanona) y catequinas (flavanol) poseen

diferentes estructuras basicas, pero con el mismo patrén de hidroxilacién. Sin
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embargo la diferencia es la presencia de un grupo orto-catecol en el anillo B
que es determinante de una actividad antioxidante alta. Aunque una excepcion
observada es el kaempferol, flavanona que a pesar de no contener dicho grupo,
presenta alta actividad antioxidante atribuida a un doble enlace 2,3 y el grupo

hidroxilo en posicién 3 de la estructura basica de los flavonoides. (Fig. 2)
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Figura 2. Estructura basica de los flavonoides. Fuente: tomado de Tiwari A. (2001).

Segun Repo-Carrasco (2008), se encontr0 que de todos los granos
andinos, el de mayor contenido en sustancia antioxidante encontrado fue en
muestras de cafiihua (Chenopodium pallidicaule), quinua (Chenopodium quinoa

ecotipo marrén) y finalmente la kiwicha (Amaranthus caudatus eco. negra). ****
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En los estudios de Rastrelli (1995), se dilucidaron dos estructuras nuevas
de flavonoides en cafihua: isoramnetina 3-O-R-D-apiofuranosil-(1 - 2)-0-[a-L-
ramnopiranosil (1-6)]- [ -D-glucopirandsido y quercetina 3-O- [ -D-

apiofuranosil (1 - 2)-0- a-L-ramnopiranosil (1 - 6)-R-D-galactopiranésido.*?

Entre otros constituyentes encontrados en éste grano, por el mismo
investigador, se determind la presencia de tres saponinas y siete compuestos
triterpenoides. (1996)*3

La presencia de ecdisoma hidroxilada es un marcador quimiotaxonémico
muy propio de las quenopodiaceas y es un dato importante para la identificacion
de otras especies. La ecdisoma hidroxilada constituye un grupo quimico
esteroideo. El primer reporte de fitoecdiesteroides de cafiihua (Chenopodium
pallidicaule) que se cree juega un papel importante en la proteccion de la

planta, fue presentado en los estudios de Rastrelli et al (1996).*

En un estudio preliminar Pefarrieta et al (2005) se realiz6 un barrido de la
actividad antioxidante de ocho alimentos propios de la regién altiplanica de
Bolivia: tarwi, quinua, amaranto, ulluco, papa, arracacha, oca y cafnihua. Siendo
este Ultimo cultivo el que exhibido valores mas altos de TAC (Actividad
Antioxidante Total) por los ensayos de ABTS y FRAP.*°

Posteriormente, Pefarrieta et al (2008)*, trabajaron con varias muestras
de plantas de cafihua obtenidas por muestreo puntual aleatorio en el altiplano
boliviano determinando valores de actividad antioxidante y obteniendo valores
bastante elevados, posiblemente debidos a la técnica de extraccion, mediante
los ensayos ABTS y FRAP (l6n férrico reductor del poder antioxidante). El
principal mérito de este trabajo estd en la identificacion cualitativa de los
compuestos fendlicos presentes en la cafihua, por analisis de HPLC que
mostré6 presencia de ocho componentes mayoritarios identificados como
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catequin-galato, catequina, acido vainillico, kaemferol, &cido ferdlico,
guercetina, resorcinol y 4-metil-resorcinol, compuestos fendlicos responsables
del valor de TAC determinado por el ensayo ABTS, especialmente la presencia
de resorcinol y catequina. Las interacciones que existen entre todos los
compuestos favorecerian la actividad antioxidante de ésta planta promisoria.
Asimismo la presencia de acido vainillico explica el buen sabor de los productos

obtenidos con la cafihua.

La cafihua (Chenopodium pallidicaule) tiene como centro de origen la
region de los Andes de Bolivia y del sur del Perq, distribuyéndose en las
regiones semiaridas mas altas; soporta climas rigurosos con heladas, sequias y

bajas temperaturas (-3° C), sin afectarse su produccion.

Los granos de cafihua han sido identificados como un alimento altamente
promisorio por su valor nutritivo, alto contenido lipidico, patron de aminoacidos
ideal, con alto contenido de lisina. Esta planta no sélo ha sido empleada como
fuente alimentaria, se le han atribuido cualidades terapéuticas por la medicina
indigena en el efecto de reduccion del colesterol, en el tratamiento contra la
fiebre tifoidea, disenterfa, blenorragia y afecciones urinarias.’

El grano de cafiihua presenta un elevado contenido de proteinas (15-19 por
ciento) y al igual que la quinua y kiwicha, tiene una proporcion importante de
aminoacidos azufrados; posee un buen balance de aminoacidos, siendo
particularmente rica en lisina, isoleucina y triptéfano. Esta calidad proteica, en
combinacion con un contenido de glucidos del orden del 60% y el afiadido de

dos aceites vegetales del orden del 8%, la hacen altamente nutritiva.

La tabla 1, muestra una comparacion de la composicion proximal de
cereales y granos andinos, porcentaje de proteina, grasa, fibra cruda, ceniza y
glicidos. Los diferentes cereales presentan un patron singular de los
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pardmetros citados. Se encuentra referido a gramos del nutriente en relacion a

100 g de alimento.

Tabla 1. Composicién proximal de cereales y granos andinos (g/100 g
Materia seca)

ALIMENTO | PROTEINA | GRASA | FIBRA CRUDA | CENIZA | GLUCIDOS
Trigo Manitoba 16.0 2.9 2.6 1.8 74.1
Trigo Inglés 10.5 2.6 2.5 1.8 78.6
Cebada 11.8 1.8 5.3 31 78.1
Avena 11.6 5.2 10.4 2.9 69.8
Centeno 13.4 1.8 2.6 2.1 80.1
Triticale 15.0 1.7 2.6 2.0 78.7
Arroz 9.1 2.2 10.2 7.2 71.2
Maiz 11.1 4.9 2.1 1.7 80.2
Sorgo 12.4 3.6 2.7 1.7 79.7
Quinua 14.4 6.0 4.0 2.9 72.6
Kaniwa 18.8 7.6 6.1 4.1 63.4
Amaranto 14.5 6.4 5.0 2.6 71.5

Fuente: Repo-Carrasco (1992)

La cantidad de proteina de la cafiihua es mayor inclusive a la del trigo
Manitoba. Tanto la quinua como la cafihua, son relativamente ricas en lipidos.
El aceite de estos granos tiene alto contenido en 3 acidos grasos insaturados,

asi como también en tocoferoles. ***% 2

Actualmente la cafiihua se cultiva para la produccién de grano que es
empleado en la alimentaciéon humana y aves de corral. El rendimiento usual de
grano de cafihua es de cerca de 1000 kg/ha, aunque en buenas condiciones de
suelo el rendimiento puede duplicarse o triplicarse, segun el estudio de
Cahuana (1975), la variedad Lasta cafihua anaranjada destacé por su
rendimiento de 25.000 kilos de planta verde por hectarea, cuando realizé un
estudio comparativo de rendimiento de cinco formas botdnicas de cafiihua

tomando tres distanciamientos entre surcos.?

La forma de consumo humano de la cafiihua es principalmente como pito

de cafihua o kafiwako, que es grano tostado y molido evitando su quemado. El
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producto es aromético pues entre sus flavonoides estd el &cido vainillico
(Pefiarrieta et al) *® pudiendo combinarse con azcar, leche, agua. Con los
granos enteros, reventados pueden prepararse turrones, dulces y otros
productos de confiteria derivados del grano de cafiihua como: expandidos de

cafiihua, barras energéticas, hojuela, harina, pastas y fideos, etc. %

En estudios realizados en 1993, se formularon mezclas alimenticias de
quinua-cafihua-haba, proporcionando un alto valor nutricional que se acercaba
al de la caseina (mezcla: 2,36; caseina: 2,5)%, justamente considerando la
calidad nutricia de estos granos, entre ellos la cafiihua.

Acerca de su uso en animales, se observé que una alimentacion con un
40% de harina de cafiihua, junto a otras harinas (trigo, maiz) para cuyes dio un
resultado positivo, que elevd la ganancia de peso de eéstos animales,
atribuyéndose este incremento al buen sabor de la cafiihua en relacion a otras

dietas comerciales, determinandose una mejor retribucién econémica.*

La capacidad antioxidante total es una estimacién fiable y global de la
capacidad antioxidante de un alimento, parametro que permite valorar la calidad
dietética de un producto analizado, como ya se mencion0 éste proviene de las
frutas y vegetales, en su contenido de vitamina C, vitamina E, B-caroteno y

polifenoles de plantas (flavonoles, flavanoles, antocianinas y fenilpropanoles) 2*

No hay un parametro singular para evaluar el estatus o capacidad
antioxidante de alimentos y fluidos biolégicos, como por ejemplo tiene la dureza
del agua ampliamente aceptado en Francia, definido como la cantidad de mg de
dureza equivalente de CaCOj3; por 100 mL de agua. Toda la comunidad
cientifica entiende lo mismo si expresa un nivel dado de dureza del agua, pero
desafortunadamente, no es posible una abstracciéon analoga de conocimiento
Gtil a partir de los resultados de las pruebas de actividad/capacidad antioxidante
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gue posee diferentes mecanismos, los que se basan en diferentes
procedimientos y diferentes unidades reportadas. Las consecuencias
inevitables de la situacion corriente son que los valores antioxidantes de los
alimentos no pueden ser evaluados y comparados efectivamente, no puede ser
preparado un inventario objetivo de los alimentos vegetales antioxidantes, no se
pueden disefiar dietas ricas en antioxidantes de aceptacion amplia, y el estatus
antioxidante total del suero humano (por ejemplo) no puede servir como un

indicador activo para detectar y monitorear las enfermedades.

En la actualidad existen muchos métodos disponibles para la determinacién
de la capacidad antioxidante, sin embargo existe una gran necesidad de
estandarizar estos metodos porque la falta frecuente de un sustrato especifico
en el procedimiento, la composicion del sistema y los métodos de oxidacién
inducida podria limitar esta exactitud. De hecho, la actividad antioxidante es un
sistema complejo que no puede ser evaluado satisfactoriamente usando una
sola prueba, por ello se requieren varios procedimientos que mediran las
diferentes reacciones que se suceden en la accion antioxidante de los
diferentes compuestos fendlicos, flavondlicos, etc. Las pruebas disefiadas para
la determinacion de la capacidad antioxidante, requieren equipo Yy reactivos
especiales. Entre ellos el ensayo ABTS (acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico), el ensayo DPPH (2,2'-difenil-1-picrilhidrazil) y el ensayo FRAP
(ferric reducing antioxidant power) >%

Muchos ensayos de capacidad antioxidante pueden ser clasificados de
acuerdo a su mecanismo de accion, como de transferencia de electrones (ET,
Electron Transfer). Los mecanismos de accion antioxidante, de forma general,

se basan en las siguientes reacciones:

l. ROOe + AH/ArOH - ROO~ + AH'/ArOH
Il. AH/ArOH + H,O -  AsArO + H30"
1. ROO- + H;O+ - ROOH + H,0
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Estas reacciones son relativamente més lentas y dependientes del
disolvente y del pH. De hecho, en la mayoria de los ensayos basados en la ET,
la accidon antioxidante se simula con un muestra de prueba de potencial redox,
es decir, los antioxidantes reaccionan con una muestra de prueba coloreada

(agente oxidante) 2%

Los ensayos espectrofotométricos se basan en medir la capacidad de un
antioxidante al reducir tal oxidante, el cual cambia de color cuando se reduce. El
grado de cambio de color (aumento o disminucion de absorbancia a una
determinada longitud de onda) esta correlacionado con la concentracion de

antioxidantes en la muestra,?® 303132

Los métodos a emplearse en el presente trabajo permitiran por diferentes
perspectivas y mecanismos de reaccién observar y medir el efecto antioxidante,
midiendo tal capacidad con el empleo de sustancias estandar bajo las mismas
condiciones que los extractos de las 31 muestras con las que se cuenta. Se
definird cual de las muestras posee un valor mas alto en contenido de
Flavonoides totales, Fenoles totales y Actividad Antioxidante Total de la cual

son responsables los compuestos mencionados.
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1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cultivo de granos andinos como cafihua, quinua y otros, habiendo sido
relegado en el mercado por muchos afos, actualmente ha mostrado un gran
impulso en su estudio y uso debido a que los consumidores buscan ahora
alimentos nutricionalmente benéficos y también con caracteres preventivos para
las diferentes patologias que actualmente aquejan a las poblaciones, como las
cardiovasculares, cancer, enfermedades por estrés cuyo niumero ha crecido en
niveles sin precedentes, sin embargo se ha visto reducir éste numero por el
consumo de alimentos vegetales que contienen cantidades significativas de
compuestos con efecto antioxidante, evitando asi la oxidacion y permitiendo un
balance entre los efectos oxidantes y los antioxidantes representados por
compuestos exdgenos asociados a la dieta como son los fendlicos, vitaminas,

oligoelementos, etc.

Trabajos previos muestran a la cafiihua como un grano valioso en su
funcién antioxidante. Por lo tanto determinar la presencia de antioxidantes
fendlicos y grupos flavonoides en variedades y lineas nuevas de cafiihua como
alternativa alimentaria a la insuficiente, inadecuada, mala alimentacién por parte
de las diferentes poblaciones valorizar4 el consumo de los granos de cafihua.
Granos que se encuentran catalogados dentro del Banco Nacional de
Germoplasma con cierta informacion de su origen tendran un valor mas amplio
por los analisis realizados. Ademas, la diversidad de colores de los diferentes
granos mostrara posiblemente alguna relacion con su contenido de sustancias
antioxidantes. Todas las determinaciones a realizar confirmaran trabajos
previos relacionados a éste grano incrementando el numero de especies

promisorias.
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1.3. MARCO TEORICO
1.3.1. Caracteristicas e Historia de la cafiihua

Los Andes centrales fueron uno de los principales centros de
domesticacion de plantas alimentarias en el continente americano.
Aproximadamente 10.000 afios a.n.e., el nivel del lago Titicaca era
aproximadamente 5 metros mas elevado que ahora. Durante este periodo,
habia mas al sur un inmenso lago (43 000 km?), con una profundidad de
varias decenas de metros, que abarcaba los lagos Uru-Uru, Poop6, Coipasa y
Uyuni e incluia la actual region de los "salares": el lago Tauca. Durante todo
el periodo que precede la cultura litica Viscachani, la primera conocida, gran
parte del Altiplano actual se hallaba cubierta por las aguas. Segun estudios de

Bouysse-Cassagne (1991) 3

La cafiihua, gafiiwa, es un grano cuyo centro de origen esta en la region de
los Andes centrales cuyo cultivo data de épocas muy antiguas y es
contemporaneo al establecimiento de la matriz alimentaria circumlacustre
elucidada y estudiada por D.L. Browman® (1983). La cafiihua es un grano
semidomesticado cuyas muestras arqueoldgicas son insuficientes por
problemas de conservacion. La cafiihua (del quechua: gafiwa), Chenopodium
pallidicaule, es una quenopodiacea similar en su composicion a la quinua, una
planta relacionada. Es una herbacea, anual de 2 a 9 dm de altura, muy
ramificada. Presenta tallos, hojas e inflorescencias cubiertas de vesiculas
blancas a rosaceas. Tiene importantes caracteristicas beneficiarias las cuales
incluyen una tolerancia a las condiciones de altas alturas montafiosas, el alto
contenido proteico de sus granos, asi como su importante actividad antioxidante
y por su contenido de compuestos fendlicos, sumado a la poca presencia de
saponinas, las cuales causan dificultades y complicaciones para el uso de la
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quinua. La domesticacion de la cafiihua aun no es amplia por la falta de

uniformidad de la madurez de sus granos, algo que limita la produccion.

Los quenopodios, quinua y cafihua son fuentes de proteinas
extremadamente importantes. Su utilizacion exitosa debié de haber
ocurrido antes de que las primeras poblaciones de pastores némadas
hayan podido pasar al empleo de métodos de cultivo que dependieran de
la agricultura y que les permitieran utilizar sus animales como fuente de
capital en actividades de comercio, mas bien que como fuente de carne
primordialmente. La proporcién de proteina que proveen estas plantas es
distinta entre las diversas variedades y, dentro de la misma variedad,
depende de las condiciones de crecimiento. Frecuentemente, se sefiala
una fluctuacion de entre un 15 a un 25 por ciento en el caso de las
gquenopodiaceas, colocando asi a la quinua y a la cafilhua en un nivel
superior a aquellos granos occidentales estandar, como el arroz, el trigo,
etc. (Eiselen, 1956; Tapia Vargas, 1976; White et al, 1955 cit. por
Browman).?* Las quenopodidceas también contienen cantidades
significativas (en términos de las cantidades diarias recomendadas) de
calcio, fésforo, hierro, tiamina, riboflavina, niacina, y cantidades menores

de acido ascérbico, potasio, magnesio, manganeso y zinc. 3*

La utilizacion temprana, de los guenopodios, se vio disminuida por
las saponinas asociadas; gue incluso hoy dia limita su consumo, por la
necesidad de eliminar la saponina glucosidada del grano. Las saponinas
son alcaloides que se encuentran principalmente en las capsulas del
episperma de la planta, que dan el sabor amargo al grano y vuelven
jabonosa el agua con que se lava la semilla. Aunque no son letales en
términos de la proporcidn presente, se encuentran concentraciones
significativas, que por lo general fluctuan, entre un 0,25 y un 0,50 por
ciento. La eliminaciéon de la saponina se logra por repetidos lavados del
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grano con el propdsito de liberar la mayor cantidad de sustancias
posibles. Estos métodos primitivos no son ciento por ciento efectivos,
pero si eliminan la mayor parte de la saponina. Sin embargo, como es de
suponer, los lavados repetidos no soélo eliminan la saponina, sino que
también reducen el valor nutritivo del grano al eliminar alrededor de la
mitad de la proteina contenida, de altas proporciones de 20 - 25 por

ciento registradas para algunos quenopodios.**
Cultura Chiripa

La cultura Chiripa fue una de las mas antiguas de la regidén andina,
cuyos restos aparecen desde la peninsula de Taraco por el sur, hasta
Santiago de Huata por el norte, incluso en la Peninsula de Copacabana, en

las riberas del Lago Titicaca (cuyo antiguo nhombre era Pukinacota), Bolivia.
ao
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Figura 3. Extension de la Cultura Chiripa.
Fuente: Wikipedia

Los vestigios de estas primeras culturas lacustres se manifiestan a

través de ciertas practicas agricolas, principalmente la construccion de

camellones (sukakollus, waru-warus, ridged fields).
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Una primera fase de construccion y utilizacion intensa de camellones
habria tenido lugar entre 1 500 y 500 a.n.e. La instalacion y utilizacion de
estas técnicas agricolas estaba directamente ligada a una mejor gestion del
agua en medios pantanosos. Esta primera fase de utilizacion coincide con las

2 primeras fases y el inicio de la tercera fase de la cultura Chiripa.

Segun los ultimos estudios que se han realizado en la peninsula de
Taraco y considerando los datos de los sitios Chiripa, D.L. Browman (1983) y

otros han delimitado las siguientes tres fases*”

a) Chiripa temprano (1500-1300 a.n.e. a 1000-850 a.n.e.).

b) Chiripa medio (1000—850 a 800—600 a.n.e.). En esta fase la cultura
Chiripa fue la primera en dominar los sistemas y técnicas de la
agricultura de camellones. Su alimentacion fue a base de olluco, oca,
mashua (isafio), papa, quinua y cafiihua. La etapa de mas numerosa
construccion de camellones se habria desarrollado entre 800 y 600
afios a.n.e.

c) Chiripa tardia o Clasico (800—600 a.n.e. a 200—100 a.n.e.).

La cultura Chiripa gracias a la construccion de camellones inicié el cultivo
masivo de la papa, la produccion de chufio, el cultivo de otros tubérculos como
la oca, el isafio, el olluco y promovié el cultivo de los granos andinos: quinua y

cafiihua. La agricultura fue complementada por la pesca. *

Cultura Pucara

La cultura Pucara fue —como después seria Taypicala— una cultura
filial o hija de la Cultura Chiripa. Su periodo de florecimiento abarca del Siglo
Il a.n.e. al siglo VI d.n.e. Los pucara fueron una cultura cuyo lenguaje era
muy presumiblemente el pukina, que habitaron el extremo noroccidental de

la meseta del altiplano, en el actual departamento peruano de Puno a 3800
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msnm. Su establecimiento se dio a partir del siglo Il a.n.e., y su disolucion se
da aproximadamente en el siglo VI d.n.e. Con la fluctuacion de los niveles del
lago, al inundarse Wifiaymarca, fueron retrocediendo los camellones chiripas.
Se produjo un largo periodo de abandono, o utilizacion reducida, que habria
comenzado hacia el afio 300 a.n.e., y habria proseguido hasta 500 afios
d.n.e. (Bouysse-Cassagne, 1991)*. La mayor densidad de camellones se da en
los sitios Chiripa, en la peninsula de Taraco, en los sitios en que emergeria la

cultura Pucara y en la region de Puno.

La poblacion pukina se traslado a la ribera norte del lago y desarroll6 la
cultura Pucara siguiendo los patrones de la matriz alimentaria circumlacustre y
complementando el modo “altiplano” con el manejo naciente de pisos
ecolégicos que fueron paulatinamente estableciendo los pukinas en sus
regiones: Urco-suyu (aledafia a la puna), Uma-Suyu (aledafia a la ribera
circumlacustre) y Cole-suyu (aledafia a la Costa del Pacifico en la region
inscrita entre Arequipa-lquigue-Loa).

La cultura Pucara aplicé los conocimientos de la cultura Chiripa referidos a
olluco, oca, mashua, papa y quenopodiaceas (quinua y cafilhua) que
producian en las regiones suni y puna, ademas del maiz, éste ultimo en
menor proporciéon. La base de su economia, fue la ganaderia de altura de

auqueénidos: vicuia, llama, alpaca y guanaco.

La Civilizacion de Taypicala

Taypicala emergio sobre la base de las culturas circumlacustres previas
en el valle del rio actualmente denominado Tiahuanaco (Bolivia), y alcanzé
altos grados de tecnologia litica y agricola. La civilizacién pukina de Taypicala
(mas conocida como Imperio Tiahuanaco-Huari) desarrollé la revolucion
agricola iniciada por la precedente cultura Chiripa. Su economia se basaba en
el cultivo de papa, que para su almacenaje era deshidratada en la forma que
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hoy se conoce como "“chufio"; asi mismo —ademas de la pesca— se cultivaban
tubérculos como la oca, el isafio y el olluco. También se cultivaba la quinua y la

canihua.

El desarrollo de Taypicala se divide en 3 periodos 0 5 épocas, que son:
Aldeano: Epocas | y Il (1500 a.n.e. - 45 d.n.e.)
Urbano: Epocas lll y IV (45 d.n.e. - 700 d.n.e.)
Expansivo: Epoca V (700 d.n.e. - 1200 d.n.e.)

Los pukinas de Taypicala mostraron un desarrollo sociopolitico sin
precedentes, superando las dificultades que representaba su entorno
ecolégico (el altiplano sobre los 3800 msnm). Segun estudios hechos por
Alan Kolata (1977) los taypicalas desarrollaron una agricultura con
excedentes que permitieron la revolucion urbana y la subsistencia de la

élite.®’

Al producirse la revolucion urbana, Taypicala dejo
de ser la aldea concentrada de los primeros tiempos
para convertirse en una gran urbe ceremonial que tiene
dos centros dominantes: el conjunto de Akapana con
los edificios que la rodean y el Puma-Punku situado al
suroeste de Akapana. Ambos muestran la estructura
doble de Taypicala, que evidencian la vision de
dualidad propia de la sociedad andina, se divide en
dos; Anan (los de arriba) y Urin (los de abajo). Todas
las ciudades andinas, incluyendo Cusco siguieron
posteriormente este patrén urbano.

Figura 4. Extension del Imperio Taypicala (conocido como Imperio Tiahuanaco-Wari). Fuente:Wikipedia
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Fue en las épocas Il y IV que Taypicala muestra en su periodo urbano una
gran actividad de construccion de camellones y un importante incremento del
producto de la pesca mediante el uso de redes de totora que llevaron a la
reduccion del niumero de especies endémicas de Orestias (karachis).

