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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Bioorganica de la carrera

de Ciencias Quimicas.
El desarrollo de la Tesis consta de dos partes:

En la primera parte del trabajo, se realizé el estudio para evaluar la actividad Antihipertensiva
in vitro de los hidrolizados y fracciones peptidicas de dos variedades de Quinua Jacha Grano
(QJG) y Quinua Real Blanca (QRB), para obtener péptidos bioactivos.

Inicialmente, se realizo el analisis proximal de cada variedad de quinua.

Para la evaluacion de la actividad antihipertensiva, primeramente, se realizé la extraccion de
proteinas por precipitacion isoeléctrica, determinandose mayor contenido de proteina aislada
en QRB (6.15 g/100 g harina) que en QJG (4.32 g/100 g harina). Luego, se procedid a realizar
la hidrdlisis enzimatica con la Alcalasa y Flavourzima y se determiné el Grado de Hidrdlisis
(GH), obteniéndose mayor GH con la Alcalasa para ambas variedades de quinua (QRB 26.20
%, QJG 26.24 %) que con la Flavourzima (QRB 24.95 %, QJG 24.92 %). A partir de los
hidrolizados enzimaticos con Alcalasa y Flavourzima, se realiz6 la separacién de las
fracciones peptidicas por cromatografia de exclusién molecular Sephadex G-25. Finalmente
se evaluo la actividad antihipertensiva de los hidrolizados y sus fracciones peptidicas para
cada variedad de quinua, los resultados muestran que los hidrolizados y sus fracciones
correspondientes con Flavourzima presentan una importante actividad antihipertensiva para
ambas variedades de quinua, pero la que mas resalta es la QRB (80.14 %) respecto a la QJG
(75.42 %) para los hidrolizados, de igual manera para sus fracciones (QRB 90.0 - 4.2 %, QJG
77.9 - 34.1 %) en cambio para los hidrolizados con Alcalasa se obtuvo valores de inhibicion
menores para ambas variedades QRB (68.20 %) y QJG (60.20 %), de igual manera para sus
fracciones (QRB 80.3 - 2.7 %, QJG 70.7 - 11.8 %). Por lo tanto, entre las dos variedades, la
QRB tuvo mejores resultados de inhibicion de la ECA (Enzima Convertidora de

Angiotensina).
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En la segunda parte del trabajo, se realizé el estudio para evaluar el contenido de compuestos
fenolicos, asi como las actividades antioxidante y antitirosinasa in vitro de granos de
variedades altamente comerciales de quinua de Bolivia, con el objetivo de determinar algunas
propiedades funcionales de fracciones enriquecidas en compuestos fendlicos y compuestos
puros. Asi, se aisld y cuantifico un flavonoide mayoritario identificado como mauritianin
(Kaempferol-3-0-(2,6-di-O-a-ramnopiranosil-p-galactopiranosido). La cuantificacion se
realizd en los extractos hidroalcoholicos (EHA) de 4 variedades de quinua (Quinua Jacha
Grano, Quinua Real Blanca, Quinua Real Roja y Quinua Real Negra), y en dos fracciones
ricas en compuestos fendlicos AEA-1 y AEA-2 obtenidas de QJG, determinandose una
presencia mayoritaria en AEA-1 (5.12 mg/g AEA-1) y mayor presencia en las variedades de
quinua real (3.34 — 4.6 mg/g EHA) que en la QJG (2.48 mg/g EHA). En una serie de ensayos
in vitro, se evaluaron la actividad antioxidante (contenido fendlico total y ABTS) y
antitirosinasa (tirosinasa de hongos) de los EHA, fracciones ricas en compuestos fenélicos y
del mauritianin, el compuesto aislado (mauritianin) mostro una importante actividad
antitirosinasa (74.73 % de inhibicion a 1,67 mg/mL) y antioxidante (826.68 mg EAG/g y
1141.38 uM ET/g), asi como la fraccion AEA-1 que muestra un 69.89 % de inhibicion de la
enzima tirosinasa y significativa actividad antioxidante (246.08 mg EAG/g y 569.21 uM
ET/qg), lo cual sugiere que estos productos tienen una potencial aplicacion en dermatoldgica,

cosmética y en el procesamiento de alimentos.
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ABREVIATURAS EMPLEADAS