Civilizacion e imperio incaico

El estado inca basaba su existencia y economia
en la agricultura, desarrollando un gran potencial en
cuanto al empleo y cultivo de diversos alimentos como:
raices, granos, legumbres, vegetales, frutas y nueces,
productos que se desarrollaban en un complejo
territorio cuyos climas iban desde el trépico hasta la
puna. Este imperio tenia una jurisdiccion que llegé a
extenderse desde el sur de Colombia hasta la parte
central de Chile.

Se estima que en la extension del imperio incaico
se cultivaron cerca de setenta especies vegetales,
entre ellas, tubérculos (papas, camotes, isafio, olluco,
yacon), maiz, ajies, algodén, tomate, mani, quinua,
cafiihua y coca. Se resalta su técnica de mejoramiento
de especies porque conocian la mayor influencia de la
temperatura del suelo que la del aire sobre las plantas,
como lo atestigua el “laboratorio” de los amautas en
Moray. Sus principales técnicas agricolas, en cuanto a

la disposicion de tierras fueron:

Figura 5. Expansion del Imperio Incaico

(conocido como Tawantinsuyu). Fuente: Wikipedia.
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e Andenes o terrazas, para evitar la erosion y aprovechar laderas y cerros.

e Waru waru (sukakollus), técnica heredada de Chiripa, Pucara y
Taypicala, en la que se araban surcos alrededor de los cultivos y se les
llenaba de agua para crear un microclima mas estable que el ambiente.

e Pozas secas que se llenaban en época de lluvias. Era muy empleado en

la costa. Se les llamaba simplemente lagunas o cochas.

La invasion espafiola introdujo muchos alimentos entre ellos algunos tan
beneficiosos como el trigo, la cebada, la avena, la arveja, el haba, etc. que
reemplazaron a varios de los cultivos autéctonos por su mayor facilidad de
cultivo o proceso o por su mayor prestigio. Muchas raices, granos, legumbres y
frutas fueron hasta cierto grado postergados u olvidados. Entre los granos
contamos a la quinua (Chenopodium quinoa), cafiahua o cafihua (kafiwa)
(Chenopodium pallidicaule) y kiwicha (quiwicha, coimi o millmi) (Amaranthus

caudatus).®®

PERL 3

BRATEL

Figura 6. Area de cultivo de cafihua. Fuente: Extraido de Lost Crops of the Incas®®
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1.3.2. Botanica de la planta

Tabla 2. Clasificaciéon taxonémica de cafiihua

NOMBRE BOTANICO: Chenopodium pallidicaule Aellen
FAMILIA: Chenopodiiceae
NOMBRES COMUNES:
= BOLIVIA cafnahua, gafiawa, iswalla, kafiawi, kafiawa, kafiahua
= QUECHUA kaiihua, kafahua, kafiagua, guitacafiigua, ayara, cuchiquinoa
=  AYMARA iswalla, hupa, ahara, hupa-aara, ajara, cafiahua, kafiahua
=  ESPANOL cafiihua, cafigua, cafiahua, cafiagua
= INGLES kafiihua, canihua

Es una planta que crece entre 3200 a 4300 m.s.n.m. Requiere suelo franco
arenoso a franco arcilloso con suficiente fosforo y con buen drenaje. El pH

favorable es de 4.8 a 8.5, tolerando salinidad. Su ciclo de cultivo es de 110 a

180 dias.

La siembra es en forma directa en surcos o al voleo, en época de lluvias
(septiembre y octubre) dependiendo de la disponibilidad de humedad del suelo.

Para el control de crecimiento es necesario el abonamiento, control de malezas,

Fuente: Elaboracién propia

sanidad contra algun tipo de plaga.*’

Es una planta anual de 25 a 70 cm, con variaciones en la ramificacion, ésta

se basa en su forma de crecimiento de la planta, color del grano y del follaje.

Los tipos:

e Saihua kafiwa: crecimiento recto, grano castafo

e Saihua ccoito: crecimiento recto, grano negro

e Lasta kafiwa: crecimiento ramificado, grano castafio
e Lasta ccoito: crecimiento ramificado, grano negro

De forma general, la raiz es pivotante, con mdultiples ramificaciones finas.

Las hojas y tallo se colorean en la madurez de amarillo, rosado, anaranjado,

rojo o purpura.




Posee inflorescencias en cimas terminales y axilares, cubiertas con follaje.
Las flores son pequenfas, sin pétalos, que pueden ser de 3 tipos: hermafroditas,
pistiladas y androestériles. El androceo esta formado de 1-3 estambres, un

gineceo con ovario supero unilocular.

Las hojas son pecioladas, de forma romboide, trilobuladas y alternas. Se
observan en la figura 7. Los peciolos son cortos y finos, laminas engrosadas
miden de 1-3 cm de largo, en la parte superior se dividen en tres I6bulos, rara
vez dentados, presentan 3 nervaduras bien marcadas en la cara inferior que se

unen después de la insercion del peciolo.

S ) N2

y ¥ i

Figura 7. Granos andinos: A) Cafiihua (Chenopodium pallidicaule); Al) flor hermafrodita, A2)
flor masculina, A3) fruto; A4) Raiz; B) quinua; B1) flor hermafrodita, B2) Flor femenina; B3)
Fruto; B4) Raiz. Fuente: Tomado de Wikipedia.

La semilla posee un diametro desde 0,5 a 1,5 mm. Color de la semilla es
castafio o negro, piriforme o ligeramente comprimido. Sin embargo el color del
grano entero posee diferentes colores que van desde un negro brillante a un

grano rojo, pasando por colores castafos. (Ver figura 8)
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Figura 8. Colores de los granos de cafiihua otorgados por PROINPA. Fuente: Elaboracion
propia con fotografias de la tesis.

Las variedades Lasta presentan un hébito de crecimiento con ramas
laterales decumbentes que alcanzan la altura de las ramas centrales; no estan
diferenciadas con un tallo principal como en el caso de la quinua que es del
mismo género. Debido a esta forma de crecimiento y desarrollo morfolégico, las
plantas tienden a una mayor cobertura de la superficie causando competencia
entre plantas aledafias afectando su desarrollo vegetativo. *°

Estas caracteristicas morfolégicas pueden explicar, de alguna manera, el

bajo rendimiento de grano en las variedades Lasta. (Ver figura 9)

Figura 9. Cultivo de cafiihua en etapa de madurez y post cosecha. Fuente:a. Extraido
De sitio web y b.Fotografia de muestreo Equipo CEIQA.

Las variedades Saihua son de habito de crecimiento recto con
ramificaciones paralelas al tallo principal y no diferenciado. Sus ramas son mas
delgadas y sus hojas basales se caen cuando llegan a su madurez fisioldgica.
En el tercio superior mantienen mayor numero de hojas y las flores estan
cubiertas de grandes bracteas dentro de las cuales se desarrolla hasta la

formacion del fruto, tal como es explicado por varios autores.*°
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En cuanto a las semillas, estas no presentan dormicion y pueden germinar
sobre la propia planta si cuentan con humedad suficiente. Por poseer
maduracién progresiva se produce pérdida y dispersion espontanea de la

semilla, hecho que es caracteristico de las especies silvestres. (Ver figura 10)

Figura 10. Cultivo silvestre de cafiihua en el Altiplano Boliviano.
Fuente: Muestreo del equipo del CEIQA, en depto. Oruro, junio 2010

Se conoce a la cafiihua como el grano nutritivo de Los Andes que causa
impresion por el tamafio diminuto que presenta y su alto valor proteico. El
publico comun se refiere a ella como un cereal, pero en realidad es del mismo
grupo botanico que la quinua; pudiendo ser considerada como parte de la
hierba comun del campo pero con caracteristicas mas resistentes que otros
granos. Se explica que ésta sea la razon por la que éste grano tan diminuto

haya resistido y sobrevivido hasta la fecha.

En cuanto a los aspectos ecoldgicos y fitogeograficos, este grano es
indiferente a la duracion de la luz de dia y muestra adaptabilidad en diferentes
ambientes (fotoperiodo). Requiere una humedad entre 500-800 mm de lluvias,
sin embargo tolera periodos prolongados de sequia, es muy susceptible a la
humedad extrema en la primera fase de desarrollo. La planta ya establecida es
resistente al frio, soporta temperaturas de hasta -10°C durante la ramificacion y

hasta los 28°C si cuenta con humedad necesaria. *° (Ver figura 11)
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Figura 11. Cultivo de cafiihua en el Altiplano Boliviano. Fuente: Extraido de Granos Andinos:
Avances, logros y experiencias desarrolladas en quinua, cafiahua y amaranto en Bolivia.

PROINPA.*°

El problema del cultivo de cafiihua se encuentra en su cosechado y
desgranado el que es muy laborioso por el tamafio y calidad arbustiva y semi-
arbustiva de la planta. Posterior a su cosecha, se debe realizar un venteo de los

granos para obtener los granos comestibles (Ver figuras 12 y 13)

Figura 12. Cosecha de cafiihua. Fuente: Extraido de Imagenes-Google
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Figura 13. Venteo de los granos de cafiihua. Fuente: Obtenido de viaje de muestreo Oruro,
2010 por el equipo del CEIQA.

La cafihua fue considerada por mucho tiempo como una variedad de
quinua, sin embargo estudios cromosémicos confirmaron que ambas
pertenecen a especies diferentes, la cafilhua tiene una designacion

cromosdmica de 2n=2x=18, en cambio la quinua: 2n=4x=36.

1.3.3. Composicién proximal y nutricional de la cafihua.

La cafihua, estudiada vy revalorizada actualmente por muchas
investigaciones, muestra una calidad nutricional sin precedentes. Un resumen
de datos estadisticos de las caracteristicas nutritivas expresados en base seca

en 90 accesiones de cafiihua muestra la siguiente tabla:

Tabla 3. Tabla de valor nutritivo-agroindustrial de 90 accesiones de cafiihua.

Componente Minimo Maximo Media SD
Proteina (%) 12.76 19 16.12 1.55
Grasa (%) 2.11 14.5 7.46 1.96
Fibra (%) 5.45 11.12 8.41 1.16
Ceniza (%) 3.12 5.77 4.29 0.58
Carbohidratos (%) 45.72 67.7 56.91 5.33
Humedad (%) 4.68 14.7 10.37 1.76
Energia (Kcal/100 g) 324.54 396.42 358.92 20.52
Granulo almidén (p) 5.5 38 18.98 6.96
Azucar invertido (%) 5 35 15.33 7.55
Agua de empaste (%) 9 39 20.18 6.21

Fuente: Elaborado por LAYSAA, Cochabamba, Bolivia.*
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Estudios realizados por Blanco et al en granos de cafiihua de cuatro
departamentos estudiados en el pais vecino del Perd, muestran valores de
proteina entre 13,5y 14,5 g/100 g de alimento. Ademas estos indican que 100 g
de cafihua cubren el 25% de los requerimientos proteicos de un adulto
promedio y casi el 100% de las necesidades de los amino4cidos esenciales
estudiados. *° (Ver Anexo 1)

De acuerdo a estudios de Ayala*! (1999) y datos consignados por la FAO,
OMS y ONU, la composicion nutricional de la cafiihua en comparacion al arroz
y trigo presenta un perfil proteico excelente mayor al de arroz y del trigo, 14%.
Por otro lado realizada la diferenciacion y comparacion de cuatro aminoacidos
esenciales en comparacion a éstos mismos, se obtuvieron que el perfil es
mayor a los de arroz y trigo, contando con lisina, metionina y treonina con
valores mayores, solo se observa que el triptéfano se encuentra levemente

inferior. (Ver Anexo 2y 3)

La presencia de acidos grasos insaturados como los omega-3, omega-6 y
omega-9 otorgan un perfil muy adecuado a este grano por sus caracteristicas

de antioxidante natural que permitiria mayor tiempo de conservacion. (Anexo 4)

En el analisis de macro minerales, micro minerales y analisis proximal de
variedades de maca, mashua (isafio), kiwicha y cafiihua, se encontré valores
de calcio, fésforo, potasio, magnesio, hierro, manganeso y zinc significativos
(Anexo 5)

En el andlisis proximal de las mismas muestras se reporto el valor hasta

13,46% para proteinas, 0.24% de grasas y 62.32% de carbohidratos. (Anexo 6)

Otras investigaciones citan hasta un 8% de grasas.™*
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Es importante citar que la planta que produce los granos puede crecer en
ambientes realmente inhdspitos para otro tipo de vegetales y granos,
soportando altas latitudes, sobreviviendo heladas y sequias que serian muy

nocivas para otras plantas.

Su alto contenido de calcio en las hojas, la convierte en un excelente forraje
para los animales que también deben soportar altitudes de 3800 m sobre nivel

del mar, en el altiplano de Los Andes.

Se estima que el 80% de los granos son digestibles por su alto contenido
de fibra soluble y dietética, porque se conoce que en estudios realizados por
Alencastre*?, |a cafiihua cruda posee un 59.16%, la cafiihua cocida: 64.18% vy la

cafihua germinada: 63.12% de digestibilidad.

El contenido de fibras en todas sus formas, le permite ser empleado en
pacientes de la tercera edad, personas que siguen dietas especiales, etc. De
acuerdo a datos de Repo-Carrasco, observamos los valores en g% de materia
seca: 12.92% en muestra de grano, fibra insoluble 3.29% vy fibra soluble
16.41%. '

Por otro lado, refiriendonos a metabolitos secundarios como las saponinas,
este grano posee un porcentaje bajo de ellas, que segun el rango de saponina
en quinuas (quinuas dulces) nos permite indicar que tiene una presencia
minoritaria, ya que fueron aisladas y caracterizadas de forma paralela al estudio
en este mismo trabajo. El resultado obtenido fue de 0.0019% de este analito
segun el método hemolitico para una de las muestras del universo con el que

contamos. (Ver Anexo 7y 8)

Valores menores a 0.2 mg% de saponinas permiten un consumo seguro de
sus productos. Mientras la quinua, grano quenopodiaceo como la cafihua,
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presenta valores de 0.00 hasta 2.8% reportados por Jacobsen et al. (1996),
Telleria et al. (1978), el nivel maximo aceptable de saponina en la quinua para
consumo humano oscila entre 0.06 hasta 0.12%, segun estudios de Zabaleta;
citados por Monje (2006) #3

Una clasificacion de las saponinas en quinua indica que entre 0-3% estan
en granos secos, donde granos muy amargos se clasifican entre 1y 3%, granos
de contenido medio entre 0.1 y 1% y variedades muy dulces de 0.0 a 0,1%
(citado por Quiroga C, 2010) *

La Norma Boliviana NB NA 0038, establece niveles de consumo de
saponinas menores a 0.02% en los alimentos. Las Normas Bolivianas que
establecen criterios especificos en cuanto a las semillas de Chenopodium

pallidicaule, estan contempladas con los cédigos: 336001 y 336002.%*

Rastrelli et al'®, aislaron siete saponinas triterpenoides de los granos de
cafiihua, que fueron identificadas como acido oleandlico y &cido fitolacagénico.
Los otros tres compuestos fueron nominados como saponinas 1, 2 y 3. Las

estructuras de éstos fueron determinados como:

e Hederagenina 3-O- L-arabinopiranosil-(1 - 3)-D-glucuronopiranosil — 28-
O- D-glucopiranosido.

e Acido fitolacagénico 3-O-[a-D-glucopiranosil- (1 - 4)-a-D-glucopiranosil]-
28-0-a-D-glucopiranosido.

e Acido fitolacagénico 3-O-[a-D-glucopiranosil-(1 - 4)-a-D-glucopiranosyl-

(1 - 4)-a-D-glucopiranosil]-28-0O-a-D-glucopiranésido.
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1.3.4. Empleo de la cafihua

Los usos que se le daba desde la antigledad hasta el momento proceden
posteriores al desgranado de los arbustos y limpieza de los granos. Estos son

diversos:

» Pito de cafihua tostada o kafihuaco: a partir de la cosecha y su
venteado para eliminar los perigonios desprendidos se procede a su
tostado y molido hasta obtener una harina de color marrén con aroma y

gustos deliciosos por la composicion que tiene.

Figura 14. Tostado de los granos y harina de cafiihua tostada: kafilhuaco. Fuente:
Granos Andinos: Avances, logros y experiencias desarrolladas en quinua, cafiahua y
amaranto en Bolivia. PROINPA.

Pokorny et al (2001)* mencionaron el efecto positivo de los flavonoides

vegetales en la salud del corazén al experimentar en diversos pacientes.

Se examind pacientes del Hospital Regional Honorio Delgado (Peru)
gue padecian enfermedades cardiovasculares relacionadas a hiper-
colesterolemia y se observo la influencia positiva de la ingestion de
cafiihua sobre el perfil lipidico y riesgo cardiovascular en estos pacientes
hipercolesterolémicos primarios (1994-2001), citado en Revista de

Cardiologia, 2003.%° Este producto viene siendo sugerido como parte del
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tratamiento de enfermedades cardiovasculares por el médico Roberto
Botazzi.

Expandidos: La agroindustria promueve el uso de la cafiihua como
expandido con dulces saborizantes y chocolates, aunque algunos usos
podrian disminuir su valor nutricional por las interacciones no

convenientes en su transformacion, que requieren ulterior investigacion.

Harinas: La harina también se emplea en combinacién con harina de
trigo para la preparacion de pan, pasteles y diferentes masas que de esta

manera es fortificada y la tornan un alimento funcional.

Otros usos: de uso de la cafiihua son como ingrediente de licuados con

frutas y leche, aumentando la calidad nutricional de los mismos.

Bebida: Por otro lado es importante mencionar que como bebida,
endulzada convenientemente es muy refrescante y energética. Ya
mencionamos que el gusto aromatico que posee se debe a la cantidad
significativa de &cido vainillico.

Forraje: El uso de la cafihua, no se limita al consumo humano, ya que
debido a su gran valor nutricional se emplea como forraje, a pequefia
escala, para el consumo de algunos animales. Los tallos secos y la
broza posterior a la cosecha de estos granos son un subproducto
apreciado para la alimentacion animal que es utilizado por todos los

agricultores.

Polvillo de cafnihua: En este caso se conoce el polvillo de la cafiihua,
producto residual obtenido posterior al limpiado y golpeado del grano,
gue al no contener saponinas como el polvillo de quinua tiene uso
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inmediato. Pudiendo emplearse en la crianza de animales como el cuy.
Justamente en una investigacion realizada sobre la alimentacién de
cuyes en crecimiento se encontré que una combinaciéon de éste producto
en diferentes porcentajes (40% de polvo de cafiihua), junto a otros
alimentos como harina de maiz, soja, etc. dio buenos resultados porque
permiti6 una ganancia de peso significativo de acuerdo a las
concentraciones empleadas, asimismo el ingreso econémico que reporta
la venta de estos animales, justificO grandemente el uso del mismo.
(Cortés H y Johnston P., 2007)%

Extruidos de cafihua: Mostraron buenas propiedades funcionales, el
precipitado present6 alto valor en componentes bioactivos como
compuestos fendlicos totales, responsables de la capacidad antioxidante.
Se estudio el extruido de este grano. Las propiedades observadas en el
extruido son: grado de gelatinizacion, densidad, indice de expansion
seccional y el indice de solubilidad en agua, muy importantes para
considerar a este grano como alimento funcional. Por lo tanto es una
alternativa a los cereales tradicionales como ingrediente promotor de la

salud.

Salvado: El estudio de las propiedades nutricionales y funcionales y sus
usos potenciales, segin Repo Carrasco muestra que dos variedades
estudiadas mostraron presencia de fibra dietaria y fraccion insoluble
importante, ademas de la capacidad antioxidante ya conocida. En cuanto
al estudio del salvado, se observdO un tamafo grande y otro pequefio
ambas con buenas propiedades funcionales. El salvado es una fraccion
indigerible que puede ser empleado en alimentos funcionales, porque

ademas posee contenido alto de fenoles. **
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1.3.5. Mercado Nacional e Internacional

Actualmente, gracias entre otros a la contribucion de los estudios cientificos
realizados, el mercado norteamericano, el europeo Yy otras areas
industrializadas han cobrado interés en este grano, cuya productividad y cultivo
mecanico debe ser mejorado para permitir su salida del estado de olvido al que

fue sometido.

Los granos andinos, también llamados “granos de oro” (sobre todo la
Quinua, y el Amaranto) han sido clasificados como los mejores alimentos de
origen vegetal para los seres humanos por lo que han sido seleccionados por la
NASA (National Aeronautics and Space Administration, USA) para su empleo

en la dieta de los astronautas (citado por Rojas, 2010) “>4’

El Instituto Internacional de Recursos Filogenéticos (IPGRI) con el apoyo
financiero del Fondo Internacional para el Desarrollo Agricola (IFAD) ha venido
trabajando en un proyecto global donde se estudi6 la situacion actual de
especies olvidadas, subutilizadas, y las posibilidades para su mejora con
diferentes protagonistas (centros de investigacion, universidades, ONG s,
agroindustrias, grupos de agricultores). En la regidn andina, se estudiaron

especies como cafiihua, quinua, amaranto y tarwi.

Biodiversity Internacional es el nombre de la organizacién bajo el cual
opera el IPGRI (Instituto Internacional de Recursos Filogenéticos) que ha
estado colectando germoplasma de todas las especies. Se conocian resultados
de granos andinos para el afio 2002, donde Bolivia colect6é hasta 50 accesiones
de amaranto, 107 accesiones de quinua, 59 accesiones de cafiihua y 582
accesiones de cafiihua del Perd. Justamente gracias a éste conocimiento
planificado se deriva una mayor capacidad de comercializacion y valorizacion
de estas especies olvidadas y subutilizadas.*®
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De acuerdo a una publicaciéon de la entidad gestora en nuestro pais del
control y desarrollo de los granos andinos (PROINPA) se conoce que gracias a
programas de Fortalecimiento se ha contribuido al uso de estas especies de
granos, uniendo a todos los actores interesados que mejora la interaccion entre

productores, ONGs, extensionistas, investigadores y compradores.*

En el Il Congreso Iberoamericano sobre Desarrollo y Medio Ambiente,
desarrollado en el pais de México, 2005, se present6 la ponencia que titulaba
“Revalorizando y difundiendo la produccion y consumo de cafiahua”’ , donde se
valoro la calidad nutricional de la cafiihua y se presento el Analisis ciclo de Vida,
que se aplicé sobre este, procedimiento de evaluacion objetiva de las cargas
energéticas y ambientales que proceden de su cultivo, a partir de la
identificacion de los materiales y energia empleada, ademas de los descartes

liberados en el ambiente natural que fue positivo para este grano.*

1.3.6. La cafiihua en el Banco de Germoplasma

Los bancos de germoplasma son entidades esenciales en la conservacion
de los recursos filogenéticos de cualquier pais, mucho mas cuando este es sitio
geografico original de una especie en particular. Ademas de ser patrimonio
ancestral, cultural, se torna en una responsabilidad no solo para el estado, sino
mundial, porque con ello se garantiza la seguridad alimentaria de generaciones

de habitantes.

Lastimosamente no siempre las politicas internas gubernamentales otorgan
los requerimientos que estos bancos necesitan para la preservacion de
cantidades de especies nativas. Sin embargo, Instituciones como PROINPA y
ahora INIAF junto a entidades extranjeras y locales han coadyuvado al
establecimiento final de varios bancos de germoplasma donde se conservan

granos de Chenopodium pallidicaule. Las condiciones para su conservacion en
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el banco son: tamafio de grano, semilla viable y caracteristicas de resistencia al

desgrane.

Una colecta de germoplasma es necesaria y justificada en centros de
origen y sitios de domesticacion de especies, donde se encuentran variedades
y especies silvestres que evolucionan en el tiempo. Bolivia es considerada
como uno de los ocho centros de origen de especies en el mundo con gran

riqueza genética de especies.

Todos los granos conservados en los bancos de germoplasma de nuestro
pais han sido categorizados como accesiones, y hasta el 2010 se cuenta con
788 accesiones bolivianas, recolectadas en los departamentos de La Paz,

Oruro, Cochabamba y Potosi.

Dichas accesiones, actualmente, se encuentran bajo el cuidado del INIAF,
entidad que recibio de PROINPA todo lo referente al Banco de Germoplasma.
Cada una de las semillas guardadas en el Banco, posee un Formulario donde

se recaban todos los datos referentes que puedan servir para un futuro. *°

1.3.7. Capacidad antioxidante

Efecto oxidante Vs Patologias Humanas

Desde el punto de vista molecular, el efecto oxidante de los radicales libres
es oxidar y causar envejecimiento al combinarse con moléculas esenciales,
como el DNA vy las proteinas a las cuales desactivan. Un ejemplo son las
moléculas oxidantes con funcion aldehido que producen anclajes en el
coldgeno y otras macromoléculas determinando pérdida de la flexibilidad de los
tejidos. Otra consecuencia es la impregnacion por pigmentos de 6rganos
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vitales. Estos compuestos lipidicos (lipofucsina) incrementan con la edad e

interfieren en las funciones celulares.