ABTS: 2,2'-azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico
AcOETt: Acetato de etilo

AEA-1: Primera fraccion - Acetato de etilo/Etanol 96°/Agua
AEA-2: Segunda fraccion - Acetato de etilo/Etanol 96°/Agua
AEA-3: Tercera fraccion - Acetato de etilo/Etanol 96°/Agua
AEA-4: Cuarta fraccion - Acetato de etilo/Etanol 96°/Agua

Asp: Aspartato

C: Carbono

DMSO: Dimetilsulfoxido

ECA: Enzima Convertidora de Angiotensina

EHA: Extracto Hidroalcoholico

EtOH: Etanol

GH: Grado de hidrdlisis

HA-QJG: Hidrolizado con Alcalasa de la Quinua Jacha Grano
HA-QRB: Hidrolizado con Alcalasa de la Quinua Blanca Real
HF-QJG: Hidrolizado con Flavourzima de la Quinua Jacha Grano
HF-QRB: Hidrolizado con Flavourzima de la Quinua Blanca Real
HHL.: Hipuril-histidil-leucina

His: Histidina

HPLC: High Performance Liquid Chromatography
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HPLC-prep: High Performance Liquid Chromatography preparative
HTA: Hipertension arterial

Met: Metionina

N: Nitrégeno

ppm: Partes por millén

QJG: Quinua Jacha Grano

QRB: Quinua Real Blanca

QRN: Quinua Real Negra

QRR: Quinua Real Roja

R2: Coeficiente de correlacion

RMN: Resonancia Magnética Nuclear
Ser: Serina

TLC: Thin Layer Chromatography (Cromatografia en capa fina)
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INTRODUCCION GENERAL

1. La quinua, centro de origen y de diversidad

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un pseudo-cereal, es un alimento ancestral de los
Andes Sudamericanos y a pesar de ser reconocida como un cultivo de altura, posee una
amplia variabilidad genética, encontrandose en diversas zonas agroecoldgicas de la region y
ligada a diversos sistemas productivos, estuvo confinada a los paises andinos, siendo Bolivia
y Peru los principales productores. Sin embargo, su cultivo se expandié a Norteamérica y

Europa primero, y luego al resto del mundo. (Risi, Rojas, & Pacheco, 2015)

La quinua fue catalogada por la FAO como uno de los cultivos promisorios de la humanidad,
no so6lo por sus grandes propiedades benéficas y sus multiples usos, sino también por
considerarla como una alternativa para solucionar los graves problemas de nutricion humana.
(FAO & PROINPA, 2011)

2. Descripcion botanica de la quinua (Chenopodium quinoa Willd.)

El nombre cientifico de la quinua es Chenopodium quinoa Willd, que incluye la abreviatura
botéanica correspondiente a Carl Ludwig Willdenow. Botanicamente, la quinua pertenece al
Género Chenopodium, Clase — Dicotiledéneas y familia — Chenopodiaceas.

Las plantas de quinua silvestre, que tienen una distribucién mundial, son aquellas que se han
desarrollado sin intervencion humana y tienen genes valiosos. La quinua silvestre constituye
un potencial genético que puede ser explotado para el desarrollo de variedades en el futuro
en varias partes del planeta. Algunos taxones y poblaciones se caracterizan por tolerar y
resistir las plagas de insectos y enfermedades, heladas y sequias, y también poseen rasgos
favorables en términos de valor nutricional y la duracidn del ciclo productivo. (Singh, 2019)
2.1. Clasificacion Taxondmica

La clasificacion de la quinua se realizd primero segun el color de la planta y los frutos.
Posteriormente, se baso en los tipos morfolégicos de la planta. A pesar de la gran variacion

observada, la quinua es considerada como una sola especie. (Singh, 2019)

La clasificacion botanica de las especies cultivadas de Chenopodium ha sido descrita por