Segun estudios de Zorrilla (2002), el envejecimiento y la disminucion de la
longevidad se debe en parte a la accion de los oxidantes o radicales libres,
quienes provocan alteraciones oxidativas en el coldgeno, elastina y DNA,
ruptura de mucopolisacaridos por degradacion oxidativa y acumulacion de

sustancias metabdlicas como ceras y pigmentos.®°

Las sustancias oxidantes tienen efectos devastadores sobre los acidos
nucleicos, debido a que producen hidroxilacion de bases nitrogenadas, escision
de hebras de ADN y formacion de uniones cruzadas. Todo esto ocasiona
alteraciones en la duplicacion y transcripcidon que repercutird en la asociacion
de generacion de radicales libres de oxigeno con la carcinogénesis y el
envejecimiento. Se ha propuesto que las ROS causan ruptura del ADN y esto
activa a las poli (ADP-ribosa) sintetasa, que eliminaria el cofactor
NAD*(Nicotinamin, adenin di nucledtido oxidado), y que la enzima
gliceraldehido-3-P deshidrogenasa no podria actuar en la ruta glucolitica, por lo
tanto al inhibirse la glicélisis, se corta la cadena transportadora de electrones
disminuyendo la produccion de ATP intracelular, desencadenando problemas a
nivel de cualquier tejido donde se produzca esta inhibicion hasta la muerte

celular por falta de energia para su funcionamiento normal.

De acuerdo a estudios de Sunny (2005), existe evidencia de reduccion de
riesgo de cancer de prostata por empleo de una dieta saludable. Se realizo un
estudio de casos durante 1998 a 2000 en el Registro de Poblacion con Cancer
de Bombay, India. Se observé que el consumo de mas de 3 kg de frutas y
vegetales ofrecidé un efecto protector estadisticamente significativo que los que

consumieron menos de 2 kg por semana, soportando asi la hipétesis que una
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dieta baja en grasa y rica en frutas y vegetales puede reducir el riesgo de
cancer de préstata.®*

Para la prevencion o disminucion del estrés oxidativo, se recomienda el
consumo de alimentos ricos en antioxidantes como frutas y vegetales, citado
por Van Dokkum et al, 2008. Estudios epidemiolégicos sugieren que culturas
con dietas ricas en productos de soya, tienen una prevalencia baja en
enfermedades cronicas que otras naciones con diferentes habitos alimentarios.
(Sarria, 2004). Mencionados por de la Rosa (2010)>2

De acuerdo a investigaciones de Suzuki et al (1991), la quercetina un
flavonoide de frutas y vegetales exhibié un efecto potencial contra la metastasis

de células tumorales de ratén.>®

Las sustancias oxidantes también afectan un érgano importante del SGI
(Sistema Gastrointestinal) el estbmago, reportandose una relacion inversa entre
el consumo de vegetales frescos y cancer gastrointestinal, estudio realizado por
Botterweck et al (1998).>* En un estudio realizado en 214 mujeres con cancer
de color y 182 mujeres con cancer de recto se encontré que un incremento de
riesgo de cancer de color estuvo asociado con disminucion en la frecuencia de

consumo de vegetales, Graham et al, (1978)°

De la investigacion realizada por Dosil-Diaz et al (2008), acerca de
consumo de frutas y vegetales con pacientes con riesgo de cancer de pulmon
en una poblacién del Noroeste de Espafia, se encontr6 que el consumo de

vegetales confiere un efecto protector de esos érganos importantes.®

En cuanto a la relacion de consumo de vegetales y la diabetes, podemos
inferir que el efecto oxidante produce alteraciones metabdlicas como es el caso

de la diabetes, las que se pueden controlar por el consumo de frutas y
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vegetales, investigaciones apoyan esta conclusion (Nettleton et al, 2008,
Bazzano et al 2008).>"*® Algunos flavonoides como las procianidinas tienen
propiedades antidiabéticas porque estimulan a la glucosa alterada y el
metabolismo oxidativo de estados diabéticos segun estudios de Pinent et al
(2004).>° El extracto de uva con procianidinas administrado oralmente a ratas
diabéticas resulto tener un efecto antihiperglicémico muy significativo.

Mecanismos oxidativos han sido implicados en la etiologia de cataratas en
humanos y los estudios mostraron que sustancias antioxidantes vegetales
pueden dar una mejora a este proceso patoldgico, de acuerdo a Burke et al
(2005).%°

El estrés oxidativo y la inflamacion son considerados mediadores
significativos en la edad saludable del cerebro y en enfermedades
neurodegenerativas relacionadas a la edad como el Alzheimer y la enfermedad
de Parkinson (Shukitt-Hale et al, 2006).°> Estudios animales y humanos
sugieren que las frutas y vegetales tienen la capacidad de disminuir algunos
procesos relacionados al envejecimiento debido a las propiedades antioxidantes
y antiinflamatorias de ciertos compuestos fitoquimicos. En un estudio in vitro se
sugirid que algunas clases de fitoquimicos también actian en marcar células y
darles proteccion contra el envejecimiento por mecanismos diferentes que el
oxidativo y los procesos antiinflamatorios. (William et al, 2004)%. Los extractos
de frutas y vegetales demostraron revertir o retardar varios agentes cognitivos
y déficit motor relacionados a la edad en ratas. (Lau et al, 2005)°. Extractos de
frutillas y espinacas atenuaron problemas cognitivos y declinacion neuronal en
ratas con 6—15 meses, y los extractos de arandano fueron efectivos en revertir
estos problemas mejorando la funcion motora en ratas adultas. (Joseph et al,
2005)**. El examen de tejido cerebral de estos animales mostré evidencia de
reduccion de inflamacion y procesos oxidativos en grupos suplementados. Un

modelo transgénico de raton con enfermedad de Alzheimer alimentado con
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extracto de arandano exhibié un desarrollo cognitivo equivalente a un ratdn
normal no suplementado y fueron significativamente mejorados comparados a

un grupo no suplementado de ratones transgénicos (Joseph et al. 2003).%°
Radical libre, RL

Los radicales libres son moléculas de oxigeno o nitrdgeno con electrones
desapareados que son originados por un numero de procesos metabdlicos en el
cuerpo humano. Estos son producidos por efecto de reacciones de oxidacion
propios del metabolismo. Un ejercicio vigoroso eleva la produccion de estos
radicales libres como también la inflamacion, exposicion a ciertos quimicos, el
humo del cigarrillo, alcohol, el aire contaminado y las dietas ricas en grasas. En
la tabla 4, se observa estos radicales libres producidos a consecuencia del
metabolismo por diversos efectos.

Tabla 4. Radicales libres y su férmula quimica.

RADICALES LIBRES

Hidroxilo OHe
Peroxilo ROOQe
Hidroxiperoxilo HOQe
Superdxido 02
Oxido nitrico NOe
Alcoxilo ROOQe
Dioxido de nitrégeno NO2e

Fuente: Elaboracién propia

Cuando un radical libre reacciona con otra molécula, se crea un nuevo
radical libre. Estas reacciones ocurren frecuentemente en o cerca de la
membrana celular y puede dafar la integridad de la célula interna. Las
moléculas diana de los radicales libres son: lipidos, proteinas, ADN vy
carbohidratos. En la figura 15 observamos las vias de formacion de EROs,
reguladas por varios procesos enzimaticos que regulan los mecanismos

enddgenos de defensa antioxidante.®®
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Figura 15. Produccion de especies reactivas y las defensas antioxidantes del organismo.
Fuente: Extraido de Nufiez, ®°

Algunos radicales libres tienen como blanco a la mitocondria, organelo
importante del metabolismo celular, afectando asi su capacidad de produccion

de energia. Otros radicales libres son selectivos y atacan el ADN.

Es concluyente indicar que los radicales libres y las especies reactivas de
oxigeno causan dafio celular, inflamacion y promueven crecimiento celular
anormal, incluyendo muchos tipos de cancer. Los antioxidantes pueden prevenir

el dafio por combinacién con radicales libres y neutralizandolos.

Molécula antioxidante

Un antioxidante puede ser definido como cualquier sustancia que cuando
esta a bajas concentraciones comparada con otros sustratos oxidados exhibe

accion significativa o inhibe la oxidacion del sustrato. Los antioxidantes son
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moléculas que interrumpen un flujo de electrones desapareados reaccionando
con especies inestables (por ejemplo: NOe, OHe, O2¢), convirtiéndose a su vez
en radicales menos reactivos. Para ello buscan los enlaces intramoleculares
mas préximos como fuente de electrones y asi formar pares de electrones mas
estables. La disponibilidad de electrones desapareados es menor cuando existe
la resonancia debido a que impide fijar el electron en una posicién y asi

reaccionar con otra molécula biolégica

Por conveniencia los antioxidantes han sido divididos en tres clases:

a. Antioxidantes primarios o antioxidantes que rompen la cadena
b. Antioxidantes secundarios o antioxidantes preventivos.

c. Antioxidantes terciarios

Los del primer grupo tienen el siguiente mecanismo:

Le+ AH - LH + Ae
LOs+ AH - LOH + As
LOOs+ AH — LOOH + Ae

Se inicia el radical por reaccién con un radical lipidico Le, una propagacion
por reaccion con radicales: un grupo alcoxi LOe o grupo peroxilo LOOe, pasos

que son inhibidos por el antioxidante AH.

Por el otro lado, los antioxidantes secundarios o preventivos retardan el
grado de oxidacién, son agentes quelantes que desactivan los metales, son
removedores de ROS, son atrapadores de oxigeno singlete. Por ejemplo, los
metales quelantes pueden inhibir reaccion tipo Fenton que produce radicales

hidroxilos. Segun la reaccion:
Fe?* + H202 — Fe®*' + OHe + OH-
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La quelacion de metales también se observa en la siguiente estructura
aromatica que gracias a los grupos hidroxilo formaran enlaces débiles con el

metal.

Figura 16. Reaccién de captura de metales por estructuras flavonoides. Fuente: Tomado de
Tiwari A. (2001).*

El mecanismo del atrapamiento de radicales también sigue este patron de

reacciones:
OH o0
OH
OH | o
-
Semiquinona semi estable
(8]
|
o

0- quinona estable

Figura 17. Mecanismo de reaccién de atrapamiento de radicales. Fuente: Tomado de Tiwari A.
(2001).

Una importante funcion de los antioxidantes hacia radicales libres como
OHe, O2¢ y ROO- es la supresion del radical libre oxidado por inhibicion de la
formacion de radicales libres y/o por captura de radicales. La formacion de

estos radicales libres puede ser inhibida también por reduccion de
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hidroxiperéxidos, peréxido de hidrogeno y por secuestro de iones metalicos
mediante reacciones de quelacién/complejacién.®® La accién de secuestro de
radicales es dependiente de ambas reacciones y concentracion del

antioxidante.

Los antioxidantes terciarios tienen la particularidad de reparar biomoléculas

dafiadas por los ataques mediados por radicales libres.

Efecto antioxidante

En el afan de mantener el control y evitar el dafo celular, el cuerpo produce
varios antioxidantes naturales, que son compuestos que buscan los radicales
libres y desintoxican los mismos por otorgar el electron que les falta. Alimentos
con base vegetal contienen estos antioxidantes que se complementan con los
antioxidantes producidos por el organismo. Los antioxidantes se pueden

clasificar en los grupos:

e Enzimas antioxidantes: superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GSX-PX), transferasa (GST)

¢ Antioxidantes de alto peso molecular: Albamina, ferritina

e Algunas hormonas: Angiotensina, etc.

e Antioxidantes de bajo peso molecular: Fenoles, flavonoides,
carotenoides, acido ascorbico.

¢ Elementos minerales como el selenio, el zinc, etc.

Siendo los tres primeros de defensa enddgena y los dltimos, como defensa
exdgeno. Todos ellos confluyen en el control de la presencia de sustancias
oxidantes que son generadas a lo largo del metabolismo propio de un sistema
biolégico, sin embargo su cantidad se ve incrementada por la presencia de los
radicales del ambiente, como se explico lineas arriba.
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La figura 18 muestra como la polucion ambiental ingresa en la produccion
de radicales libres que llegan a incrementar los ya producidos por el organismo

en sus multiples reacciones metabdlicas.
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Figura 18. Fuentes de efectos oxidantes que producen Estrés Oxidativo.
Fuente: blogspot.com/2012/0467

Las que a su momento son controlados por los sistemas enzimaticos
mencionados (GSX, SOD, etc.), y los agentes exdgenos: Flavonoides, Fenoles
totales, vitamina E, Vitamina C, 3-caroteno, oligoelementos: Selenio. Muchos de
estos compuestos exdgenos son parte del sitio activo de los sistemas
enzimaticos mencionados, formando todo un complejo sistema entre

endogenos y exogenos.

Métodos de determinaciédn de Actividad Antioxidante Total

La mediciéon de los antioxidantes o la determinacién cuantitativa de
Actividad Antioxidante es complicada porque la bioquimica de los antioxidantes

es compleja. Las plantas tienen mudltiples mecanismos para producir y
60



metabolizar antioxidantes que los animales también poseen. La diversidad de
metabolitos secundarios polifendlicos refleja diferencias en su estructura
esqueletal de carbono de moléculas fendlicas, tanto como las diferencias en su
estado oxidado. A esto debemos afadir que los antioxidantes en la comida y
en las personas estan continuamente cambiando en forma y funcién como
resultado de la glucosilacién, hidroxilacion y anillos fendlicos arométicos, a
través de la polimerizacibon como resultado de la sintesis de varios

estereoisbmeros.

Los ensayos de Actividad antioxidante existentes y empleados se basan

en solo dos mecanismos:

a) Transferencia de electron (ET)
b) Transferencia del &tomo de hidrégeno (HAT)

Los métodos que se basan en ET, miden la capacidad de un antioxidante
en la reduccién de un oxidante que cambia de color cuando esta en forma
reducida. Los ensayos por ET incluyen los métodos ABTS/TEAC, CUPRAC,
DPPH, Folin —Ciocalteu y FRAP, empleando diferentes reactivos cromogénicos
redox con diferentes potenciales estandar. La prueba de Folin Ciocalteu trabaja

en medio alcalino y la de FRAP en medio acido. 3%

La mayoria de los ensayos del segundo grupo son cinéticos y se
fundamentan en esquemas de reaccidn competitiva donde antioxidante y
sustrato compiten por radicales peroxilo generados térmicamente a través de la

descomposicion de azo-compuestos.

Los métodos de medicion de la actividad antioxidante muestran extrema
diversidad; algunos procedimientos usan una acelerada oxidacién involucrando

un iniciador para manipular una o mas variables en el sistema de prueba; tales
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iniciadores incluyen adicion de un metal de transicion como catalizador,
exposicion a la luz para promover oxidacion fotosensitizada por oxigeno singlete

y fuentes de radicales libres.

La evaluacion de actividad antioxidante a través de fuentes generadoras de
RLs en el sistema de prueba, asume que la oxidacién es inhibida en un alto
porcentaje por la captura de estos; por tanto se enfoca en monitorear la
capacidad de aditivos y extractos para la captura de radicales o la inhibicién de

su formacion.

Este es el principio de las técnicas mas modernas tales como los ensayos
de ABTS (&cido 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico), o la de DPPH
(1,1-difenil-2- picrilhidrazilo).®

De hecho, en la mayoria de los ensayos basados en la Transferencia de
Electrones (ET), la accion antioxidante se simula con un muestra de prueba de
potencial redox, es decir, los antioxidantes reaccionan con una muestra de

prueba coloreada (agente oxidante).®®

1.3.8. Compuestos vegetales con efecto Antioxidante

Fenoles

Los compuestos fendlicos son un grupo diverso de moléculas que incluyen
a los flavonoides, estilbenos, taninos, lignanos vy lignina. De los cerca de 10 mil
compuestos encontrados en plantas, algunos son solubles en solventes
organicos, otros en agua y otros polimeros son practicamente insolubles. Su
sintesis procede de diferentes vias y se rednen en un grupo metabdlico comun.
Su diversidad estructural quimica permite funciones variadas dentro de la planta

gue lo contiene. Algunas son un soporte mecanico, otras son protectoras de la
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radiacion UV solar y de la excesiva perdida de agua. Los compuestos fendlicos
por su concentracion son segundos después de la celulosa, especialmente se
cuenta con la lignina hasta casi un 40%. Esta tiene un rol de proteccion
estructural, entretanto que suberina y cutina protegen a la planta de la pérdida
de agua. La figura 19, muestra la via metabdlica comun de produccion de éstos

compuestos fendlicos, como productos del metabolismo del carbono primario.

Metabolismo del
carbono primario

Fosfoenolpiruvato @ 3-P-glicerato
Via del acido Acetil-CoA Via del acido metileritritol

Via del acido
maldnico

Via del acido
mevaldnico

TERPENOS
ISOPRENOIDES

Figura 19. Panorama de las principales vias biosintéticas que producen metabolitos
secundarios. Fuente: Elaboracion propia basado en De la Rosa’

Compuestos fendlicos simples incluyen:
- Fenilpropanoides: acido trans-cinamico, p-cumarico y sus derivados
- Lactonas fenilpropanoides llamadas cumarinas
- Derivados del acido benzoico donde 2 carbonos fueron clivados de una
cadena de 3 carbonos. Moléculas mas complejas derivan de esta como

el acido clorogénico.

Las cumarinas poseen un efecto defensivo de las plantas. Los lignanos y

la lignina derivan de una dimerizacion de monolignoles que son compuestos
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defensivos contra bacterias y hongos. Los monolignoles son alcohol 4-
cumarico, alcohol coniferil y alcohol sinapil. Se conoce que algunos lignanos,
como la podofilotoxina han sido empleados para combatir el cancer y el

sindrome de inmunodeficiencia adquirida.>?

La lignina es un componente integral de la pared celular de plantas
vasculares que por oxidacion de los monolignoles forma puentes intermolecular
al azar, esta polimerizacién forma una matriz con la celulosa y las proteinas y la
pared celular, por lo tanto su ataque enzimatico es dificultoso y pocos

organismos lo pueden degradar, como si se asemejara a un concreto reforzado.

La suberina y la cutina son compuestos cuya funcion es evitar la pérdida de
agua de las plantas. La diferente proporcién de acidos grasos, alcoholes
grasos, acido grasos hidroxilados y acidos di carboxilicos varian en la suberina
y cutina. La cuticula es sintetizada por la epidermis. Las capas hidrofébicas que
contribuyen a la cuticula son moléculas fendlicas combinadas con polimeros
lipidicos. Estas capas poseen efecto impermeable tanto a gases como el agua
para evitar la desecacion de la planta, asimismo evitan una gran absorcion de

diéxido necesario para la fotosintesis y oxigeno necesario para la respiracion.

Las plantas son organismos capaces de responder al estrés bidtico y
abibtico. Muchos efectos de estrés ocurren naturalmente y la respuesta
metabdlica inducida por estrés produce una adaptacién en la naturaleza y
puede resultar en un producto de reducida calidad y la presencia de
decoloracién o formacioén de pigmentos como respuesta a un dafio o estrés. La
exposicion a sefiales de estrés volatiles como etileno y acido jasmoénico pueden

inducir la sintesis y acumulacion de altos niveles de compuestos fendlicos.

Los métodos para cuantificar compuestos fendélicos en plantas tienen un

principio basado en los grupos estructurales presentes en los compuestos
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fendlicos. Métodos espectrofotométricos determinan como grupo y otros
determinan sustancias fendlicas especificas como sinapina o una clase de
fendlicos como acidos fendlicos, explicados por Marshall et al (2008), Ismail et
Eskin (1979) y Brune et al (1989), citados por de la Rosa®

Los poli fenoles son una gran variedad de diversas estructuras que
ocasiona la dificultad de estimar el contenido de fenoles totales en frutas y
vegetales. Las frutas con alta concentracion son las fresas y uvas con valores
mayores a 180 mg de GAE/100 g de fruta fresca y vegetales con altas
concentraciones son la alcachofas, perejil y coles de Bruselas con valores
mayor a>250 mg de GAE/100 g de muestra fresca, melones y paltas tienen las
concentraciones mas bajas de polifenoles segun estudios de Brat et al (2006)

citado por de la Rosa®%.

Los flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios vegetales de origen
biosintético mixto, su anillo A proviene de la ruta de la malonil-CoA y el anillo B
junto a la cadena C3 provienen de la ruta del acido shikimico. La figura 20, nos
permite observar el origen de las estructuras quimicas mencionadas como

producto del metabolismo secundario que originan los diferentes flavonoides.

Se encuentran ampliamente distribuidos en plantas verdes (especialmente
angiospermas). Se encuentran en diferentes partes de las plantas, y de forma
libre, llamadas agluconas flavonoides, o como glucosidos, como sulfatos y
hasta dimeros y polimeros. De las formas naturales, los O-glucésidos son los
méas comunes de hallar. Los flavonoides se clasifican en varias clases de

acuerdo con variantes estructurales que presenta la cadena central C3."
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Figura 20. Elementos basicos del metabolismo primario en relacidn con el metabolismo
secundario de las plantas. Fuente: Avalos A, Pérez-Urria E, 2009.7

Los flavonoides son fenilpropanoides con estructura de 2 cuerpos
aromaticos, uno que procede del aminoacido fenilalanina y la condensacion con
3 acidos malonicos. La chalcona es convertida a naringenina por la enzima
chalcona isomerasa que es una enzima llave en la sintesis de flavonoides. A
partir de la naringenina se forman cuatro grupos grandes de flavonoides:
antocianinas, flavonas, flavonoles y las isoflavonas. Todas difieren por el grado

de oxidacion de su union de 3 carbonos.
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e Las antocianinas: son flavonoides coloreados que pueden atraer
animales cuando una flor esta lista para la polinizacion o lista para
comer. Son glucésidos cuyos colores van del rojo, rosado, lila y azul
dependiendo del nimero de sustituyentes en el anillo B y la presencia de
residuos acidos. Cuando se encuentran en complejo con un metal
presentan un pigmento diferente.

e Las flavonas y flavonoles son dos grupos grandes de flavonoides que
absorben luz de longitud de onda pequefia que la visible. Los insectos
como la abeja pueden ingresar al espectro UV y ser atraidos por ciertos
patrones de pigmentos en algunas flores. La presencia de estos dos
grupos de pigmentos en hojas de las plantas proporciona proteccion
contra la radiacion excesiva por luz UV-B (280 a 320 nm). Los
flavonoides juegan también un papel en el desarrollo y su secrecion en la
tierra cerca de las raices de legumbres facilita una simbiosis con las
bacterias para fijar nitrégeno.

e Las isoflavonas se diferencian por tener un anillo B trasladado. Tienen
una limitada distribucion taxondmica por ello se encuentran
principalmente en legumbres. Debido a su estructura quimica posee un
amplio rango de modificaciones inusuales, pudiendo tener efecto
venenoso como la rotenona en animales por el consumo de ciertas
legumbres. Otras poseen actividad estrogénica. Un efecto muy
importante es su actividad anti cancerigena, presente en alimentos
preparados de granos de soja. Otras isoflavonas poseen actividad

antimicrobiana y son sintetizadas como respuesta al ataque microbiano
52

Las propiedades fisicas de los flavonoides dependen del tipo de flavonoide.
Las flavonas, flavonoles y auronas son solidos con colores que van del amarillo

muy tenue hasta el rojo. Las antocianidinas son de colores rojo intenso,
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morado, violeta y azul. Las flavanonas y flavanonoles presentan rotacién oOptica,
y los glucésidos son generalmente solidos amorfos, entretanto que las

agluconas y los muy metoxilados son cristalinos.