Cronquist 1995 y Wilson 1980 y clasificaron la quinua taxondmicamente de la siguiente

manera (Tabla 1.)
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Tabla 1. Taxonomia de la quinua

Reyno: Vegetal

Division: Fenerogamas

Clase: Dicotiledoneas

Subclase: Angiospermas

Orden: Centrospermales

Familia: Chenopodiacéas

Género: Chenopodium

Seccién: Chenopodia

Subseccion: Cellulata

Especie: Chenopodium quinoa Willd

Fuente: Risi, Rojas, & Pacheco, 2015

Su periodo vegetativo varia desde los 90 hasta los 240 dias, crece con precipitaciones desde
200 a 2600 mm anuales, se adapta a suelos acidos de pH 4.5 hasta alcalinos con pH de 9.0,
sus semillas germinan hasta con 56 mmhos/cm de concentracion salina, se adapta a diferentes
tipos de suelos desde los arenosos hasta los arcillosos, la coloracién de la planta es también
variable con los genotipos y etapas fenologicas, desde el verde hasta el rojo, pasando por el
purpura oscuro, amarillento, anaranjado, granate y demas gamas que se pueden diferenciar.
(Risi, Rojas, & Pacheco, 2015)

3. Aspectos nutricionales de la quinua

La quinua ha adquirido importancia internacional por ser rico en proteinas y llevar en su
composicion todos los aminoacidos esenciales para la nutricién del ser humano, ademas
posee vitaminas (B1, B2, B3 y C) y minerales (calcio y hierro). El contenido de proteinas

varia entre 12 y 16%, aunque hay reportes de valores cercanos al 20%. (ONUDI, 2006)

Tabla 2. Valores maximos y minimos de compuestos del grano de quinua (g/100g)

Compuesto Rango Variacion
Minimo-Maximo
Proteinas 11.0-21.3 10.3
Grasas 5.3-84 3.1
Carbohidratos 53.5-74.3 20.8
Fibra 21-49 2.8
Ceniza 3.0-36 0.6
Humedad 9.4-13.4 4.0

Fuente: ONUDI, 2006
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En la Tabla 2., se ve que el contenido de proteina en la quinua tiene una variacién de 10.3 %,
lo cual es menor a los reportados por otros autores. Sin embargo, los datos obtenidos no
especifican el tipo de material empleado para los anélisis, probablemente se trate de quinua
desaponificada por via seca que pudo haber provocado pérdidas parciales del embrién y
consecuentemente la reduccién del contenido de proteinas. Otro aspecto que pudo haber
influido es las condiciones de fertilidad del suelo donde se ha cultivado la quinua.

Las proteinas de los granos andinos difieren del contenido en los cereales no s6lo en cantidad,
sino también en calidad representada por la presencia balanceada de aminoécidos esenciales.
(ONUDI, 2006)

El contenido de los principales aminoacidos limitantes es claramente mayor en la quinua
frente al del trigo (Tabla 3.).

Tabla 3. Contenido de lisina, metionina, treonina y triptéfano en granos andinos y en trigo (mg de
aminoacidos/g de proteinas)

Aminoacidos Quinua  Caflahua Amaranto Trigo

(mg) (mg) (mg) (mg)
Lisina 68 59 67 29
Metionina 21 16 23 15
Treonina 45 47 51 29
Triptofano 13 8 4 11

Fuente: ONUDI, 2006

4. El cultivo de la quinua en Bolivia

En Bolivia, la quinua mantuvo su importancia como un cultivo de autoconsumo en el
altiplano y en las partes altas de los valles, distinguiéndose la diferencia entre las variedades
nativas de altiplano con planta de tamafio menor y las quinuas de valles de mayor tamafio de
planta, pero con grano mas pequefio. Se debe mencionar que, si bien la quinua era un cultivo
y alimento conocido por los pobladores de Bolivia, se hicieron esporadicos trabajos de
descripcion taxondémica y de la calidad nutricional del grano a partir de la década de 1940.
No es hasta 1965 que se inician trabajos sistematicos de investigacion, existiendo dos
periodos muy claros: hasta 1997 hubo una fuerte participacion del Estado con recursos a

través de proyectos financiados por la cooperacion internacional; y a partir de 1997 en que

la investigacion es liderada por fundaciones y universidades. (Risi, Rojas, & Pacheco, 2015)

Pa’g-
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4.1. Zonas de produccion de quinua en Bolivia

Es importante hacer notar que, como consecuencia de la coyuntura actual de un gran valor
econdémico de la quinua, mercados insatisfechos y una agresiva promocién del gobierno
boliviano, ha generado gran interés de cultivar quinua en todas las zonas de Bolivia.