El metabolismo de los compuestos flavonoides es complejo pero presenta
un orden para su realizacién precisando de transportadores para su ingreso a
organelos donde seran procesados y originaran nuevos compuestos. La figura

21 muestra una propuesta de las vias metabdlicas que se siguen.

|-| Flavonoides intermedios GST
=
T T S i E '
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i |

Vesicula derivada ER: conteniendo flavonoides *

Figura 21. Propuesta de mecanismos de transporte de flavonoides. Fuente: Extraido de
Grotewold, E, 2006 ."*

El esquema general de vias metabdlicas de fenilpropanoides y flavonoides
presenta subdivisiones con productos flavonoides: antocianinas, taninos
condensados, isoflavonas, fitoalexinas de isoflavonas, fitoalexinas de 3-
desoxiantocianidina, factores de Resistencia, flavonoles y auronas. Estos
productos presentan pigmentos cuyas reacciones sintéticas han sido
catalizadas por enzimas como: cinamato 4-hidroxilasa (C4H), 4-cumaroil: CoA-
ligasa (4CL), chalcona sintasa (CHS), chalcona reductasa (CHR), chalcona
isomerasa (CHI), flavanona 3-hidroxilasa (F3H), dihidroflavonol 4-reductasa
(DFR), flavonoide 3'- hidroxilasa (F3'H), flavonoide 32,52-hidroxilasa (F3'5'H),

glucosiltransferasa (GT), 3-glucosiltransferasa (3GT).
68



Los flavonoides con hidroxilos fendlicos son solubles en soluciones
alcalinas, que se descomponen por accion de las bases fuertes, hecho que
permite su reconocimiento y diferenciacion que permite una elucidacion

estructural.

En el metabolismo de los flavonoides, la mayoria de estos son degradados
en condiciones alcalinas fuertes rompiéndose el anillo C. Por esta razon
resultan no toxicos para el hombre y los mamiferos pues son degradados en las

condiciones alcalinas a nivel del intestino.

La actividad biologica de los flavonoides se muestra en las ultimas
evidencias experimentales que sugieren que cumplen una o varias de las

siguientes funciones:

» Su capacidad de absorber ciertas radiaciones ultravioleta, los convierte
en filtros solares para proteger los tejidos vegetales de radiaciones
dafiinas, y ademas se ha sugerido que participan en el proceso de la
fotosintesis.

» Sus variados colores y su presencia en tejidos como los de las flores,
sugieren que participan en procesos como la reproduccion favoreciendo
la atraccién de insectos polinizadores.

» Las diferentes actividades bioldgicas halladas para algunos de los
flavonoides (antimicrobiana, antimicotica, etc.) y las evidencias
experimentales de que algunos aumentan la resistencia de ciertas
plantas contra diferentes infecciones y enfermedades vegetales (es decir
gue actian como fitoalexinas), sugieren que estas sustancias también

son un mecanismo quimico de defensa vegetal.
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» La capacidad inhibidora de ciertas hormonas vegetales presentada por
algunos flavonoides sugiere que actian como reguladores del

crecimiento vegetal.

Segun estudios de Johannot y Somerset (2006), los flavonoides generaron
mejores expectativas al control del cancer y la patologia cardiovascular. Los
flavonoides son compuestos importantes para mantener los conductos
sanguineos saludables, por la regulacion de la permeabilidad capilar y permitir

el flujo de oxigeno, diéxido de carbono y otros nutrientes.”?

Muchos flavonoides aumentan la resistencia de los capilares previniendo
que estos se tornen flacidos, probablemente en combinacion con la vitamina C.
Los flavonoides previenen la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) previniendo la formacién de placa aterosclerdtica. También pueden
prevenir la excesiva acumulaciéon de plaquetas, previniendo la coagulacion
sanguinea y el dafo a los capilares, segun estudios de Mojzisova y Kuchta
(2001)"3.

Los flavonoides poseen un efecto vascular positivo, por ejemplo las células
endoteliales vasculares mantienen la salud cardiovascular por la produccion de
oxido nitrico (NO) un poderoso vasodilatador. Los flavonoides poseen el mismo
efecto vasodilatador, cuyo mecanismo de reaccion para estar relacionado a la
inhibicién de la proteina C-quinasa.>?

Los flavonoides tienen un papel en la prevencion de aterosclerosis por dos
mecanismos: protegen la oxidacion de LDL demorando la peroxidacion lipidica
y también incrementan la resistencia celular a los efectos nocivos de la
molécula LDL oxidada, de acuerdo a estudios de Luis y Aller (2008)"*

Otro mecanismo a este nivel, es que el grupo flavonoles, inhibe la
agregacion de plaquetas atrapando a los radicales libre de forma directa,

70



también por mantenimiento adecuado de la concentracion de prostaglandinas

endoteliales y éxido nitrico, citado por Nijveldt et al (2001).”

Estudios de Freedman et al (2001), determinaron el efecto de jugo de uva
roja y los flavonoides principales en la funcion plaquetaria y la produccion de
NO. Ellos observaron que la incubacion de plaquetas con jugo de uva diluida
inhibié la agregacion, incremento la produccion de NO y disminuyd la

produccién de su peréxido.”®

Por sus potentes efectos antioxidantes, los flavonoides son una importante
familia de drogas flebotrépicas. Sus propiedades en la proteccion de venas se
comprobd en el tratamiento de insuficiencia venosa. El Laboratorio francés
Servier Laboratories produjo el Daflon 500 mg que esta compuesta por una
mezcla de diosmina y hesperidina (90% + 10%) respectivamente, flavonoides
que en la actualidad se han tornado en medicamentos preferidos para el

tratamiento de deficiencia venosa cronica.

En cuanto a patologias virales, se encontré que una fraccién de Flavonoide
conocida como catequina inhibié la activacién del Virus de Epstein Barr y que
se debié a una molécula en particular, el grupo 3-OH de la estructura catequina

sintética empleada en la investigacién de Nagakawa et al (2005) *’

Vitaminas E, C y B-caroteno

La vitamina E es un antioxidante natural que reacciona con los radicales
libres solubles en lipidos de la membrana celular. Se conoce que cada molécula
de Vitamina E es capaz de proteger 500 moléculas de fosfolipidos. Actia en
asociacion con otros sistemas antioxidantes: CAT, SOD. Su mecanismo de
reaccion es capturar radicales hidroxilo y aniones superoxido y neutraliza el
peroxido de hidrégeno.
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La vitamina C es un antioxidante hidrosoluble que figura en primera linea
de defensa del plasma. Es un poderoso inhibidor de la oxidacion de lipidos,
coadyuva en la regeneracion de Vitamina E. Reacciona facilmente con radicales
libres actuando como antioxidante y pasando a convertirse en radical ascorbilo
gue se descompone rapidamente para producir acido ascérbico y acido
dehidroascorbico. Su mecanismo de reaccidn es la captura de radicales
hidroxilo y aniones superoxido y neutralizando el oxigeno singlete. Esta
vitamina es un poderoso reductor en su forma de acido ascoérbico y la
dehidroascorbico es su forma oxidada. Su interconversion estd dada por la
glutation deshidrogenasa y la ascorbato deshidrogenasa. La Vitamina C tiene
como funcion importante donar uno o dos electrones, esto le permite ser una
gran sustancia antioxidante, sin embargo es muy labil a la temperatura. Existen
muchos métodos para su cuantificacion, desde los cromatogréficos,

espectrofotométricos y bioldgicos.

Los carotenos, pigmento mas abundante de la naturaleza, se transforman
en vitamina A al ingerirse. Elimina los radicales libres y protege al ADN de su
accion mutagénica. Todos los pigmentos vegetales de coloraciéon amarilla-
naranja son del grupo carotenoide con actividad antioxidante, su mecanismo de
reaccion es neutralizar el oxigeno singlete. Se clasifican en dos grandes grupos:

carotenos y xantofilas.

Ademas de ser precursor de la vitamina A, la propiedad antioxidante como
sustancia liposoluble citada por Britton (1995) y Krinsky (1988), hacen de este
una vitamina funcional, citados por Hurst (2002). Su estructura carbonada
central con dobles enlaces es responsable de la naturaleza antioxidante.”® Los
factores que le dan la funcion antioxidante son: presencia de grupos funcionales
oxigenados en su estructura (Terao, 1989), las condiciones del medio donde
actla el pigmento (Liebler, 1993; Martin et al., 1999), y la naturaleza como
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sustancia pro oxidante (Everett et al., 1996). Muchos de estos factores pueden
causar un efecto de oxidacion propia en lugar del efecto beneficioso
antioxidante. Sin embargo, estudios in vitro e in vivo concluyeron que la accién
antioxidante de pigmentos como caroteno y licopeno es realmente efectiva. Su
accion antioxidante protege contra ciertos canceres y tumores relacionado con
la aparicién de radicales libres (sustancias pro oxidantes). Al interceptar estas
sustancias nocivas, los carotenoides llegan a ser quimioprotectores o anti
cancerigenos. Muchos estudios epidemiolégicos muestran la relacién positiva
entre consumo de licopeno de la dieta y la baja probabilidad de aparicién de
préstata de cancer (Gann et al., 1999; Johnson, 2000; Stahl and Sies, 1996),

mencionados por Hurst, 20022

Oligoelementos

Los oligoelementos son: cobre, zinc, manganeso, hierro y selenio. Estos
forman parte del ndcleo activo de muchos antioxidantes. Por ejemplo
Superéxido dismutasa 0 SOD requiere Zn, Mn y Cu para eliminar radicales
hidroxilo. La glutationperoxidasa 6 GSH-Px tiene como parte del ndcleo activo al
Selenio. La catalasa 6 CAT posee al Fe como elemento del nucleo activo

> Selenio

En la naturaleza, el selenio se encuentra ampliamente distribuido en forma
de seleniuro combinado con elementos pesados y en menor proporcion como
elemento libre asociado con azufre elemental e hidrégeno. Su disminucién o
aumento de concentracion puede provocar deficiencias o efectos téxicos en el

humano.

El selenio es uno de los elementos con actividad muy importante en el
sistema enzimético de enzimas como la glutation peroxidasa. Los efectos
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beneficiosos del selenio siempre estan relacionados con el contenido de
selenoproteinas o enzimas dependientes de selenio en el organismo. En la
estructura de la selenoproteina, tiene uno o varios atomos de selenio que
reemplaza el azufre de los aminoacidos cistina, cisteina y metionina, dando
lugar a especies organicas de selenio como selenocistina (SeCys2),
selenocisteina  (SeCys), selenometionina (SeMet), metil-selenocisteina

(CH3SeCys) y seleno-metil-selenocisteina (SCM)."®

El selenio constituye un elemento apreciado por su actividad antioxidante,
presente en cantidades significativas en los alimentos. En la actualidad estas
especies son el objetivo de numerosas investigaciones en el campo del la salud

humana, por las propiedades antioxidantes y anticancerigenas.®

El requerimiento nutricional para selenio establecido por la RDA,
Recommended Dietary Allowance, para un adulto es 0.05 -0.07 mg/dia, donde
valores mayores a 0.4 mg/dia pueden ocasionar sintomas de toxicidad, de

acuerdo a revisién de Dugo et al, 2003.%*

1.3.9. Capacidad antioxidante de los granos de cafiihua

Estudios preliminares de Pefarrieta et al (2005), donde emple6 ocho
alimentos andinos para conocer su capacidad antioxidante total (TAC), clasifico
como los de TAC alto (en comparacion con otros cereales) a los obtenidos en
cafihua, en las fracciones acuosa y no acuosa de sus extractos ( extracto
acuoso 7,8 umol/g de materia seca y en extracto insoluble 5,9 pmol/g en
muestra seca por el método de FRAP), en tanto que los de TAC intermedio
fueron: oca tarwi y quinua, finalmente los con TAC bajo: papa, arracacha, ulluco

y amaranto.™
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Estudios posteriores sobre el tema, han corroborado que Chenopodium
pallidicaule, posee una elevada capacidad antioxidante, por lo tanto la sefialan
como una potencial fuente de sustancias naturales antioxidantes medida
mediante pruebas como ABTS, FRAP. Los compuestos responsables para esta
actividad fueron identificados por técnicas de HPLC, donde los granos de
cafiihua mostraron presencia de ocho compuestos identificados como catequin
galatos, catequina, acido vainillico, kaemferol, acido ferulico, quercetina,
resorcinol y 4-metilresorcinol. Estos compuestos son los responsables de la

Capacidad Antioxidante Total que exhibe este grano.

Como ya se citdo Rastrelli, dilucidé 2 estructuras nuevas de flavonoides:
isoramnetina 3-O-[-D-apiofuranosil (1 - 2)-0-[a-L-ramnopiranosil ( 1-6]- B -D-
glucopiranésido y quercetina 3-O- [ -D-apiofuranosil (1-2)-0- a-L-
ramnopiranosil (1 - 6)3-D-galactopiranésido.

La presencia de estos compuestos especificos explica la capacidad
antioxidante biolégica que posee. Esta es una razén de que estos metabolitos
no se limitan a nivel bioldgico, sino que es posible emplearlos en la industria

alimentaria con el fin de elevar el tiempo de vida de los alimentos.

Los grupos flavonoides encontrados poseen actividad antioxidante y por
tanto pueden sustituir tranquilamente antioxidantes sintéticos con efectos
toxicos como el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno (BHT). Este
estudio de los antioxidantes naturales en la industria alimentaria como
ingredientes agregados aumentan el tiempo de vida de los productos, porque
prevendrian pérdida de su calidad sensorial y nutricional y mejorarian la
estabilidad de los lipidos, vitaminas y flavor de los alimentos citadas por varias

investigaciones (Rastrelli, 1995) *?
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La determinacion de la capacidad antioxidante y compuestos fendlicos de
cafiihua en muestras de otras regiones latinoamericanas (peruanas), corroboran
mas aun que los compuestos fenodlicos son responsables de la capacidad
antioxidante. Y frente a granos como quinua y kiwicha, muestran a la cafihua

como un grano intermedio en esta capacidad. (Repo-Carrasco et al, 2008) °

1.3.10. Quimica de los Indicadores Foto colorimétricos

= Técnica ABTS/TEAC

En el ensayo ABTS/TEAC se mide la capacidad antioxidante total (TAC) en
equivalentes de Trolox®. Fue reportado por primera vez por Miller y Rice-Evans
en 1993 %2, El ensayo se basa en la capacidad de captura que tiene el anién
radical ABTSe" [acido 2,2 '- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] de vida
larga, que se observa por la coloracion que desarrolla, midiéndose la
desaparicion del catidon, o color en un espectrofotometro en el rango visible a
734 nm.

Miller y otros describieron un ensayo modificado capaz de medir la
actividad antioxidante de carotenoides (1996), empleando  diéxido de
manganeso para oxidar el ABTS. Un acercamiento similar fue descrito por Re et
al** donde el ABTS fue oxidado por persulfato de potasio, esta version del
ensayo es aplicado a fracciones soluble de agua y a su vez en fracciones

lipofilicas antioxidantes (Pellegrini et al mencionado por Arts et al).®

Con el afan de mejorar el método se emplearon diferentes sustratos
oxidantes de la molécula ABTS, tenemos a Arnao et al (1996, 1999, 2001),
Cano et al (1998), Campos y Lissi (1996), Schlesier et al (2002) y De Beer et al
(2003). Finalmente Kim et al (2002) sugirieron que en lugar de Trolox podia

emplearse acido ascérbico, autores citados por De la Rosa.>?
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Este ensayo con algunas modificaciones realizadas, actualmente es
ampliamente empleado en muchos estudios relacionados a la determinacion in
vitro de actividad antioxidante de frutas y vegetales porque tiene la ventaja de
ser rapido, simple en su desarrollo, tornandolo accesible. También los ensayos
de ABTS se aplican en una variedad de jugos, incluyendo manzanas, naranjas,
grosella negra, uvas, ciruelas, cebollas, tomate, berenjena, alcachofa, espinaca,

lechuga, espéarragos y brécoli. >

El ensayo mide la capacidad de un compuesto antioxidante de secuestrar
el radical ABTSe, relativamente estable de color azul/verde que se convierte en
un producto incoloro. El grado de la decoloracion refleja la concentracion de
ABTSe que fue secuestrado y puede ser determinado
espectrofotométricamente. El valor de TAC se asigna por comparacion de la
capacidad de secuestro de un antioxidante estandar que es el Trolox, sustancia
estructuralmente analoga a la vitamina E pero soluble en agua (quimicamente
es el compuesto 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico).
Estructuralmente los compuestos catecol, resorcinol e hidroquinona poseen el

TAC mas alto cuando se realiza el ensayo.

La inhibicion de absorbancia por los antioxidantes del radical cation
ABTSe+ es el principio de este método cuyo pico caracteristico de absorcion
muestra un maximo a 660, 734 y 820 nm. La reaccion en la que se basa ABTS
puede resumirse como sigue:

ABTS + K,S,0g — ABTSe"
ABTSs" + ArOH - ABTS + ArOe +H'
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Figura 22. Estructura quimica del ABTSe+. Fuente: www.Chemical Book.

La reaccion del cation ABTS es mas reactiva que la del radical DPPH, ya

que se sucede en el minuto de reaccién, de acuerdo a Pokorny et al, 2001. %

De acuerdo a las investigaciones realizadas, se conoce que los productos
de la reaccién de esta prueba contribuyen al valor de TAC aparte del compuesto
inicial. Una diferencia de reactividad de los productos de reaccidon causa
diferencias en los valores de TAC. Esto significa que un valor de TAC mide la
suma total de todas las reacciones de secuestro de radicales fueran cuales
fueran, éstos ademas del efecto del compuesto principal, aunque no se debe
dejar de considerar que por las interacciones en el conjunto de reacciones

podria existir alguno que se enmascare.

Por otro lado se ha considerado que una limitante de esta reaccion es el
rango de concentracion de la sustancia antioxidante, encontrandose que
concentraciones entre 2.5 pM y 25 pM otorgan resultados exactos en la
determinacion de TAC. Se observé también que los flavonoides presentan una
interaccion con las proteinas, afectando ésta reaccion a la capacidad

antioxidante total, sin embargo no totalmente. %

En un analisis por HPLC (High Performance Liquid Chromatography), la
reaccibn combinada de ABTSe y Trolox mostr6 el incremento de la

concentracion de ABTS de forma paralela a la disminucion de la concentracion
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de Trolox. La estequiometria de la reaccién de estos dos compuestos es 1.9,
donde el Trolox pasa a una forma de trolox quinona, este producto no reacciona
con ABTSe. Esta reaccion es posterior a una adicion de la variable
concentracion inicial de soluciéon de ABTS a una solucién de trolox 10 pM. La
mezcla fue analizada con posterioridad a los 6 minutos, la linea punteada
representa la concentracién de ABTSe cuando no se afiadioé Trolox a la mezcla
de reaccion. Esta explicacion fue dada por la investigacion de Pokorny et al,

2001, presentada en la figura 23. *°
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Figura 23. La concentracion de trolox, ABTSe y la quinona formada. Fuente: Pokorny, 2001.

= Técnica DPPH

Esta prueba mide la captura de radicales libres. Fue propuesta e
introducida por Marsden Blois y publicada en el Journal Nature como un
ensayo corto, pero completo. Una variante es la de Sanchez-Larrauri-Saura-

Calixto que emplea metanol para la solucién de DPPH.%

Se basa en el secuestro del radical por parte de los antioxidantes. El radical

libore DPPHe es reducido a hidracina cuando reacciona con un donador de
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hidrogeno. La habilidad que se evallua se basa en que el radical DPPHe esta
inversamente relacionado a la concentracion del antioxidante en el momento de
la reaccion. La decoloracion disminuye en un rango de 515 a 528 nm producido

por la adicion del antioxidante a la soluciéon metandlica o etandlica de DPPH.

Una reaccioén rapida de los radicales de DPPH ocurre con algunos fenoles
por ejemplo: a-tocoferol, sin embargo a veces se presentan reacciones
secundarias lentas que pueden causar una disminucion progresiva en la
absorbancia, que demorara hasta varias horas. Por esta razén se emplea un
tiempo de reaccion de 15 a 30 minutos. Para evitar este punto, cominmente se
reporta como ECsy que es la concentracion de antioxidante requerido para el
secuestro o inhibicidon del 50% de radicales DPPH en un periodo de tiempo

determinado.®®

Segun trabajos de Sanchez-Moreno este ensayo es facil y muy certero para
la determinacion de capacidad antioxidante en frutas y vegetales, en especial la

reaccién de polifenoles.?

La reaccién quimica observada en la prueba es: el radical 2,2’-difenil-1-
picrilhidrazil, DPPH, uno de los pocos radicales organicos de nitrogeno
estables, sufre la deslocalizacion del electron solitario de la molécula en
conjunto, de modo que la molécula no se dimeriza, como ocurre con la mayoria
de los radicales libres. La deslocalizacién da lugar a un color violeta profundo,
cuya banda de absorcidn en solucion etanolica esta centrada en torno a 515-
520 nm. Cuando una solucion de DPPH se mezcla con una substancia que
puede donar un atomo de hidrégeno, el DPPH se reduce perdiendo el color
violeta. La molécula de DPPH es la siguiente:
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Figura 24. Radical libre y forma no radical de DPPH. Fuente: Molineux, P (2004) 8

La siguiente reaccion muestra la relacion que se presenta en un sistema
de oxidacion, como la auto oxidacion de un lipido u otra sustancia insaturada,
la molécula de DPPH es suprimida por una sustancia (AH) cambiando de color

por la reduccion de la molécula DPPH, la reaccién primaria es:

DPPHe + AH = DPPH-H + As
DPPHe + Re = DPPH-R

Este método posee un procedimiento relativamente sencillo, considerando
algunos cuidados como el manejo de la solucion de trabajo, tiempo de

conservacion, ausencia de humedad y cantidad de luz.®

Dado que se desconoce la matriz (componentes) de los diferentes
extractos, es erroneo generalizar condiciones universales para todos los
ensayos de actividad Antioxidante a partir de un solo ensayo, por tanto es
importante la utilizacion de diferentes sustancias y extractos vegetales para

brindar flexibilidad y adaptabilidad a las condiciones propuestas.

Las reacciones llevadas a cabo con el radical libre DPPH muestran no ser
termalmente estables, por tanto se deben realizar a temperatura baja, evitando
las variaciones térmicas de magnitud considerable de acuerdo al estudio de

Blois®
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El tiempo de reaccion establecido para el analisis de actividad antioxidante
en extractos vegetales corresponde a 16-20 minutos; debe tenerse en cuenta
que este, en el caso de la evaluacion a compuestos puros, constituye un
parametro caracteristico relacionado con la naturaleza quimica de cada

compuesto.®®
= Técnica FRAP o Poder Antioxidante Reductor Férrico

Este ensayo fue descrito primero en 1996 por Benzie y Strain. La técnica
FRAP se basa en la habilidad de los fendlicos de reducir un analogo de la
ferroina, el complejo Fe* con la tripiridiltriazina Fe(TPTZ)**, a un complejo
Fe*? con la Fe(TPTZ) *?, de color intensamente azul en condiciones de medio
acido (pH 3.6) En contraste con muchos otros sistemas de prueba, no usa

ningun radical.?’

El método FRAP es una técnica espectrofotométrica simple, barata y
robusta. Sin embargo, la relevancia de este ensayo es incierta, porque la
reaccion del ensayo ocurre por transferencia electrénica que no imita
situaciones fisiologicas. El ensayo no es muy sensible a antioxidantes tipo tiol
como glutation. Este ensayo, FRAP se aplico originalmente al plasma pero se
ha usado para evaluar la actividad antioxidante de extractos de diferentes

plantas y jugos de fruta con buenos resultados.®® &

Los antioxidantes detectados por FRAP se limitan a los solubles en agua (o
sea, solubles en soluciones acuosas y etandlicas. Las reacciones observadas

son:

Fe (TPTZ),® + ArOH =¥e(TPTZ.,? + ArOe + H'
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La estructura del complejo formado es la siguiente:

.-’/\'“\\“'\._:__K #,rﬁ“‘&\k

Figura 25. FRAP. Fe (ll) (TPTZ),. Cation ferroso tripiridiltriazina. Fuente: Wikipedia

= Determinacion por Folin-Ciocalteu

El ensayo de Folin-Ciocalteu (EFC) es una de las técnicas mas antiguas
disefiadas para determinar el contenido total de compuestos fendlicos.
Originalmente este ensayo intentaba analizar proteinas, aprovechando el grupo
fenol en la tirosina *°. Después, Singleton y Rossi, (1965) extendieron este

ensayo a la medicion de fenoles totales en el vino **

. En este ensayo, la
oxidacion de los fendlicos por un reactivo molibdowolframico da un producto
coloreado con una absorbancia cercana a 750 nm, originado por 0xidos azules

de wolframio (WgO23) y molibdeno (MogO,3).

Sin embargo, esta técnica no es recomendable para productos con alto
contenido de vitamina C, muchos compuestos no fendlicos tales como el acido
L-ascorbico, reducen los azucares, y las proteinas solubles (Prior et al. 2005). A
pesar de la naturaleza quimica indefinida del reactivo de F-C, este método es

simple, reproducible y conveniente, por consiguiente ha sido y es usado
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ampliamente al estudiar los antioxidante fendlicos. Algunas aplicaciones son

verduras, frutas, nueces y frutos secos.*

El contenido de fendlicos totales se mide empleando el reactivo de Folin-
Ciocalteau (F-C), adaptado del método de Spanos y Wrolstad.*® Este ensayo
estd basado en la reaccion de color de los fenoles con el reactivo del acido
fosfomolibdico-fosfowolframico el que se compara con el control o curva
estandar de acido galico. La absorbancia del color azul desarrollado se mide a
la longitud de onda 765 nm. Los fendlicos totales determinados por el ensayo
de F-C con mayor frecuencia son expresados como equivalentes de acido
galico.Los resultados se expresan en mg de acido galico por 100 g de pulpa de

frutos o también como pMol de acido galico por gramo de muestra seca.

El ensayo Folin-Ciocalteu ha sido durante muchos afios utilizado como
medio para determinar fendlicos totales en los productos naturales. ** La
reaccion que tiene lugar es una de oxidacion y otra de reduccion. F-C también
puede considerarse un método de capacidad antioxidante. Este ensayo tiene

muchas variaciones
Folin: Mo (VI) (amarillo) + e- (AH) => Mo (V) (azul)

= Determinacion de Flavonoides Totales

Las reacciones de identificacion de flavonoides, se basaron inicialmente en
ensayos cualitativos para su determinacion: Ensayo de Shinoda, Ensayo con
Zn/HCl, Ensayo de Pacheco, Reconocimiento de Antocianinas y la
Espectroscopia Ultravioleta-Visible, Espectrometria de Resonancia Magnética

Nuclear, Espectrometria de Masas, Difractometria de Rayos-X.

De acuerdo a la Espectroscopia Ultravioleta-Visible los espectros UV de los

diferentes flavonoides presentan bandas caracteristicas por los sistemas
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conjugados de los anillos aromaticos. La presencia de hidroxilos fendlicos en
diferentes posiciones de la molécula se establecen por el comportamiento del
espectro UV al afiadido de reactivos de desplazamiento como Metoxido de

sodio, Acetato de sodio, Cloruro de Aluminio, etc.

El Cloruro de Aluminio anhidro forma quelatos con flavonoides orto-

hidroxilados, 3-hidroxilados y 5-hidroxilados, presentados en figura 26.
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Figura 26. Complejo coloreado flavonoide-aluminio. Fuente: Wikipedia

En el caso de los o-dihidroxilados el quelato es inestable a pH acido,
mientras que los quelatos formados con 3- y/o 5-hidroxilados son estables. Los
flavonoides totales se determinan por el método descrito por Zhishen et al. *

Este ensayo se basa en la reaccion de color de los flavonoides que se
produce al mezclar las muestras con Al Cl; y NaNO; en la que se forma un
complejo coloreado flavonoide-aluminio. La absorbancia de una muestra a 510

nm se compara con el control y con una curva estandar de catequina.
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1.4. JUSTIFICACION

Muchas entidades como la ONU, FAO, comisiones como CEPAL vy
programas como PMA (Programa Mundial de Alimentos de las Naciones
Unidas) durante la ultima década han descrito el incremento en los niveles de
hambre y desnutricion en América Latina y el Caribe y sefialan que el grupo
mas vulnerable es el de la nifiez. En informes presentados en foros se indica

especialmente al Ecuador, Per(, Bolivia y Colombia.?®®°

En resultados obtenidos por las Naciones Unidas sobre el Derecho a La
alimentacion, la desnutricion cronica afecta a uno de cada cuatro nifios en
Bolivia, los bolivianos que viven en situacion de pobreza alcanzan el 60% de la
poblacién, indicAndose que un 40% lo hace en condiciones "de tan extrema
pobreza que no puede permitirse alimentar a sus familias". Esto se corrobora
por datos oficiales del Instituto Nacional de Estadistica (INE, 2009), muestran
que en el Ultimo quinquenio un total aproximado de casi 76 mil nifios y nifias
perecieron antes de cumplir los cinco afos de vida, confirmando que Bolivia es
uno de los paises que registra los mayores indices de mortandad de menores,
resultando paradéjico ya que la produccién agricola de nuestro pais no podria

envidiar a ningn pais por la calidad y cantidad de alimentos. ' **!

Por otro lado, cada afio mas de 200 millones de toneladas de
contaminantes peligrosos son descargados en la atmodsfera. Con cada
respiracion se exponen a los pulmones y al organismo a una gran cantidad de
sustancias toxicas. Hay un namero cada vez mayor de enfermedades que se
relacionan con los radicales libres liberados al medio ambiente sin control

alguno.

Mientras que en un sector de la poblacibn mundial se observa déficit

alimentario por una economia pobre, de forma paradodjica se observa que el
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consumo de grasas, azUcares y alimentos refinados, procesados y enlatados es
cada vez mayor en la poblacién con mayores recursos econémicos. El consumo
de alimentos frescos es cada vez menor. Por lo tanto se observa una
desbalance en la homeostasis de accion oxidante externo y la respuesta
antioxidante de los seres vivos, mostrando el efecto de ésta causa en la
desregulacion del crecimiento celular, inactivacion de los mecanismos de
defensas inmunoldgicos y la pérdida o disminuciébn de los procesos de

traduccion de sefales entre diversos sistemas bioldgicos.

Por esto un adecuado nivel de antioxidantes en la dieta es vital, porque son
sustancias que hallandose presente a bajas concentraciones respecto a las de
un sustrato oxidable (biomoléculas), retardan o previenen la oxidacion de dicho
sustrato, evitando a las enfermedades asociadas a los ataques de radicales
libres como ateroesclerosis, diabetes mellitus, envejecimiento, cancer,
enfermedades respiratorias, Enfermedad de Alzheimer, hepatopatias, artritis

reumatoide, SIDA, enfermedades inflamatorias crénicas del intestino, etc. %2

La poblacion actual en crecimiento acelerado, especialmente en paises
emergentes (0 en vias de desarrollo) requiere de forma urgente la generacién
de nuevas fuentes nutricionales y para ello se pretende ofrecer un alimento
completo nutricionalmente que ademas puedan contribuir al control de algunas
enfermedades por la presencia de sustancias antioxidantes naturales. Por esto,
se ha visto resurgir la tendencia de incentivar el cultivo de especies olvidadas y
subutilizadas dentro de la agricultura, la que permite identificar y desarrollar
nuevos cultivos para mercados domeésticos y para exportacion. Muchos foros
internacionales apoyan y emprenden actividades para mejorar el manejo de los
recursos fitogenéticos a nivel mundial, para erradicar la pobreza, incrementar la

seguridad alimentaria y proteger el medio ambiente.
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También se trabajan a nivel de mejora de los cultivos y produccién de
vegetales, segun estudios realizados, los métodos para cultivos organicos
pueden incrementar las concentraciones de antioxidantes en vegetales, frutas y
granos, elevando asi su capacidad antioxidante sin elevar la proporcion de

calorias.'®

Actualmente el trabajo de recuperacion de cultivos de especies potenciales
recibid mayor atencion, donde expertos trabajan en estrecha colaboracion con
miembros de la comunidad. Es asi que entidades como PROINPA, banco de
germoplasma que incluye los granos andinos y cafiihua van promoviendo un
mejor trabajo con nuestros granos y a la vez mejora de la situaciébn econémica

de la poblacion productora.

Por lo tanto, impulsar la producciébn organica de cafiihua para la
exportacion y fortalecer la produccion tradicional para el autoconsumo y para el
mercado regional, promover programas cooperativos a nivel regional sobre los
granos andinos con participacion estrecha de los actores de la cadena
productiva, desarrollar tecnologias de produccidon organica para los granos
andinos y revalorar los granos andinos hasta ahora poco utilizados como la

cafihua, sera logro importante del presente estudio.

Desarrollar normas de calidad para la exportacion de granos andinos,
promocionar los productos andinos con certificado de origen e identidad cultural
andina. Estudiar los usos alternativos y subproductos de los granos andinos
(adornos, colorantes, medicamentos, etc.) y promover el valor agregado en los
paises productores son otros logros que justifican el presente trabajo.
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1.5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

Del universo de estudio conformado por 31 muestras de granos de cafihua
reunidas de diferentes sitios geograficos del altiplano y valle de nuestro pais,
con diferencias distintivas en el color de grano, ademas de aquellas otorgadas
por el Banco de Germoplasma PROINPA La Paz: ¢ se podra en el conjunto de
muestras y accesiones de Chenopodium pallidicaule sp procesadas en el
presente trabajo encontrar un rango de valores de Capacidad Antioxidante Total
que en relacién a valores consignados en la literatura de vegetales semejantes
a éste, reporte datos que valoricen a este cultivo por su TAC y permitan en el

futuro establecer reclamaciones fundamentadas de salud?
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar la capacidad antioxidante total de granos y alimentos de
diferentes variedades de cafilhua (Chenopodium pallidicaule),

muestreados en la regién andina de Bolivia.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar la Capacidad Antioxidante Total de los granos de cafiihua de
acuerdo a los ensayos FRAP, ABTS y DPPH empleando

Espectrofotometria UV-Visible.

Cuantificar la concentracion de fenoles totales por el Método Folin-
Ciocalteu.

Cuantificar la concentracién de flavonoides totales por el Método de
Zhishen.

Determinar la existencia de asociacion entre el color de los granos de

cafihua y la Capacidad Antioxidante Total

Analizar la correlaciéon de los datos de Capacidad Antioxidante Total
obtenidos por los distintos ensayos, que se diferencian en los

mecanismos de reaccion quimica.
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I1l. DISENO METODOLOGICO

3.1. CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION

Tipo de estudio, ejecucidon de un disefio experimental, completamente al azar.

3.2. MATERIALES

3.2.1. Muestra

Nuestro universo muestral esta constituido por dos fuentes:

a) Las muestras que nos fueron otorgadas por la ONG PROINPA (Promocion e
Investigacion de Productos Andinos), que para la diversificacion y mejoramiento
de las semillas andinas cuenta con un Banco de Germoplasma, laboratorios y
terrenos de cultivo donde por procedimientos de fitomejoramiento obtienen
variedades mas promisorias de semillas, empleando técnicas de cruzado de
semillas mas resistentes con otras de mejor valor nutricional a las que se
denominan accesiones. Este es el tipo de muestras que sirvieron de base para
la formulacion inicial del proyecto, dos de las cuales poseen datos de analisis
proximal por lo que son 2 variedades nuevas de cafihua, denominadas: Kullaca

e lllimani y 16 accesiones (futuras variedades).
b) Las muestras obtenidas en varias salidas de campo: 10 especies silvestres y
c) Muestras de alimentos: 1 muestra de harina (pito) de cafiihua y 2 granolas en

base de cafiihua. Un total de 31 muestras que conforman el universo para éste

proyecto de tesis.
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La tabla 5, presenta: cédigo de muestra, lugar de origen, punto geografico y

propiedad de cada grano analizado en el presente trabajo.

Tabla 5. Relacion de muestras y su lugar de origen.

Codigo Lugar Altura Longitud Latitud Variedad Propietario
msnm (19L) (UTM)
V-1 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Kullaca PROINPA
V-2 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Illimani PROINPA
A-088 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-137 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-151 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-155 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-166 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-173 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-187 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-197 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-222 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-300 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-399 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-475 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-568 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-616 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-636 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
A-771 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
GPK-2 Kallutaca - - - Silvestre Muestreo CEIQA 2008
GPB-3 Belén - - - Silvestre Muestreo CEIQA 2008
GNS-4 Taraco - - - Silvestre Muestreo CEIQA 2008
DK1 Challapatal 3718 19K 0733615 7910620 Silvestre Muestreo CEIQA 05/2009
DK2 Challapata 2 3718 19K 0733615 7910620 Silvestre Muestreo CEIQA 05/2009
KO-1 Challapata 3 3718 19K 0733615 7910620 Silvestre Muestreo CEIQA 05/2009
C-UM Umala Silvestre Muestreo CEIQA 05/2010
C-OR Oruro Silvestre Muestreo CEIQA 06/2010
C-PO Potosi 1737 Silvestre Muestreo CEIQA 06/2010
GNAR Independencia - - - Silvestre Muestreo CEIQA 2008
P-1 Puesto - - - Comercial Muestreo CEIQA 2011
Callejero
G-1 Producto - - - Pop de Muestreo tesis
envasado cafiihua/miel
de cafia
G-2 Producto - - - Granola de Muestreo tesis
envasado cafiihua,
amaranto,
quinua, miel
de cafia

Fuente: Elaboracién propia

Se cuenta con un Banco propio de fotografias de todos los granos

tomando en cuenta las caracteristicas de los granos descritos en la tabla 6.
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Tabla 6. Presentacion de los granos de Chenopodium pallidicaule

1. lllimani

2. Kullaca

A-636

A-475

Silvestre

Silvestre

Pito

Producto

Producto
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Cada muestra presenta una caracteristica distinta de color, desde los
marrones, rojizos, naranja, beige, etc. Sin embargo el tamafio de la mayoria va

desde 0.5 hasta 1 mm de diametro.

Las accesiones empleadas son producidas por PROINPA en diversos sitios
del altiplano boliviano. En la figura siguiente se muestra el cultivo de una de las

accesiones en estudio.

Figura 27. Produccidn de cafiihua en la Accesién 300 en comunidad San Pedro y San Pablo,
La Paz. Fuente: PROINPA, 2010.
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3.2.2. Reactivos Quimicos

Tabla 7. Relacién de Reactivos, estructura, laboratorio y procedencia

REACTIVO ESTRUCTURA LABORATORIO  PROCEDENCIA
ABTS 2,2 -azinobis-(3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato Sigma Aldrich Germany
Acetato de sodio CH3COONa Panreac Espafia
Acetona CH3COCH3; Sigma Aldrichi USA
Acido acético CH;COOH Merck Alemania
Acido clorhidrico HCl Sigma, Aldrich USA
Acido gélico Sigma, Aldrich USA
Alcohol etilico CH,CH,OH Winkler México
Alcohol etilico absoluto CH,CH,0H Técnico
Carbonato de sodio Na,CO3 BDH
Catequinas Sigma, Aldrich
Cloruro de hierro Fe Cl3 6 H,0 Sigma, Aldrich
Cloruro de aluminio hexa hidrato Al Cl; 6 H,0 Sigma, Aldrich USA
DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil Sigma, Aldrich USA
Folin Ciocalteu Sigma, Aldrich USA
Hidréxido de sodio NaOH Sigma, Aldrich USA
Nitrito de sodio NaNO, Sigma, Aldrich USA
Persulfato de potasio K,S,0g
Trolox acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico Sigma, Aldrich USA
TPTZ 2,4,6-tripiridil-s- triazina Sigma, Aldrich SA USA

3.2.3. Equipos e Instrumentos

Tabla 8. Relacion de Materiales, marca, procedencia empleados.

MATERIAL MARCA PROCEDENCIA
Agitador eléctrico Vortex Thermoline, tipo 37600 Mixer Bolivia
Agitador magnético Magnetic Stirrer HI 190 M Hanna Inst
Balanza analitica Precisa 125 A Swiss Quality
Camara de refrigeracién FrioLux
Centrifuga Heraeus Sepatech Suprafuge 22 Alemania
Espectrofotémetro UV/Vis Perkin, EImer, modelo LS50B
Estufa
Freezer medical Sanyo, modelo MDF-U332, N° 606033941
pH metro Microprocesador pH 537 WTW Alemania

Refrigerador Mademsa

Sonicador

Evolution 3500 G no frost system
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3.2.4. Insumos y Utensilios

Tabla 9. Relacién de Material de vidrio, plasticos empleados.

MATERIAL DE MATERIAL DE

VIDRIO, VIDRIO,

PLASTICO DETALLE PLASTICO DETALLE
Cubetas de plastico 1mL Licuadora 2 equipos
Fuentes plasticas 5 unidades Material de vidrio Lo necesario
Gradillas 48 tubos Mortero Porcelana
Guantes Latex Parafilm Lo necesario
Micropipetas 100 pL, 200, 1000 pL | Tips 100 pLy 1000 pL
Tubos plasticos Lo necesario | Tubos de hemdlisis Vidrio

3.3. Obtencién de extracto y Protocolo de los ensayos
3.3.1. Obtencién del extracto

La extraccion de la fraccion antioxidante emple6 el solvente metanol
directamente sobre los granos de cafihua. Este método se fundamenta en otra
investigacion realizada donde la eficacia observada de éste solvente fue mayor
a otras combinaciones de solventes empleado.'® La metodologia de extraccién
emplea granos molidos y metanol sometidos a homogenizacion para
posteriormente llevar a sonicacion. Finalmente se centrifuga y separa el
sobrenadante que sera preservado a — 20° C hasta el momento del analisis.

Figura 28. Tubos con extracto metandlico de muestras silvestres.

Fuente: Propio de la tesis
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3.3.2. Protocolo de las Técnicas empleadas
e Ensayo ABTS

Este ensayo emplea una solucion acuosa de 2,2-azinobis (etilbenzotiazolin-
6-sulfonato) (ABTS) (7 mM) oxidada con persulfato de potasio 2,45mM. La
solucion de ABTS se diluye con solucion tampon fosfato salino de pH=7.4 hasta
una absorbancia de 0.7 + 0.02 a 734 nm en un espectrofotometro UV-Vis. La
curva de calibracibn del estdndar se construye con trolox a diferentes
concentraciones. Una alicuota de cada muestra se mezcla con 1 mL de la

solucion del radical cation ABTS en un tubo, para luego leer su absorbancia.

Las concentraciones fueron calculadas de acuerdo a las absorbancias
obtenidas, empleando para ello la formula de % de inhibicion inicialmente y la
férmula para la determinacion de Capacidad Antioxidante Total (TAC)

(1) % Inhibicion= (A — A;/A) x 100%
Donde:
A

A; = absorbancia del reactivo ABTS con la muestra o estandar.

absorbancia del reactivo ABTS con reactivo blanco

Fue tomado en base a Zhishen et al*®y la férmula siguiente permite encontrar la
concentracion en mol/L a partir del % de inhibicion:
Q) y=mx+b
Donde:
y = % inhibicidn
X = concentracion en mol/L=C
m = pendiente de la curva estandar trolox mol/L
b =
Para el calculo de TAC tomamos todos los datos: cantidad de muestra, extracto
obtenido.
(3) TAC= C mol/L * ((s+S)/E) * ((E-R)/s) * 0.001
S = muestra en gramos
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S = solvente metanol en gramos
E = extracto en gramos

R = residuo en gramos

e Ensayo DPPH

El reactivo DPPH se prepara con etanol hasta que su absorbancia sea igual
a 0.70 = 0.02, para la reaccién se prepara tomando 1 mL del reactivo y se
aflade 100 pL de la muestra posterior a su mezclado, se lee la absorbancia en
dos tiempos, tiempo inicial o cero y a los 16-20 minutos de acuerdo a un barrido
de pico maximo encontrado en el laboratorio, a 519 nm. (Modificado por
Alvarado JA, 2008).'%

Los calculos son los mismos que para ABTS, con la diferencia en que la
Absorbancia inicial ahora corresponde al reactivo DPPH.

e Ensayo FRAP

A 900 pL de reactivo, se agregan 90 pyL de agua y 30 puL de muestra, se
homogeniza y la absorbancia se lee a 593 nm luego de la reaccion. El blanco
consiste en 120 yL de agua y 900 pL de reactivo. Las absorbancias de cada
muestra se comparan con una curva estandar preparada con Trolox 100-1000

pumol/L. Los célculos toman directamente las ecuaciones (2) y (3).

¢ Analisis del contenido de fenoles totales (TPC)

Se toma 1 mL de este reactivo, se aflade 20 pL de la muestra, 500 pL de
solucién saturada de carbonato de sodio y tras el homogenizado por 10
segundos se incuba por 30 minutos a 45°C. La absorbancia se lee a 765 nm
posterior a su enfriamiento a temperatura ambiente. La absorbancia de cada
muestra fue comparada con una curva estandar de acido galico desde 20 a 100
ug/L. Para los céalculos emplean las ecuaciones (2) y (3).
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¢ Analisis del contenido de flavonoides totales (TF)

Una soluciéon que corresponde a 30 pL de nitrito de sodio (10%), 60 pL de
cloruro de aluminio hexahidratado (20%), 200 pL de Na OH (1 M) and 400 pL
de agua fue afadida a 100 pL de muestra. Las lecturas de absorbancia se leen
a 510 nm luego de permitir la reaccion. El reactivo blanco consta de todos los
reactivos y agua en lugar de la muestra. Para los calculos emplean las

ecuaciones (2) y (3).

3.4. Expresion de resultados.

Los resultados se ingresaron en paginas de Excel (Software 2007), y se
procesaron con el Analisis de Varianza, incluyendo formulas de regresion lineal.
Para las pruebas de determinacion de Capacidad Antioxidante Total y la
determinacion posterior de concentracion de los diferentes analitos (flavonoides
y fendlicos totales), se relacioné la absorbancia con la pendiente de las curvas

de calibracion obtenidas.

Se compararon los resultados de los diferentes métodos y se obtuvo la
correlacion de Pearson valor R para cada una de las comparaciones. Las
lecturas de absorbancia de la muestra se efectuaron tres veces por duplicado

para obtener resultados con la suficiente robustez estadistica.

En la determinaciéon de Capacidad Antioxidante total (TAC) por la prueba
de ABTS, se calculd el % de inhibicion y se leyo la TAC de la curva estandar

expresando en umol/g. El estandar es el Trolox en diferentes diluciones.

Para la prueba de DPPH, se emple6 estandar de Trolox de 20 a 200 uM.

Se calculd el porcentaje de inhibicion de la absorbancia de la solucion del
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DPPH. A partir de éste valor se calculo el valor de TAC expresando como uM/g

de peso seco de la muestra.

En la determinacién de TAC por la prueba de FRAP se empled el estandar
Trolox, cuya curva permitio el calculo expresado en unidades de Trolox en uM,

de acuerdo a la curva estandar que va de 100 a 1000 pM.

La determinacion de fenoles totales trabajé con Acido Galico 1 mg/mL
como estandar, cuya curva de calibracidbn nos permitid obtener el resultado
respectivo a expresar en mg de Equivalente de Acido Galico por gramo de

muestra seca y umol/g de muestra seca mediante célculos.

La medicion de flavonoides totales empledé una solucion estandar de
Catequina cuya unidad es umol/L de concentracién por lo tanto los resultados
se presentan como umol de Equivalente de Catequina por gramo de muestra

seca.
Estas ultimas tres determinaciones, al ser directamente proporcionales en

concentracion y absorbancia empleé la férmula empleada por Pefarrieta et al
16 Apak et al (Pag. 1536)?° y la Guia de Laboratorio del CEIQA (Alvarado) *%°
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IV.RESULTADQOS Y DISCUSION
4.1. Actividad Antioxidante Total

A continuacion se exponen los resultados de los ensayos y cuantificaciones
obtenidos en figuras que muestran curvas de calibracion y fotografias, ademas
de tablas que llevan los resultados tabulados de TAC para cada muestra
analizada. Algunas tablas se han referido a Anexos siguiendo una numeracién
acorde.

4.1.1 Ensayo ABTS de Inhibicién

En la figura 29 se muestra la curva de calibracion empleando al estandar
Trolox en diluciones desde 20 a 200 uM y una fotografia de los tubos de
reaccion con el color caracteristico para este ensayo, en el cual se observa que
a mayor inhibicion por parte del Trolox se presenta mayor decoloracion del
reactivo ABTS.

Curva da [Trolox] Vs % Inhibicidn
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Figura 29. Curva de Calibracién Estandar Trolox en uM para ensayo ABTS

Posteriormente se tiene las tablas 10 y 11, con los resultados determinados
de Capacidad Antioxidante Total (TAC)
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En los extractos se midi6 la actividad de secuestro de radicales libres

contra el radical catibn ABTSe+, por gramo de muestra seca expresados en

Equivalente de Trolox en umol.

Tabla 10. Valores de TAC en umol TE/g muestra seca de cafiihua por ensayo ABTS.

| N° | codigo Nombre | TAC-ABTS | N° Cédigo | Nombre | TAC-ABTS
1 V-1 KULLACA 1.22 19 GPK-2 Kallutaca 2.49
2 V-2 ILLIMANI 1.25 20 GPB-3 Belén 1.54
3 A-88 Accesion 088 2.48 21 GNS-4 Taraco 1.29
4 A-137 Accesion 137 0.86 22 C-um Umala 0.93
5 A-151 Accesién 151 1.81 23 DK1 Challapata 1 9.28
6 A-155 Accesion 155 191 24 DK2 Challapata 2 1.01
7 A-166 Accesion 166 4.47 25 kKo1 Challapata 3 0.78
8 A-173 Accesion 173 2.40 26 C-OR Oruro 0.24
9 A-187 Accesion 187 2.93 27 C-PO Potosi 0.15
10 A-197 Accesion 197 1.78 28 GNAR Cochabamba 2.88
11 A-222 Accesién 222 2.95
12 A-300 Accesion 300 2.83
13 A-399 Accesion 399 1.21
14 A-475 Accesién 475 1.94
15 A-568 Accesion 568 2.12
16 A-616 Accesion 616 3.75
17 A-636 Accesién 636 2.23
18 A-771 Accesion 771 1.15

De todos los resultados, la muestra DK1 presentdé la mayor capacidad

antioxidante con un valor igual a 9.28 TE umol/g muestra seca y el valor mas

bajo se determind en la muestra C-PO de 0.15 TE umol/g. Se expresa como

TE, porque ésta Capacidad Antioxidante se compara al estandar Trolox, por lo

que se denotandose como Equivalente Trolox. (TE). En todo el conjunto de

valores se encuentra 4 niveles de TAC, donde los valores mas bajos van desde

0.15 a 0.93 con 18% de las muestras, valores de inferior a medio van de 1.01 a

1.94 con un porcentaje de 39% de las muestras; muestras con valor de medio a

superior se encuentran en el rango de 2.12 a 2.95 que representa el 32% de
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nuestra poblacion y los valores mas altos de TAC con aproximadamente 11%
de las muestras, que corresponden a 3 granos analizados, cuyo rango va de
3.75 hasta 9.28 TE uMol/g.

Muchos investigadores publicaron valores de TAC muy semejantes a los de
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cafihua. Saura Calixto-Gofi~ presentan el valor de 0.2 umol TE/g muestra
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seca para cereales, Yu et al™"" mencionan 1.1 a 1.9 para trigo en umol TE/g

muestra seca, Ragaee et al'’®, Gallardo et al'® y Zielinsky and Kozlowska'°
determinaron que el centeno presentaba un rango entre 0.3 a 13 umol TE/g
muestra seca. De la misma manera Zielinsky y Ragaee en sus publicaciones
individuales presentan que el cereal cebada, posee de 2.4 a 15 umol TE/g
muestra seca. De todos estos cereales, el sorgo negro estudiado por Ragaee et

al y Awicka et al**

, posee los niveles mas altos desde 52 a 78 umol TE/g
muestra seca. Cabe concluir que los granos de cafiihua se parecen bastante a

los granos de centeno y cebada.

Es importante presentar a efectos de comparacion, aunque las matrices
sean diferentes, que el valor mas alto de TAC por ABTS, mencionado por
Saura Calixto*? para la Fibra total de uva éste exhibi®6 un valor
significativamente alto: 233+12 umol Eq trolox/g de muestra seca. Otros frutos
evaluados cuyos valores fueron publicados por Kuskoski et al >(2005) son: la
pifia con el valor de 2.9+0.6, el mango 11.8+0.9 y maracuya con 2.3+0.6
expresados en umol Eq trolox/g de pulpa de fruta. Esta comparacion es muy
importante porque nos permite una mejor valoracion de los granos de cafiihua
gue conforman la presente investigacion, que muestran la calidad de los

granos de Chenopodium pallidicaule.

La tabla 11 presenta de forma independiente los valores de TAC por ABTS
de los tres productos alimenticios, cuyo nivel de TAC es alto, tomando los
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niveles anteriores, porque los valores son mayores a 3.41. Lo importante de
este grupo es la presencia de harina de cafiilhua tostada que presenta el valor
mas alto del conjunto (5.56 umol Eq trolox/g), tomando en cuenta que fue
sometido a calor se valora aun la presencia de Capacidad Antioxidante. Pese a
no contarse con el valor de TAC de su harina inicial sin tostado es notorio que
no haya perdido su capacidad antioxidante. Dato que nos permite presumir que

las reacciones de pardeamiento no enziméatico™?

(Reaccion de Maillard)
pudieron haber liberado sustancias fendlicas como son las melanoidinas y
melaninas que sean responsables de la inhibicion en el ensayo ABTS. Las
granolas presentan Capacidad Antioxidante de acuerdo a su composicion
porque tienen el afiadido de miel de cafia, otro producto natural, que en ambos
casos han sufrido el efecto de la temperatura porque los granos se encuentran

expandidos.

Tabla 11. Valores de TAC en umol TE/g muestra en muestras comerciales por ABTS

N° Cadigo | Prod. Alimenticio TAC-ABTS
1 P-1 Pito 5.56
2 G-1 Granola 1 4.23
3 G-2 Granola 2 3.41

De acuerdo a la investigacion de propiedades antioxidantes de productos
cereales realizada por Yu et al'”’, los valores de Equivalente trolox encontrados
en muestras de cereales fueron 2.43, 2.40, 2.32 y 3.22 umol/g cereal. Estas
muestras corresponden a trigo natural, avena para desayuno, harina de avena,
todos productos procesados por Kellogg Co y Quaker Co y presentan los
mismos efectos de granos expandidos, como las granolas. Comparando, se
indica que estos valores se asemejan al segundo grupo de nuestros datos
encontrados mediante este ensayo. La explicacion de la similaridad de las
muestras de la tabla 11, con estos productos es porqgue ambos tienen un
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proceso de preparacion y una de las variables que afecta a ambos es la
temperatura, que controlada puede no perturbar el valor de TAC de las

muestras.

La Capacidad Antioxidante Total en umol ET/g de muestra se observa en la
figura 30, de los cuales, los primeros18 son granos de PROINPA, los siguientes
10 fueron colectados por CEIQA vy los ultimos 3 son productos de consumo. Es
notorio observar la presencia de un grano con alto nivel de TAC (DK1) y de
igual manera al grano que contiene la minima cantidad (C-PO). A su vez
podemos valorar las muestras A-166, A-616, GNAR con niveles representativos

en sus grupos de origen.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL: ENSAYO ABTS EXPRESADO EN uM ET/g

MUESTRAS DE Chenopodium pallidicaule:
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Figura 30. Capacidad Antioxidante total de muestras de cafihua por ABTS

Se observa que la muestra C-PO, de la region de Potosi, tiene el valor mas
bajo de 0.15 umol de ET/g. Esto podria deberse a la calidad de terreno donde
se colectaron, ya que era un terreno seco e inhospito, donde no existia mucha
vegetacion, la planta se mostraba como parte de la maleza silvestre. Pudiendo
esto, haber influido en la sintesis de compuestos fendlicos, los que requieren

como sustancias precursoras algunos aminoacidos de los cuales haya carecido
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el terreno, por otro lado la falta de humedad suficiente permitieron que el valor
de TAC sea el mas bajo.

El analisis de varianza (ANOVA) realizado en este ensayo, indica que los
resultados son altamente significativos con mucha consistencia en los datos

tomando un p<0.05.

4.1.2. Ensayo DPPH de Inhibicion

La figura 31 muestra la curva de calibracion de Trolox en reaccion con el
reactivo DPPH empleando diluciones desde 100 al000 uM. La reaccién de
inhibicion por parte del trolox se observa como decoloracion respectiva del
sustrato DPPH de un color lila oscuro a uno mas claro. Leida a 519 nm de
longitud de onda.

Figura 31. Curva de Calibracion Estandar Trolox en uM para ensayo DPPH

Fuente: Elaboracion propia

Los valores de TAC se expresaron como Equivalente de Trolox en umol/ g
de muestra seca, los que se presentan en la Tabla 14. El ensayo DPPH se
realiz6 con un estricto control de tiempo de reaccién y la determinacién de la
inhibiciébn. Se observa una clara diferenciacion de niveles de Capacidad
Antioxidante en todo el conjunto. Se cuenta con 3 niveles, el primero de

resultados bajos con un rango de 0.95 a 4.9 umol ET/g con el 43 % de las
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muestras, un nivel mayor desde 5.28 a 9.40 umol ET/g con el 39 % y un 14% de

muestras cuyos valores de Actividad Antioxidante estan entre 10.36 a 18.05

umol ET/g. Un dato importante por su valor es la muestra DK1 con 45.38 umol

ET/g que sale de estos niveles. Dato que correlaciona muy bien con el resultado

por ABTS de ésta misma muestra.

Tabla 12. Valores de TAC en umol TE/g muestra seca de cafiihua por DPPH.

TAC-
N° Cadigo Nombre TAC-DPPH N° Cadigo Nombre DPPH
1 V-1 KULLACA 4.40 19 GPK-2 Kallutaca 9.40
2 V-2 ILLIMANI 5.50 20 GPB-3 Belén 5.28
3 A-88 Accesién 088 10.36 21 GNS-4 Taraco 4.90
4 A-137 Accesion 137 2.54 22 C-umMm Umala 3.38
5 A-151 Accesién 151 6.01 23 DK1 Challapatal  45.38
6 A-155 Accesién 155 8.25 24 DK2 Challapata 2 1.93
7 A-166 Accesion 166 18.05 25 KO1 Challapata 3 4.43
8 A-173 Accesion 173 7.14 26 C-OR Oruro 0.95
9 A-187 Accesién 187 7.89 27 Cc-PO Potosi 1.12
10 A-197 Accesion 197 5.72 28 GNAR Cochabamba  14.07
11 A-222 Accesion 222 8.84
12 A-300 Accesion 300 10.71
13 A-399 Accesion 399 5.84
14 A-475 Accesion 475 2.61
15 A-568 Accesion 568 6.87
16 A-616 Accesion 616 4.75
17 A-636 Accesion 636 3.68
18 A-771 Accesién 771 3.44

En las muestras de PROINPA, se observa que descollan por su valor las
muestras A-166, A-300 y la A-88 con valores de 18.05, 10.71y 10.36 umol ET/g

respectivamente. En cuanto a las muestras silvestres, la muestra GNAR posee

un valor importante de 14.07 umol ET/g y el GPK-2 con 9.40 umol ET/g. En

cambio existen dos muestras que al igual que en el ensayo ABTS, dieron un
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valor bajo en relacion al conjunto y corresponden a C-OR y C-PO con 0.95 y

1.12 umol ET/g respectivamente.

Repo-Carrasco en colaboracion de Encina C, (2008)'°, realiz6 la
determinacion de Actividad Antioxidante de 11 muestras de cafiihua cultivadas
en tierras peruanas, encontrando que la variedad Puka cafiihua presento la
mayor TAC de las 11 muestras, con un valor de 6.029 umol ET/g de muestra y
el valor minimo correspondio a la muestra Pik030 273 con 0.36 umol ET/g de
muestra. La autora indica que los valores de TAC en granos de cafihua
realmente son importantes porque son similares y hasta mayores a los TAC de
productos como la mora y la quiwicha, entre otros, cuyos valores son: 7.13 umol
ET/g de muestra y 2.63 umol ET/g de muestra. El presente trabajo corrobora la
conclusion por los valores obtenidos en diferentes granos de cafihua.

I** el 2009, determinaron

La misma investigadora Repo-Carrasco et a
Capacidad Antioxidante Total de dos variedades de cafihua: Cupi y Ramis:
4200+5.5 y 4050+5.33 g trolox eg/g.d.b, que si realizamos la transformacion
en umol ET/g muestra seca (Ver anexo 9), concluimos que las variedades de
cafihua Cupi y Ramis tienen una actividad antioxidante de 16.78 umol ET/g y
16.18 umol ET/g, valores que se comparan con la muestra A-166 cuya
actividad fue 18.05 umol ET/g, sin embargo inferiores a la muestra DK1 cuyo
valor fue aiin mas alto.

Por otro lado, Bonoli et al®®

publicaron la determinacion de TAC en extracto
metanol/agua, del cereal cebada mediante DPPH, cuyo valor fue 103.87
expresado como umol ET/ 100 g de harina de cebada, referido este valor a
simplemente gramo de muestra tenemos el resultado de 1.0387 umol ET/g de
harina, dato que corresponde al nivel bajo de los niveles con los que contamos,

esta Actividad Antioxidante de cebada se encuentra en el rango de las muestras
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mas pobres en Actividad Antioxidante como son C-OR y C-PO de nuestro
analisis.

De acuerdo a la investigacién de Alvarez-Jubete et al*'*

, estos reportaron
valores de TAC mediante el ensayo DPPH, para cereales como amaranto,
quinua, trigo sarraceno y trigo, los valores siguientes: 1.134 umol ET/g, 2.3053
umol ET/g, 24.77 umol ET/g y 1.76 umol ET/g respectivamente. Revisando los
mismos concluimos que la caracteristica inhibidora de los antioxidantes de las
muestras de cafiihua fueron mejores, inclusive la muestra mas rica en
antioxidantes como el trigo sarraceno se encuentra por debajo de la muestra

DK1.
La tabla 13 presente comparaciones con otras matrices alimenticias, de
acuerdo a publicaciones internacionales®, en la que se observa: pulpa de frutas

tropicales del pais vecino Brasil con valores similares a los de cafiihua.

Tabla 13. Valores de TAC en pulpa de frutos aplicando DPPH

Muestra TAC por DPPH Muestra TAC por DPPH
umol ET/g umol ET/g
muestra muestra
Pifa 0.51£0.01 Fresa 9.210.01
Maracuya 0.9+0.2 Mango 12.9+0.2
Uva 7.0£0.3 Acerola 53.215.3

Fuente: Extraido de articulo de Kuskoski E, et al (2005)*

Es importante rescatar que granos pequefios de no mas de 1 mm de
diametro puedan equiparar su Capacidad Antioxidante a la de frutos que son

mas grandes en dimensiones. Como se puede observar en la tabla anterior, el
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valor de éste grano ademas es su forma sdlida que permite mayor tiempo de

conservacion y uso, a diferencia de los frutos mencionados.

Los resultados de TAC de los productos alimenticios se encuentran en la
tabla 14. Los datos son importantes porque en comparaciéon de ABTS se
observa diferencia entre los resultados de las muestras granolas, esto se
explicaria por la reaccion de inhibicion muy propia de DPPH cuyo sustrato es

bastante labil a temperatura y tiempo de exposicion en el ambiente.

Tabla 14. Capacidad Antioxidante Total en muestras comerciales.

N° Cadigo Producto Alimenticio TAC-DPPH
P-1 Pito 16.72
G-1 Granola 1 20.89
G-2 Granola 2 4.07

La muestra G-1 presento el valor mas alto: 20.89 umol de ET/g de muestra
seca. Es notorio el caso de la harina de cafihua “pito”, que aun muestra un
valor alto de 16.72 pmol ET/g de muestra seca pero es inferior a la anterior.
Revisando los componentes quimicos de las muestras, se explicaria que la
inhibicion del sustrato en este ensayo se debi6 a compuestos fendlicos
importantes producidos por el efecto de tostado de los granos (Reaccion de

Maillard ) **

Graficando los valores de las tablas, presentamos la siguiente relacion de
muestras versus Capacidad Antioxidante Total en umol ET/g muestra, cuyos
valores inferior y superior fueron: 0.95 hasta 45.38 pumol ET/ g muestra,

respectivamente.
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CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL: ENSAYO DPPH EXPRESADO EN pM ET/g
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Figura 32. Capacidad Antioxidante Total de muestras de cafilhua por ensayo DPPH

La gréfica nos permite observar que la muestra DK1, es una muestra muy
rica en compuestos inhibidores que mostraron un alto valor de TAC, aun por
encima de las muestras comerciales. Sin embargo es importante notar que la
muestra G- 2, tuvo un comportamiento diferente en éste ensayo, ya que podria
haberse esperado una respuesta parecida al ensayo ABTS, porque ambos
tienen el mecanismo de inhibicion similar, pero el sustrato diferente permitié un
valor inferior, incluso frente a las muestras de PROINPA. Por otro lado a
diferencia de los ensayos ABTS y FRAP, los valores son muy altos en la
muestra DK1, esto no es de sorprender ya que la quimica de las diferentes
reacciones es muy propia de cada ensayo, ademas este mismo patron se
presenta en el trabajo publicado por Thaipong et al ®° donde los ensayos ABTS,
DPPH, FRAP y ORAC tuvieron correlacién pero rangos diferentes en el analisis
de extractos de la guava. Ademas se conoce que muchas sustancias fenélicas
pueden presentar efectos prooxidantes en ciertas condiciones o bien que
algunas proteinas podrian entorpecer las reacciones enmascarando a los

mismos cuya expresion seria nula. Esta podria ser una explicacion para el
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hecho observado, porque el producto es una combinaciébn de varios

alimentos.®

La determinacion de DPPH pese a ser una prueba sencilla, rapida tiene un
comportamiento sensible al tiempo de reaccién, algunos compuestos pueden
reaccionar de forma lenta y paulatina, aunque se otorgd hasta 20 minutos para
la misma, podria ser que la matriz de algunos productos no concluyeran su
reaccion completa, explicando asi el valor de G-2.

En cuanto al analisis ANOVA realizado a los datos, estos muestran que los
resultados mediante este ensayo son altamente significativos tomando un
p<0.05

4.1.3. Ensayo FRAP

Para los resultados de este ensayo se presentan la curva estandar de
trolox desarrollada en base a la reaccion TPTZ y AICl; en diluciones desde 100

a 1000 uM, leida a 593 nm de longitud de onda. La figura 33 muestra el

desarrollo de color en forma proporcional a la concentraciéon del estandar.

1Al

Curva de Calibracién Trolox vs Absorbancia

Figura 33. Curva de Calibracién de estandar Trolox en uM para ensayo FRAP.
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El presente analisis no es de inhibicibn como los anteriores, por lo que la

concentracion de Antioxidantes es proporcional a la coloracién formada en los

tubos de reaccion.

seca.

Los resultados estan expresados en umol ET/g muestra

La tabla 15, presenta los resultados de los 28 granos de cafihua. De los

cuales un 46 % tienen valores en un rango de 0.81 a 1.87 uml ET/g de muestra,

un segundo grupo del 39% con rango de 2 a 2.63 uml ET/g de muestra y un

tercer grupo con 11% de las muestras de 3.36 a 4.61 umol ET/g muestra.

Tabla 15. Valores de TAC en pumol TE/g muestra seca de cafiihua por FRAP

TAC-
N° Cadigo Nombre TAC-FRAP N° Caddigo Nombre FRAP
1 V-1 KULLACA 1.23 19 GPK-2 Kallutaca 2.35
2 V-2 ILLIMANI 1.38 20 GPB-3 Belén 1.55
3 A-88 Accesién 088 4.61 21 GNS-4 Taraco 1.33
4 A-137 Accesién 137 0.81 22 C-Uum Umala 1.22
5 A-151 Accesion 151 2.63 23 DK1 Challapata 1 8.96
6 A-155 Accesion 155 1.87 24 DK2 Challapata 2 2.06
7 A-166 Accesion 166 4.08 25 KO1 Challapata 3 0.95
8 A-173 Accesién 173 1.55 26 C-OR Oruro 0.97
9 A-187 Accesion 187 2.39 27 C-PO Potosi 0.84
10 A-197 Accesién 197 1.45 28 GNAR Cochabamba 3.36
11 A-222 Accesion 222 2.02
12 A-300 Accesién 300 2.40
13 A-399 Accesioén 399 1.58
14 A-475 Accesién 475 2.30
15 A-568 Accesion 568 2.49
16 A-616 Accesion 616 2.09
17 A-636 Accesion 636 2.00
18 A-771 Accesion 771 2.44

Se observa que la muestra DK1 tuvo una reaccion similar a los anteriores

ensayos, posee el valor mas alto de todo el grupo: 8.96 umol ET/g muestra. Los

valores mas bajos fueron para A-137 y C-PO, 0.81 y 0.84 umol ET/g muestra

respectivamente. En la muestra A-137

(0.81umol ET/q)

se presenta una
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variante clara de reaccion entre los métodos ABTS, DPPH frente al ensayo
FRAP que explicaria la presencia de diferentes compuestos fendlicos y

flavonoides que actian de manera diferente en éste medio de reaccion.

La tabla 16 muestran valores de FRAP para algunos alimentos descritos en

publicacion de Halvorsen et al. ®°

Tabla 16. Relacién de mM/100 de Actividad Antioxidante por 100 g de alimento.

Método FRAP Método FRAP
ALIMENTO mmol/100 g ALIMENTO mmol/100 g
Especias y hierbas 0.803-125.549 Cereales instantdneos 0.157-4.291
Almendras y frutos secos 0.029-13.126  Postres y tortas 0.00-4.097
Chocolates y dulces 0.092-10.474  Moras y productos 0.978-4.059
Vegetales y productos vegetales 0.018-4.694 Frutas y jugos de frutas 0.081-2.512

Fuente: Extraido de Halvorsen et al, 2006

Del cual podemos desprender el valor de vegetales y productos vegetales y
comparar con el rango de valores que se obtuvo en el presente trabajo.
Transformando la unidad de mmol/100 g a umol/g de muestra, el valor de
vegetales estara en un rango de 0.18 a 46.94 umol ET/g de muestra, intervalo
en el cual ingresan los valores de granos de cafiihua, nuestros valores van
desde 0.81 a 8.96 umol ET/g de muestra.

I*14 el analisis de TAC por ensayo FRAP

De acuerdo a Alvarez-Jubete et a
en cereales como amaranto, quinua, trigo sarraceno y trigo permite conocer que
estas especies poseen: 2.21 umol TE/g muestra seca, 3.68 umol TE/g muestra
seca, 17.42 umol TE/g muestra seca y 4.40 umol TE/g muestra seca
respectivamente. Estos datos son muy importantes porque la literatura en éste
ensayo es insuficiente para cereales cuya matriz es similar a la cafihua.
Revisando se observa que los granos de cafihua se encuentran en un sitial

importante tomando en cuenta estos cereales. Realizada la evaluacion se
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obtiene que de mayor TAC a menor TAC, tenemos la siguiente relacién: Trigo

sarraceno > Cafihua > Trigo > Quinua > Amaranto.

De acuerdo a los estudios de Apak?®, los valores de TAC de algunas frutas
y vegetales mediante el ensayo FRAP, se presentan en la tabla 17. Entre los
cuales la naranja es un buen antioxidante con valor de 11.81, sin embargo los
granos de cafihua se encuentran a la par de los valores de lechuga, platanos,

manzana, tomate, cebolla y nuestro mayor valor se parece al del brocoli.

Tabla 17. Valores de TAC mediante FRAP para frutas y vegetales.

Fruta FRAPumol/g Vegetal FRAPumol/g
muestra muestra
Naranja 11.81 Brocoli 8.33
Platano 1.64 Tomate 3.44
Manzana 3.94 Lechuga 1.24
Espinaca 10.09 Cebolla 3.69

Fuente: Apak, 2007%°

Perez-Jimenez y Saura-Calixto™'®

publicaron que el analisis de hortalizas
espafiolas tenian un TAC de 10.3 +0.1 umol ET/g muestra seca, aunque este
rango procede de otra matriz, es importante para evaluar los valores del
presente trabajo porque mantienen la correlacion de valores, nuestro valor
maximo fue de 8.96 umol ET/g muestra seca.

En la investigacion realizada por Araya H et al**®

, en el pais vecino de
Chile, se presento valores de frutas y vegetales que fueron evaluados mediante
el ensayo FRAP, presentamos la tabla 18 de vegetales que nos permitiran
comparar los valores de los diferentes granos de cafiilhua con otros vegetales

analizados, expresando en umol ET/g muestra himeda o fresca.
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Tabla 18. TAC mediante FRAP de vegetales chilenos

Verdura umol/g Verdura umol/g

Acelga (Beta vulgaris var.

Cicla) 1.90+0,014 Cilantro (Coriandrum sativum) 12.31+0,126
Espa A

Ajo (Allium sativum) 12540006 | C5P4rrago (Asparagus 2.33+0,008
officinalis)

Ajo cocido (Allium sativum) 0.21 £ 0,004 Espinaca (Spinacia oferacea) 2.74 £ 0,030

;o . Espi .(Spinaci

Aji rojo (Capsicum spp) 1911+ 0,051 | Espinaca coc.(Spinacia 2.10 0,029
oferacea)

Aji verde (Capsicum spp) , -

6.67 + 0,081 Orégano (Lippia spp) 6.88 + 0,032

Alcachofa (Cynara scolymus) 3.53+0,045 Palta (Persea americana) 1.67 £ 0,020

Betarraga cocida (Beta

vulgaris) 10.55+0,223 Perejil (Petroselinum crispum) 5.04 + 0,021

. . Pimentdn rojo (Capsicum

Brocoli (Brassica oleracea) 1.21 +£0,029 6.18 + 0,025
annum)

Cebolla (Allium cepa) 2.59+0,039 Zanahoria cru. (Daucus carota) 0.27 £ 0,004

Cebolla cocida (Allium cepa) 0.62 + 0,004 Zanahoria coc. (Daucus carota) 0.15 £ 0,004
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Fuente: Extraido de Araya et al

Los alimentos con mayor valor TAC son el aji rojo, betarraga cocida,
cilantro con datos mayores a 10 umol/g muestra fresca y el valor mas bajo
presenta la zanahoria cocida con 0.15 umol/g muestra fresca. Esto nos indica
que dietas pobres en estas verduras podrian al menor ser reemplazadas por
platos elaborados a base de granos de cafiihua que otorgarian la misma calidad

en cuanto a capacidad antioxidante.

En cuanto a las muestras comerciales estas presentaron el mismo rango de
valores encontrado en el ensayo de ABTS, aunque como sabemos sus
principios de reaccion son diferentes. Ellas se encuentran tabuladas en la tabla

19, expresadas en umol/g de muestra seca. El valor mas alto es para el pito de
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cafiihua con un valor de 4.55 y el méas bajo la G-2 con valor de 1.51 umol/g de

muestra seca.

Tabla 19. Capacidad Antioxidante en muestras comerciales obtenidas por ensayo FRAP

N° Cédigo Producto Alimenticio | TAC-DPPH
1 p-1 Pito 4.55
2 G-1 Granola 1 2.45
3 G-2 Granola 2 1.51

En la investigacién desarrollada por Alvarez-Jubete et al***, se presenta la
determinacién de TAC en muestras de los granos pero sometidos a temperatura
porque las muestras se encuentran como alimentos horneados, donde se pone
de manifiesto la disminucion de los valores de TAC al ser sometidos a ésta
variable. Es asi que la muestra de quinua cuyo valor era de 92.1+1.7 mg
TE/100 g muestra seca, como alimento horneado su valor posterior fue de
71.4+2.8 mg TE/100 g de muestra, en el trigo sarraceno disminuyé de
436+12.8 a 148+4.6 mg TE/100 g de muestra, el trigo de 110+4.7 a 81.7+£1.6
mg TE/100 g de muestra, la excepcidn es el amaranto cuyo valor aumenta
desde 55.3+1.6 a 60.6+6.2.

Las variaciones en los datos de Capacidad Antioxidante de los cereales
son hasta esperadas, porgue existen muchos factores como los genéticos,
proceso agro técnico, condiciones del ambiente que pueden influenciar en la
presencia de componentes fendlicos que responden a éste y los demas
ensayos. No obstante una comparacion de resultados de diferentes estudios es
dificultosa debido a la variabilidad en las condiciones experimentales ademas
de los ensayos empleados. Pero a pesar de estas variaciones, tenemos que las
muestras de cafihua presentan un buen nivel de Capacidad Antioxidante frente

al trigo sarraceno que es una gran fuente de Capacidad Antioxidante conocido y
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estudiado por investigadores como Alvarez-Jubete et al***, Yongyan et al''’ y
Danihelova et al.*®

Representado en la gréafica 34, la Capacidad Antioxidante en umol de ET/g
muestra analizada, se observa a los primeros 18 valores del Banco de
germoplasma, las restantes 10 proceden de los muestreos del presente
proyecto y las 3 ultimas corresponden a los alimentos a base de cafiihua. En la
grafica se puede percibir los 3 niveles de Actividad Antioxidante en todo el

conjunto de muestras.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL: ENSAYO FRAP EXPRESADO EN pumol ET/g
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Figura 34. Capacidad Antioxidante Total de muestras de cafiihua por Ensayo FRAP
Fuente: Elaboracién propia

La muestra DK1 es la mas sobresaliente con el valor mas alto y la que

posee menor Actividad Antioxidante es la muestra A-137.

Realizado el analisis ANOVA, los resultados de los tratamientos y
repeticiones muestran que la diferencia entre los datos de actividad antioxidante

son altamente significativos por este ensayo FRAP con una p<0.05.
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4.1.4. Cuantificacion de metabolitos flavondlicos y fendlicos
¢ Resultados de Concentracion de Flavonoides Totales (TP)

Para la cuantificacion de Flavonoides Totales contamos con la curva
Estandar que ira expresado en mg de EC/g, que es el Equivalente de Catequina
cuyas concentraciones van de 20 a 200 pg EC/ml. La figura 35 muestra la
ecuacion de regresion lineal obtenida y la fotografia corrobora las coloraciones
obtenidas por reaccion leidas en espectrofotometro a 510 nm de longitud de

onda.

Curva estindar de Catequina en ug/mi vs
Absorbancia

¥ 50 100 150 200 50
[Catequina) jsg/ml

Figura 35. Curva de calibracion de Catequina para determinacién de Flavonoides totales.

Una vez realizada la cuantificacion de las 31 muestras, se presenta la
concentracion de Flavonoides totales encontrada, expresadas en mg
Equivalente de Catequina / g de muestra seca. En la tabla 20 se observa un
rango de valores desde un minimo 0.09 hasta un valor maximo de 0.83 mg
CE/g de muestra que corresponde a concentracion de flavonoides totales (TF).
Clasificando los valores de acuerdo a su dato numérico observamos la misma
tendencia de los anteriores ensayo, subdivididos en 4 grupos desde un rango
minimo 0.09 a 0.16 con el 43%, un rango menor de 0.20 a 0.29 con un29% de

las muestras, un valor mayor con porcentaje de 21% cuyo rango va de 0.31 a
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0.37 y los valores méximos encontrados con el 7%, representando a 2 muestras

cuyos valores fueron: 0.61 y 0.83 que corresponden a C-UM y DK1.

Tabla 20. Concentracion de Flavonoides Totales en muestras de Cafiihua, expresados en mg

Equivalente de Catequina / g muestra seca

FLAV
TOTA
N° Cédigo Nombre |FLAV TOTAL N° Cédigo Nombre |L
1 V-1 KULLACA 0.14 19 GPK-2 Kallutaca 0.21
2 V-2 ILLIMANI 0.14 20 GPB-3 Belén 0.10
3 A-88 Accesién 088 0.21 21 GNS-4 Taraco 0.12
4 A-137 Accesion 137 0.09 22 Cc-umMm Umala 0.61
5 A-151 Accesién 151 0.16 23 DK1 Challapata1 0.83
6 A-155 Accesién 155 0.14 24 DK2 Challapata2 0.34
7 A-166 Accesion 166 0.37 25 KO1 Challapata3 0.14
8 A-173 Accesion 173 0.16 26 C-OR Oruro 0.12
9 A-187 Accesion 187 0.31 27 C-PO Potosi 0.09
10 A-197 Accesion 197 0.20 28 GNAR Cochabamba  0.37
11 A-222 Accesién 222 0.36
12 A-300 Accesién 300 0.25
13 A-399 Accesioén 399 0.11
14 A-475 Accesién 475 0.22
15 A-568 Accesioén 568 0.28
16 A-616 Accesion 616 0.32
17 A-636 Accesion 636 0.29
18 A-771 Accesion 771 0.26

Las ultimas muestras son cafihuas silvestres con un nivel de flavonoides

importante. La muestra con menor valor en el conjunto de datos fueron A-137y

C-PO con el valor de 0.09 mg CE/g de muestra.

La tabla 21 presenta el resultado de Flavonoides totales en las tres

muestras de consumo inmediato.
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Tabla 21. Concentracién de Flavonoides Totales en muestras de consumo

N° Cadigo Producto Alimenticio FLAV TOTAL
1 P-1 Pito 0.36
2 G-1 Granola 1 0.32
3 G-2 Granola 2 0.88

De forma contrastante en relacion a las pruebas anteriores se observa que

la muestra de G-2 presentd una concentracion mas alta que los otros dos

productos alimenticios, lo cual se justifica por la presencia de sus ingredientes.

En la figura 36 se observa claramente los 4 grupos de Concentracion de

Flavonoides, donde, a diferencia de los ensayos anteriores las muestras: DK1 y

G-2 poseen casi el mismo valor.

0.90
0.80
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00

[Flavonoides Totales] Equiv. Categuin mg/ g

Figura 36

CONCENTRACION DE FLAVONOIDES TOTALES EQUIV.CATEQUINA mg/g DE
MUESTRA SECA
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. Concentracion de Flavonoides totales en muestras de Cafiihua, expresado en

equivalentes de Catequina mg/g de Muestra Seca
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La presencia de flavonoides en cereales es importante, por ejemplo por

Gonzalez-Sanjosé *°

reportaron presencia de proantocianidina en diferentes
variedades de cebada. El rango de flavanoles totales fue de 0.325 a 0.527 mg
EC/g. Por otro lado la presencia de antocianinas es importante porque forman
parte de los pigmentos lilas, azul, rosado y rojo de flores, frutas y vegetales
tanto como cereales coloreados. Se cita estas caracteristicas de color, porque
muchos de los granos analizados presentan coloraciones amarillas, naranjas y
hasta rojas. Algunos estudios de antocianinas coloreadas presentes en
cereales y su consumo se han relacionado con la salud por Garzon el afo

200812

A falta de otros datos de flavonoides en cereales, tomamos datos de

flavonoides en frutas desarrollado por Karadeniz et al*?*

, quienes estudiaron
manzanas (Malus domestica B.) de la variedad Granny Smith y Arapkizi, cuyos
valores fueron 282+85.2 mg CE/kg de muestra y 823+103.2 mg CE/kg de
muestra, en uva (Vitis vinifera L.) entre 452+155 y 1069+45.6 mg CE/kg de
muestra. Tomando en cuenta otros vegetales como la papa (solanum
tuberosum) 153+38.2, cebollas (Allium cepa) 170£60.8. Nuestro rango de valor
se encuentra muy relacionado a éstos datos, donde la muestra DK1 tiene un

valor muy similar de la manzana variedad Arapkizi.

Segun un estudio realizado por Palomo et al** el contenido de flavonoides
en las frutas esta influenciado por diferentes factores como el cultivar, nutricién
mineral de la planta, zona climatica donde se desarrolla. Acerca de la muestra
C-PO, cuyo valor fue el mas bajo, ésta investigacion nos explica la medicion
obtenida, porque la muestra procede de un paraje bastante carente de cuidado

y humedad (regién de Potosi).

Es importante indicar que en ésta prueba se presenta la formaciéon de una

opalescencia cuando se afiaden los reactivos al sistema de reaccion que de
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alguna manera altera la lectura de las absorbancias, razén por la que este
trabajo empled un proceso de centrifugacion de las muestras para contar con
soluciones limpias y claras que puedan ser leidas en el espectrofotometro. Se
explica el hecho ya que la presencia de compuestos como proteinas, taninos u
otros pueden estar ligados a las estructuras flavonoides ocasionando tal

opalescencia.

Realizado el Andlisis de varianza, se observa que entre las muestras existe

una diferencia altamente significativa considerando un p<0.05.

¢ Resultados de Concentracion de Fenoles Totales (TPC)

La curva de calibracion empleando Acido galico como sustancia estandar
presenta el siguiente patron de reaccion, donde existe proporcionalidad entre la
concentracion de fendlicos y la absorbancia creciente, demostradas por la
fotografia que presenta el tenue color celeste que va en aumento, desde una

dilucién de 50 a 200 ug/ml de Acido galico, por lo que las unidades de los

resultados obtenidos seran en mg GAE/ g de muestra seca.

e i g |

Curva Estandar de Acido Galico en ug/ml w
Absorbancia

025
032

015

o 50 1080 150 200 2150
[Acida galico] ug/ml

Figura 37. Curva Estandar de Acido galico mg GAE/mI

La formula de cuantificacion de este metabolito secundario, consider6 todo

el tratamiento realizado desde el proceso de extraccidon hasta su lectura final, de
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acuerdo a la guia del CEIQA. En la tabla siguiente se presenta todos los valores

de las cafihuas expresadas en GAE mg/g de muestra seca.

La muestra silvestre DK1 posee el valor mas alto del grupo con 1.06 mg
GAE/g muestra seca, y entre las accesiones la A- 300 presenta 0.94 mg
GAE/g muestra seca y la con menor valor de TAC es la muestra de Oruro con
valor de 0.25 mg GAE/g muestra seca. Existe una clara diferenciacion de cuatro
niveles donde un nivel bajo posee un 32% de las muestras con rango desde
0.24 a 0.39 mg GAE/g, el segundo grupo del 32% van de 0.40 a 0.58 mg
GAE/g, un tercer grupo con un 21% tienen entre 0.61 a 0.65 mg GAE/g. El
cuarto grupo que posee valores mas altos del grupo con un 15% se encuentran
desde un 0.70 hasta 1.06 mg GAE/g muestra.

Tabla 22. Concentracion de Fenoles Totales en muestras de cafiihua como mg GAE/g muestra

FENOLE
N° Caodigo Nombre | cenotes TTALS N° Caédigo Nombre | grrais
1 V-1 KULLACA 0.63 19 GPK-2 Kallutaca 0.61
2 V-2 ILLIMANI 0.52 20 GPB-3 Belén 0.38
3 A-88 Accesion 088 0.40 21 GNS-4 Taraco 0.46
4 A-137 Accesion 137 0.30 22 C-UM Umala 0.30
5 A-151 Accesion 151 0.52 23 DK1 Challapatal 1.06
6 A-155 Accesién 155 0.55 24 DK2 Challapata2 0.24
7 A-166 Accesion 166 0.65 25 KO1 Challapata3 0.31
8 A-173 Accesion 173 0.65 26 C-OR Oruro 0.25
9 A-187 Accesién 187 0.64 27 C-PO Potosi 0.51
10 A-197 Accesion 197 0.51 28 GNAR Cochabam  0.58
11 A-222 Accesion 222 0.76
12 A-300  Accesion 300 0.94
13 A-399 Accesion 399 0.61
14 A-475 Accesion 475 0.70
15 A-568 Accesion 568 0.31
16 A-616 Accesion 616 0.51
17 A-636 Accesion 636 0.39
18 A-771 Accesion 771 0.30
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Realizada la misma determinacion de fenoles totales en granos de
cafiihua, la investigadora Repo Carrasco et al*!, publicé que dos variedades
cultivadas en latitudes peruanas, denominadas Cupi y Ramis presentaron
2.54+1.2 y 2.43+1.35 mg GAE/ g muestra seca. Comparadas a ellas los valores
del presente trabajo estan por debajo, sin embargo debe tomarse en cuenta la
desviacion estandar que tienen gue la hace solo un poco mayor a las cafiihuas
nuestras, en especial a las muestras del cuarto grupo cuyo valor va de 0.70 a
1.06 mg GAE/g, es importante aclarar que en la publicacion existe una
ambigiedad porque en la seccion de resultados y discusion emplea los
microgramos de GAE/g, entre tanto que en la tabla de resultados expresa como

mg GAE/g muestra seca.

En una de las ultimas investigaciones de cereales con efecto antioxidante,
Danihelova'® encontr6 que el contenido total de polifenoles estaba en un
rango de 1.6667 a 6.3531 mg GAE/g de muestra himeda. Este dato es muy
importante para valorar el presente trabajo, ya que uno de los valores altos con
los que contamos se acerca al valor inferior, tomando en cuenta que ambos son

cereales.

Niveles significativos de polifenoles fueron determinados en amaranto,
quinua, trigo sarraceno y trigo, en la publicacién de Alvarez-Jubete et al*'*. Ellos
reportaron que los granos de estos cereales contenian 0.212+2.3 mg GAE/g
muestra seca, 0.717+5.5 mg GAE/g muestra seca, 3.23+x14.1 mg GAE/g
muestra seca y 0.531+2.8 mg GAE/g muestra seca respectivamente. Los
valores de las 28 muestras de cafiihuas estudiadas se encuentran entre éstos
valores, determindndose que en cuanto a concentracion de fenoles totales
desde el mayor hasta el menor valor tendremos la siguiente relacion: trigo

sarraceno > cafliihua > trigo > quinua > amaranto.
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En investigacion realizada por Mufioz et al'*® se evalud la Capacidad
Antioxidante empleando 9 plantas promisorias peruanas, donde los valores
encontrados de Fenoles en mg GAE/ g de muestra tienen un rango de 0.0216

hasta 23.9372. Los datos obtenidos se observan en la tabla 23.

Tabla 23. Capacidad antioxidante de nueve plantas promisorias peruanas.

Muestra Fenoles mg Muestra Fenoles mg
GAE g GAE/g
Aguaymanto 1.0089 Camu-camu 23.9372
Carambola 0.7597 Tumbo serrano 14.7826
Tomate &rbol 0.6271 Noni 1.6477
Yacon 0.6764 Guinda 0.2405
Tumbo costefio 0.0216

Fuente: Extraido de Mufioz **°
De la comparacién con estos alimentos, podemos concluir que los granos
de cafiihua poseen una concentracion de fenoles totales muy parecidos a los de
aguaymanto, carambola, tomate arbol, yacon, guinda y tumbo costefio. Sin

embargo son menores al Camu-camu y tumbo serrano.

La concentracion de Fenoles Totales en los alimentos como el pito y

granolas, estan presentados en la tabla 24.

Tabla 24. Concentracién de Fenoles totales en muestras comerciales

FENOLES
N° Cadigo Producto Alimenticio |TOTALES
1 P-1 Pito 1.17
2 G-1 Granola 1 0.77
3 G-2 Granola 2 0.41

De acuerdo al trabajo realizado por Alvarez-Jubete et al''*, el uso de la
temperatura en el horneado de las muestras estudiadas tuvo un impacto

negativo sobre el valor de Capacidad Antioxidante bajando los valores iniciales,
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porque la temperatura de horneado utilizada en la investigacion fue de 200°C a
250°C por 20 minutos. De ello se puede sugerir que nuestros alimentos
pudieron tener mayores valores cuando eran granos sin ningun proceso.
Aunque las condiciones para el proceso de tostado de granos de cafiihua (pito)
0 su expansiéon (granola) no son tan agresivos porque emplean temperatura
cercana a 120°C y el tiempo empleado es mucho menor a los 20 minutos.*°
Pese a ello, la muestra de pito exhibe valores muy significativos de Capacidad

Antioxidante, mayor a las muestras de granola.

En relacion al conjunto de muestras, la que mayor valor exhibe, es la P-1,

detalle que puede verse en la figura 38, junto a las muestras A-300 y DK1.

CONCENTRACION DE FENOLES TOTALES EQUIV. ACIDO GALICO mg/g DE
MUESTRA SECA
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Figura 38. Concentracion de Fenoles totales expresado en GAE mg/g de Muestra Seca

Podemos concluir que existe diferencia de concentracion entre todas las
muestras de cafiihua. Ademas la concentracion de fenoles totales explica muy
bien el comportamiento que tuvo este metabolito como responsable de reaccion
en los ensayos de Actividad Antioxidante medidos por ABTS, DPPH y FRAP.
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Teniendo como muestra muy representativa a DK1, P-1 y A-300 con niveles

altos de Fenoles Totales.

Realizada una revision y globalizacion de las concentraciones de los
compuestos fendlicos y flavonoides, presentamos en la figura 39, diferencias
entre ambos en las diferentes muestras. Expresados ambos ensayos en mg/ g
de muestra seca, en equivalentes de CAE y GAE respectivamente. Donde las
primeras 18 corresponden a las cultivadas por PROINPA, las 10 restantes a

muestras silvestres y las ultimas 3 son los alimentos que se analizaron.

CONTENIDO DE FLAVONOIDES TOTALES Y FENOLES TOTALES EN

CANIHUA
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Figura 39. Contenido de Flavonoides Totales y Fenoles totales en cafiihua
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El contenido total de fenoles estuvo entre el 2 y 5 veces mas que el
contenido de flavonoides en todas las muestras, excepto las muestras C-UM,
DK2 y G-2El. Los compuestos fendlicos, como metabolitos secundarios son
ubicuos en los vegetales, frutas y granos de cereales como la cafiihua. Segun la
figura se entiende que la capacidad antioxidante total (TAC) obtenida por los
diferentes ensayos fue debida a la accion de los compuestos fendlicos y

flavonoides.
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Esta aseveracion se apoya en La investigacion realizada por Zavala-Nigoa

et al*?*

en extractos de Lippia graveolens, donde la composicion de fenoles era
mayor a la de flavonoides, por ejemplo de 231.56+2.50 mg GAE/g extracto

liofilizado a 163.75+1.40 mg CE/g extracto liofilizado.

Por otro lado, el hecho de que la concentracion de flavonoides sea mayor al
de compuestos fendlicos, como se observa en la muestra C-UM, DK2 y G-2El
esta corroborado por otra investigacion publicada por Mufioz et al (2007)*% que
en analisis de flavonoides y compuestos fendlicos de mieles chilenas, se
encontré que la muestra codificada como 1, presenté 0.0283 mg/g miel y de
flavonoides 0.0458 mg/g miel y las muestras 4 y 5, que no se determiné su valor
en compuestos fendlicos, poseian flavonoides con un valor de 0.0552 y 0.0731
mg/ g de miel. Cabe aclarar que los fendlicos estan expresados en GAE y los

compuestos flavondlicos en Equivalente de Quercetina.

4.2. Correlacion lineal de los diferentes ensayos realizados

Realizada la correlacién entre los ensayos, se encontraron valores de R:
ABTS-DPPH= 0.91, FRAP-DPPH= 0.90 y ABTS-FRAP =0.87. Todos
presentaron un valor positivo lo cual indica que existe correlacion significativa
entre los diferentes ensayos realizados en los granos de cafihua. Esto se debe
al hecho de que la quimica detras de estos ensayos se basa en los mismos
principios de propiedades de oOxido-reduccion, otorgando una alta correlacion
entre los valores determinados. Esto es apoyado por investigaciones citadas
por Alvarez-Jubete et al'**. Las figuras 40, 41 y 42 son las gréficas obtenidas

con las correlaciones obtenidas.
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CORRELACION DE PEARSON ENSAYOS ABTS - DPPH

TAC Ensayo DPPH M ET
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Figura 40. Correlacién de ensayo ABTS con DPPH. Fuente: Elaboracion propia

Significa que la Capacidad Antioxidante medida por los ensayos de
inhibicion de ABTS y DPPH guarda una relacion estrecha de reaccion, donde el
antioxidante de la cafihua es la misma estructura quimica, que reacciono

inhibiendo de la misma manera al sustrato.

En la correlacion de FRAP y DPPH, se observa un comportamiento similar

al anterior con un valor muy cercano de 0.90.

CORRELACION DE PEARSON ENSAYOS FRAP - DPPH
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Figura 41. Correlacién de ensayo FRAP y DPPH. Fuente: Elaboracion propia

130



Esto podria significar que tanto la inhibicién por parte de antioxidante de la
cafiihua sobre el sustrato oxidante y la capacidad de reduccion del hierro por

parte del mismo antioxidante han sido eficaces en su reaccion.

Tomando en cuenta otras fuentes, se han comparado nuestras
correlaciones con las siguientes presentadas por el investigador Peng et al*?®,
desarrollado en el analisis de extractos acuosos de 25 plantas en el pais de
Singapur. La correlacion determinada entre DPPH-FRAP fue igual a 0.94953
gue explica el concepto basico de los antioxidantes como agentes reductores.
Los antioxidantes son compuestos capaces de donar un electron simple o
atomo de hidrogeno para la reduccion. Sin embargo, no todos los agentes
reductores son antioxidantes. En el presente estudio la correlacion entre los
valores de DPPH y FRAP igual a 0.90, indica que los compuestos presentes en
los extractos de cafiihua son capaces de reducir el radical DPPH y a la vez son
capaces de reducir los iones férricos del ensayo FRAP. El ensayo FRAP
sugiere que la habilidad reductora de los poli fenoles parece ser un importante
factor dictado o dirigido por un radical libre con capacidad secuestrante de los

compuestos, esto también fue citado por Saura-Calixto.
En cuanto a la correlacion de los ensayos ABTS y FRAP, esta es

significativamente importante porque ambos poseen diferentes principios de

reaccion diferentes. La figura 42 muestra tal correlacion.
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CORRELACION DE PEARSON ENSAYOS ABTS - FRAP
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Figura 42. Correlacién de ensayo ABTS con FRAP. Fuente: Elaboracion propia
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Comparando con la correlacion de Pefarrieta et al, en la relacion

ABTS-FRAP, obtuvieron: 0.77 a 0.86 en extracto soluble e insoluble, mientras

gue en el presente trabajo se calculé un valor de 0.87, valor muy préximo,

tomando en cuenta que las muestras de cafihua fueron diferentes a las

estudiadas por el investigador citado, aunque empleé la misma matriz

alimenticia. Presentamos en la tabla 25 los R obtenidos en el presente estudio

y los R determinados en la investigacion de Pefarrieta et al.

Tabla 25. Correlacién de ensayos: a) R obtenidos* b) Pefiarrieta et al**

CORRELACION ENTRE ENSAYOS VALOR R* VALOR R (Peiiarrieta et al)**
ABTS Y FRAP 0.87 0.77-0.86
ABTS Y DPPH 0.91
ABTS Y FLAV 0.66 0.11-0.76

ABST Y FENOLES 0.74 0.41-0.59
FRAP Y DPPH 0.90
FRAP Y FLAVONOIDES 0.54 0.74-0.82
FRAPY FENOLES 0.59 0.28-0.70
DPPH Y FLAVONOIDES 0.52
DPPHY FENOLES 0.69
FENOLES Y FLAVON 0.25 0.65-0.77

Fuente: Elaboracion propia
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En la primera correlaciéon de ABTS y FRAP, nuestro valor es mayor por
una centésima, sin embargo se encuentra cerca del mismo rango. En la
correlacion ABTS y Flavonoides se observa que nuestro R, se encuentra en el
rango que publico el autor. Entre ABTS y Fenoles totales, nuestro R fue mayor

al valor maximo del rango de Pefiarrieta et al.*®

Realizada la comparacion entre FRAP y Flavonoides, nuestro R es menor
al rango determinado por el anterior autor de 054 a 0.74. Obtenidos los valores,
comparamos entre FRAP y Fenoles totales, nuestro valor se encuentra en el
rango determinado por el investigador citado. Estas repeticiones o0
aproximaciones de valores explican que tanto los ensayos fueron desarrollados
de la misma manera metodoldgica, ademas de que la muestra era cafihua,

aunque de diferentes variedades.

La correlacion entre el Contenido de Fenoles totales (Total Phenolic
Compounds) y Capacidad antioxidante se apoya en las siguientes relaciones.

Empleando las 31 muestras de cafihua, tenemos que:

e PTC-ABTS fue de 0.74, valor muy significativo que indica la contribucion
adecuada de compuestos fendlicos a la capacidad antioxidante medida
por la inhibicion del cation ABTS, la misma se observa en la figura
siguiente. Este valor nos permite indicar que el ensayo ABTS es la mas
adecuada para determinar Capacidad Antioxidante Total dada por

compuestos polifendlicos en cafihua.
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CORRELACION ENTRE PTC ¥ ABTS
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Figura 43. Correlacién de PTC con ABTS. Fuente: Elaboracién propia

e PTC-DPPH fue de 0.69, correlacion significativa donde los compuestos

fendlicos fueron responsables de la inhibicion al oxidante DPPH

CORRELACION ENTRE PTC ¥ DPPH
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Figura 44. Correlacién de PTC con DPPH

Fuente: Elaboracién propia

De igual manera al anterior, éste ensayo es el segundo importante
para la medicion de Capacidad Antioxidante Total porque el valor es
aproximadamente de 0.70, redondeando de 0.69. Tanto la anterior
correlacion y ésta basan su resultado en el mismo tipo de reaccion de
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inhibicién, sin embargo esta es de efecto cinético con variables a
controlar importantes como el tiempo de reaccién, temperatura del
reactivo, variables que explican el R encontrado. Ests variables se han
estudiado y publicado en las investigaciones de Pérez-Jiménez y Saura-

125 ot al, se determind la correlacién

Calixto. En la investigacién de Peng
entre TPC y DPPH, cuyo valor fue de 0.56562. Realizando la respectiva
comparacion encontramos un mejor valor de correlacion del efecto
antioxidante de los fenoles totales en el ensayo DPPH porque nuestro

valor fue de 0.69.

PTC-FRAP fue de 0.59, significativa, aunque el valor numérico es menor
a los anteriores, tal como podemos observar en la figura 45. Sin

embargo es una correlacion significativa.

CORRELACION ENTRE PTC Y ENSAYO FRAP
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Figura 45. Correlacién de PTC con FRAP. Fuente: Elaboracion propia

Contrastando con la investigacién realizada por Garcia, J et al **,

ellos encontraron un R=0.56 para muestras de duraznos, pero
empleando la misma metodologia. Esta similaridad en resultados permite
garantizar los ensayos empleados para la muestras de cafiihua, teniendo
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en cuenta que fueron diferentes alimentos, desarrollados en diferentes

espacios geograficos.

En la investigacién realizada por Peng et al'®®, se obtuvo un R= 0.54803
entre TPC-FRAP, el presente trabajo determiné un valor de 0.59, que
indica que los fenoles totales en las muestras de cafihua reaccionaron
mejor en la reduccion de los iones férrico del reactivo FRAP en

comparacion a las 25 especies de vegetales del pais asiatico, Singapur.

La correlacién entre el Contenido de Flavonoides totales y Capacidad
antioxidante, basado en la reaccion de 31 muestras de cafihua, presenta las

siguientes caracteristicas.

e Flavonoides y ABTS tuvo un R de 0.66 presentada en la figura 46. Se

observa un mismo patron de respuesta con las proximas correlaciones.

CORRELACION ENTRE FLAVONOIDES ¥ ABTS
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Figura 46. Correlaciéon de Flavonoides y ABTS

Fuente: Elaboracién propia

e Flavonoides y DPPH tuvo un R de 0.52. La figura 47 presenta la

correlacién indicada. De acuerdo a la publicacién de Silva et al°, los
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efectos de secuestro de los flavonoides en el ensayo DPPH tienen su

fundamento en la presencia del anillo B, la presencia de orto-catecol es

el mas importante para la actividad antioxidante ademas de la presencia

de un enlace doble 2,3 y un OH en la posicidon 3 es fundamental para

este mismo efecto.

CORRELACION ENTRE FLAVONOIDES Y DPPH
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Figura 47. Correlacién de Flavonoides y ensayo DPPH. Fuente: Elaboracion propia

e Flavonoides y FRAP tuvo un R de 0.54, presentada en la figura 48.
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Figura 48. Correlacién de Flavonoides y ensayo FRAP. Fuente: Elaboracién propia

Los analisis de correlacidon entre el contenido de flavonoides con la Capacidad

antioxidante son significativas y probablemente se explica porque los diversos
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compuestos muestran gran variabilidad en sus actividades antioxidantes. De los
3 ensayos de TAC empleados se vuelve a confirmar que el ensayo mas optimo
para medir TAC en granos de Chenopodium pallidicaule es el ABTS.

Por otro lado, graficando muestras con valor mas alto de capacidad
antioxidante realizamos una correlacion entre el contenido de Flavonoides
totales y el ensayo ABTS, el comportamiento observado es de correlacion
significativa. La siguiente grafica toma cuatro muestras que reportaron para este
método valores de hasta 9.28 ETuM/g muestra, con el fin de compararlas se
ajusto la concentracion de Flavonoides referido a 10 g muestra de cafiihua y se

mantuvo el valor de ABTS obtenido. Ver figura 49:

CORRELACION ENTRE ENSAYO ABTS Y FLAVONOIDES EN
4 MUESTRAS DE CANIHUA

2]

-1

S 10.0000

=]

5 8.0000

=

- 6.0000 u TAC EN uM ET POR ABTS

¥

E E 4.0000

25 2.0000 # FLAVONOIDES EN mg CE/
ol =

E 0.0000 10 g de Caiiihua

i

a DK1 a.166

& A-616

g GNAR

o

=

Figura 49. Correlacién de 4 muestras de flavonoides con ABTS. Fuente: Elaboracién propia

Entendiendo por esto que el conjunto de flavonoides, constituido por un
gran numero de estructuras que tienen en comun el anillo del cation flavilio,
como ser: antocianinas, flavonas, flavanonas, etc., son responsables de la

Capacidad Antioxidante total que mide el ensayo ABTS.
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Por otro lado también se observa que la correlacion entre el ensayo DPPH
y Fenoles totales para las muestras con valor mas alto, exhibe una tendencia
similar de correlacion, la que se puede ver en la figura 50. Cabe aclarar que
para una mejor comprension de ambos resultados se refirid la concentracion de
Fenoles a 50 g de muestra, mientras que el DPPH se mantuvo en su valor

original.

CORRELACION ENTRE ENSAYO DPPH Y FENOLES TOTALES
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Figura 50. Correlacién PTC vs TAC (DPPH) de 4 muestras de cafiihua.

Fuente: Elaboracion propia

En cuanto a los resultados de los productos alimenticios, conocidos como
granolas, se encuentra ciertas diferencias en sus valores de TAC y la
concentracion de metabolitos. En principio tomando en cuenta la calidad de los
ingredientes empleados en su elaboracion se pensaria contar con alimentos
funcionalmente completo y con valor antioxidante alto, sin embargo el resultado
no fue el esperado. Existen diferencias entre ambas granolas, hecho que
permite inferir que realizar una combinacién de ingredientes vegetales
nutricional y funcionalmente importantes no garantiza un sinergismo entre ellos,

podria existir un antagonismo entre los compuestos quimicos que se genera en
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la elaboracion, ademas el enmascaramiento de fracciones importantes para el
andlisis de TAC. Todo esto ocasionaria valores bajos del mismo o mayor tiempo
de reaccion e inclusive otra forma de tratamiento de la muestra. También seria
importante estudiar las relaciones y proporciones de ingredientes naturales que

exhiben mejores valores TAC y mejor valor nutricional.

Realizando la valoracion y resumen final de los resultados, indicamos
valores de TAC minimo y maximo expresados en umol TE/g de muestra seca

gue se indica en la tabla 26.

Tabla 26. Rango de minimos y maximos de TAC obtenido por los ensayos.

Ensayo Valor minimo TAC Valor maximo TAC
Valor Cadigo Valor Cadigo Rango
ABTS 0.15 C-PO 9.28 DK1 0.15-9.28
FRAP 0.83 A-137 8.90 DK1 0.83-8.90
DPPH 0.95 C-OR 45.38 DK1 0.95-45.38

Fuente: Elaboracion propia.

Los valores maximos corresponden a una misma muestra. Los valores
minimos corresponden a muestras que a lo largo de los analisis exhibieron los
valores bajos. En la siguiente tabla (27) observamos los valores minimos y
méaximos de la cuantificacién de Fenoles totales TPC y Flavonoides FT.

Tabla 27. Rango de valores minimos y maximos de TPC y FT. Valores de Fenoles totales en

mg EG/g de muestra seca y los de Flavonoides totales en mg EC/g de muestra seca.

Ensayo Valor minimo Valor maximo Rango
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Valor Cadigo Valor Cadigo
Fenoles totales 0.16 DK2 0.69 DK1 0.16-0.69
Flavonoides 0.09 A-137 0.83 DK1 0.09-0.83
totales

Fuente: Elaboracién propia.

Los valores maximos son de la muestra DK1 En cuanto al valor minimo son dos

muestras: una accesion (137) y una muestra silvestre (DK2) que reportan

concentraciones minimas.
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V. CONCLUSIONES

En relacion a la pregunta de investigacion el presente trabajo ha logrado su
objetivo pues se ha logrado determinar que efectivamente, en el conjunto de
muestras y accesiones de Chenopodium pallidicaule sp procesadas en el
presente trabajo se ha encontrado un rango de valores de Capacidad
Antioxidante Total de las muestras que en relacién a datos consignados en la
literatura de vegetales semejantes a la cafiihua reportan datos que valorizan a
este cultivo por su TAC y dan pie para que en el futuro se puedan establecer

reclamaciones fundamentadas de salud.

De acuerdo a los objetivos y resultados presentados en esta tesis de

investigacion en Quimica de Alimentos, se concluye:

1. Todas las muestras exhibieron Capacidad Antioxidante, expresada en los
resultados mediante los ensayos: ABTS, DPPH y FRAP. Las muestras
del Banco de Germoplasma tuvieron un comportamiento muy
homogéneo, solo 4 accesiones descollaron por sus valores altos, la
accesion 166 (grano color mostaza), y la accesion 616 (grano color beige
uniforme) en la mayoria de las pruebas y las accesiones 088 (grano color
naranja) y 300 (grano mostaza-naranja) en algunos ensayos. Los valores
minimos y maximos para este grupo de muestras y ensayos fueron:
ABTS= 0.86 - 4.47 umol TE/ g que corresponden a las muestras A-137 y
A-166 respectivamente. En el ensayo de inhibicion DPPH= 2.54 — 10.71
umol TE/ g que responden a las muestras A-137 y A-300. En el andlisis
FRAP=0.81 — 4.61 umol TE/ g en las muestras A-137 y A-88

respectivamente

Los granos colectados en la region altiplanica de nuestro pais,
presentaron valores heterogéneos, desde 0.15 - 9.28 umol TE/ g segun
ABTS que corresponden a C-PO y DK1 respectivamente. En el ensayo

DPPH: C-OR y DK1 corresponden a 0.95 - 45.38 umol TE/ g de muestra
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seca. Las muestras C-PO y DK1 también fueron las con valor minimo y

méaximo: 0.84 - 8.96 umol TE/ g en el ensayo FRAP.

Los granos de Chenopodium pallidicaule, propio de nuestro
ecosistema, sea como variedades nuevas, accesiones en estudio,
muestras silvestres colectadas a lo largo del altiplano y valle bolivianos,
por sus componentes determinados exhibe una actividad significativa en
el secuestro de radicales libres por la inhibicion producida, caracteristicas
guimicas que la convierten en un alimento funcional antioxidante, util en
la prevencion de enfermedades propias de nuestra sociedad y época. La
Capacidad Antioxidante de los granos de Chenopodium pallidicaule, son
superiores a algunas frutas como los mango, la pifia y vegetales como

las zanahorias, papas y cebollas.

. Se cuantificdé la concentracion de Fenoles totales, compuestos
responsables de la Capacidad Antioxidante Total, determinandose
valores desde 0.19 — 0.61 de las muestras A-771 y A-300 en las
muestras de PROINPA. El rango entre las muestras silvestres fue 0.16 a
0.69 mg GAE/g de muestras que corresponden a los cédigos C-OR y
DK1.

. Se obtuvieron valores de Flavonoides totales cuyo rango fue 0.09 a 0.83
mg CAE/g de muestra de cafilhua por el Método de Zhishen, que fue
modificado en su parte operativa en el presente trabajo para la

obtencion de mejores resultados.

De todo el universo muestral, el grano de cafihua muestreado en la
region de Challapata (Depto. Oruro) con codigo DK1 y con coloracion
marrén oscura, considerado grano silvestre, posee los valores mas altos
de Actividad Antioxidante Total expresados en umol TE/ g de muestra.
Su concentracion de fenoles totales y flavonoides totales muestra

correlacion con tales valores.
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Los productos alimenticios, pito y granolas, dieron valores de TAC
altos en relacion al conjunto de datos que justifican el impulso que debe
darse a su empleo. De forma especial debe citarse el pito de cafihua,
cuyo manejo tecnolégico no parece afectar la presencia de actividad
antioxidante, que se evidencié por los valores de TAC y los metabolitos
fenoles y flavonoides que presenta concentraciones significativas en

relacion al conjunto.

La agregacién o mezcla —que no era objeto del presente estudio—
de diversos ingredientes naturales como quinua, cafiihua, amaranto y
miel con un alto contenido de antocianinas y otros compuestos fendlicos,
etc., en productos alimenticios con cafilhua puede afectar —aumentar o
disminuir, en este caso incrementar— los valores de la capacidad

antioxidante total, como se observo a lo largo del analisis.

. El color de los granos es importante, aunque no totalmente concluyente,
en el valor de Capacidad Antioxidante porque las muestras con valores
inferiores de TAC, poseen un color de grano blancuzco, palido, beige.
Los granos de colores como naranjas o amarillos muestran valores
significativamente altos. Es importante notar que la muestra de Umala
(La Paz, prov. Aroma) grano oscuro, gris y negro brillante tuvo una
concentracion de Flavonoides notoriamente alta que se expreso en el

ensayo FRAP.

. De acuerdo a los valores de correlacion entre los ensayos que miden la
actividad antioxidante cuyos valores fueron de 0.87 entre ABTS y FRAP,
0.90 entre DPPH y FRAP y 0.91 entre ABTS y DPPH, se observa que el
ensayo que mide con mas precision es el ensayo ABTS y comparando
entre los ensayos de inhibicion (ABTS y DPPH) y de reduccion (FRAP),
los primeros son mas eficaces en este tipo de matriz de Chenopodium

pallidicaule.
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Por otro lado, las correlaciones entre los compuestos flavonoides y
fenoles frente a los ensayos de Capacidad Antioxidante presentaron un
rango menor a los anteriores, desde 0.52 — 0.69, ésta Ultima pertenece a
la correlacion entre Fenoles totales y DPPH, que explicaria que la
reaccion de inhibicion de los fenoles frente al reactivo fue la que
determind la absorbancia y los niveles encontrados.

Las repeticiones en las lecturas espectrofotométricas tuvieron un
coeficiente de variacién significativo ya que en el ensayo ABTS fue
menor a 10%, en el ensayo DPPH menor a 5%, en el ensayo FRAP
todas tienen un CV menor a 5%, excepto una muestra. El coeficiente de
variacion en un conjunto de datos expresa que los resultados de las
pruebas repetitivas son confiables. En la cuantificaciéon de Flavonoides,
todas menos cuatro muestras tuvieron un coeficiente de variacion menor
a 5%. Los Fenoles totales fueron una de las pruebas con menor
variabilidad entre las repeticiones porque se encontr6 hasta un
coeficiente de variacion de 0.8% y como valor mas alto de 4,8%, valores
gue califican 6ptimamente las reacciones, lecturas espectrofotométricas

realizadas.
El analisis de varianza de los datos de cada ensayo, reveld que las

diferencias entre las 31 muestras es significativa en relacion a su Capa-

cidad Antioxidante.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda el consumo de granos de cafiihua, quenopodiacea
importante, porque su calidad nutricional es completa y se complementa con su
calidad de alimento funcional antioxidante. A la vez que compite su valor con

frutas de mayores dimensiones.

Se recomienda tomar en cuenta los resultados de los granos de color del
Banco de Germoplasma para un nuevo disefio de produccién de accesiones en

diferentes suelos.

Se recomienda actualizar el ensayo de Flavonoides Totales tomando en
cuenta la matriz alimenticia a analizar y el paso de centrifugacion que es
necesario en algunas situaciones para una mejor lectura de absorbancias de las

soluciones de reaccion.

Se recomienda a las empresas, entidades y grupos interesados al apoyo en
la creacion de politicas de produccion, de transformacion y consumo de este
grano apoyando una mayor difusion cultural culinaria de los usos de este grano

no exigente y versatil en la elaboracion de diferentes tipos de alimento.

Se recomienda a las comunidades, poblaciones y municipios en los que se
cultiva cafihua, cuyos granos muestreados han dado un alto valor de TAC, que

procedan a la recuperacion, conservacion y empleo de los mismos.

Uno de los factores que ha desalentado, en el pasado, el rescate del cultivo
de la cafihua ha sido el pequefio tamafio del grano, lo que nos permite
recomendar a los ministerios, municipios e instituciones involucradas apoyar los
esfuerzos de mejoramiento genético a fin de obtener variedades con plantas
mas altas y con granos mas grandes que faciliten su cultivo sin alterar su valor

nutricional ni la Capacidad Antioxidante determinada.
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ANEXOS

Anexo 1. Contenido de Lisina, Metionina, Treonina y Triptéfano en granos

andinos y en trigo (mg de aminoacidos/g de proteina).

Aminoéacidos Quinua Cafiihua Amaranto Trigo
Lisina 68 59 67 29
Metionina 21 16 23 15
Treonina 45 47 51 29
Triptéfano 13 8 11 11

Anexo 2. Caifiihua: Contenido de los cuatro aminoacidos esenciales en

comparacion a los del arroz y del trigo (mg de aminoacido/g de proteinas)

Aminoéacidos Kanihua (a) Arroz (b) Trigo (b)
Lisina 59.0 26.0 29.0
Metionina 16.0 15.0 15.0
Treonina 47.0 24.0 29.0
Triptéfano 9.0 10.0 11.0

Anexo 3. Analisis proximal de la cafilhua en comparacion al arroz y trigo.

COMPONENTE CANIHUA ARROZ TRIGO
Proteinas 14.0 6.2 8.6
Grasas 4.3 0.8 15
Carbohidratos 64.0 76.9 73.7
Fibra 9.8 0.3 3.0
Ceniza 5.4 0.6 1.7
Humedad 12.2 15.5 14.5
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Anexo 4. Kafiihua: contenido de acidos grasos insaturados (% del total).

GRASA KANIHUA
Acido linoleico (Omega 6) 42.59
Acido oleico (Omega 9) 24.25
Acido linoleico (Omega 3) 6.01
Total 72.85

Anexo 5. Analisis de Macrominerales y Microminerales de Variedades

Peruanas.
MUESTRA CALCIO FOSFORO POTASIO | MAGNESIO HIERRO MANGANESO CINC
mg/100 g mg/100 g mg/100 g mg/100 g mg/100 g mg/100
g
Maca V1 499 220 232 68 12,5 19 37
Mashua V1 608 146 272 21 1,4 150 412
Kiwicha V1 171 190 20 70 3,2 22 32
Cafiihua V1 161 104 45 1,42 15,2 16 28
Anexo 6. Analisis proximal de granos: Maca, Mashua, Kiwicha, Cafihua.
MUESTRA | Humedad | Sdlidos | Cenizas | Fibra | Proteinas | Grasa Glucidos
totales (Carbohidratos)
Expresado en g/100 g de alimento
Maca V1 78,3 21,7 2,50 5,14 1,83 0,82 11,4
Mashua V1 89,9 10,1 0,55 0,80 1,72 0,41 6,61
Kiwicha V1 12,1 87,9 2,20 0,28 10, 81 0,41 74,2
Cafiihua V1 12,2 87,8 5,50 6,28 13,46 0,24 62,32
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Anexo 7. Contenido de Saponina en muestras de cafihua

[SAPONINA] (Método 1) [SAPONINA] (Método 2)
g sap/100 g g caiiihua gsap/100 g caiiihua

MUESTRAS
Kullaca 0.0006 0.0330

A-88 0.0019 0.0785

A-155 0.0002 0.0301

A-173 0.0007 0.0541

A-187 0.0007 0.0670

A-300 0.0005 0.0639

Fuente: Obtenidos por determinacion propia

Anexo 8. Hemodlisis de glébulos rojos O Rh (+) en presencia de Saponina vista

a microscopio.

Anexo 9. Transformacién de unidades de pg trolox eq/g.d.b a umol ET/g

muestra seca.

4200 x 10°°g trolox /g * 1 mol trolox/250.29 g = 16.78 x 10° mol/g= 16.78 a pmol ET/g
4050 x 10°°g trolox /g * 1 mol trolox/250.29 g = 16.18 x 10°® mol/g= 16.18 a pmol ET/g
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Anexo 10. Curva Estandar de Trolox para ABTS

[trolox], uM Abs %Ilnhibiciéon
0 0,6374 0
20 0,5923 7,08
50 0,5247 17,68
100 0,4156 34,80
150 0,2926 54,09
200 0,1869 70,68

Ecuacion de la recta obtenida a partir de los datos anteriores: y= 0.354x
(1) %Inh =(0.6374-0.1874)/0.6374*100= 70.599%
(2) C=70.599/0.354=199.43
(3) TAC=199.43 * ((2.5149+17.775)/16.7581) * ((16.7581-4.0564)/2.5149) * 0.001=
TAC=1.22 umolTrolox/g

‘ s s ‘ E R TAC
N° Cdédigo (9) (9) (9) (9) Abs ’ %Inhib ’ Slope | (umolTrolox/g muestra seca)
1 V-1 2,5149 17,775 16,7581 4,0564 0,1874 70,6 0,3540 1,22
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