La principal zona de produccion en el pais es el altiplano, particularmente el altiplano sur,
donde se cultivan grandes extensiones destinadas a la exportacion y donde sus condiciones
agroecoldgicas no es posible desarrollar otro cultivo. La zona mas importante de expansion
del cultivo es el altiplano central, mientras que en el altiplano norte las superficies son de
menor extension y mayor diversidad de cultivos. Otras zonas importantes de expansién son
los valles interandinos, donde los suelos son mas fértiles y se obtienen mejores rendimientos;
sin embargo, es muy dificil lograr cultivos organicos. Las zonas nuevas de interés de cultivo
son la Puna semi-arida y arida segun clasificacion de Liberman (1992) e Ibisch y Mérida
(2003) v los llanos orientales, donde se pretende adaptar variedades para los cultivos de
invierno que puedan entrar en rotacion con la soya.

Gandarillas (1982), ha zonificado las zonas de produccién de quinua en base a las
caracteristicas del suelo, régimen de los factores del clima, y la posibilidad de produccion
ganadera y agricola. (Risi, Rojas, & Pacheco, 2015)

A continuacion, se realiza una descripcion de las zonas productoras de quinua en Bolivia
(Figura 1.) y de las variedades predominantes para cada una de ellas.

e Altiplano norte

e Altiplano central

e Altiplano sur

e Valles interandinos
e Puna

e Llanos orientales
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Zonas de produccién de quinua en Bolivia
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Figura 1. Zonas de produccién de quinua en Bolivia
Fuente: Risi et al., 2015

4.1.1. Altiplano Norte

Las variedades mejoradas que se adaptan a las condiciones del altiplano norte son Kurmi,
Blanquita y Jacha Grano. Entre las variedades nativas se destacan Phisangalla y Janqu Jupa.
Al ser esta zona relativamente mas humeda que las otras, se presenta el mildiu, por lo que las
variedades que se cultivan deben tener algin grado de resistencia a esta enfermedad. Ademas,
si se cultiva para comercializar en el mercado, el tamafio de grano debe ser igual 0 mayor a
2.0 mm. (Risi, Rojas, & Pacheco, 2015)

4.1.2. Altiplano Central

Las variedades mejoradas adaptadas al altiplano central son Sajama, Chucapaca, Jacha
Grano, Horizontes, Aynuga Waranga, Kamiri, Sayafa, Patacamaya, Surumi, Intinaira, Santa
Maria, Jumataki, Jilata, Samaranti, Amilda y Robura. Estas variedades son adaptadas a la
zona por tener ciclo intermedio, grano mediano a grande. Cuando se introducen a otras zonas
como el altiplano sur, presentan problemas de adaptacién alargandose el ciclo productivo.
(Risi, Rojas, & Pacheco, 2015)

Pa’g-
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4.1.3. Altiplano Sur

Las variedades mejoradas para el altiplano sur son Qusufia y Horizontes. Las variedades
seleccionadas son Maiiiquefia y Qanchis Blanca; ademés se cultivan mas de 20 variedades
locales, aunque las preferidas son la Real Blanca, Chaku, Pandela, Toledo y Phisanqalla.
Cuando estas variedades se trasladan a otras zonas como el centro y norte de mayor
precipitacion y mas himedas, son severamente atacadas por el mildiu. (Risi, Rojas, &
Pacheco, 2015)

4.1.4. Valles Interandinos

La zona de los valles interandinos se extiende a los departamentos de La Paz, Cochabamba,
Potosi, Chuquisaca y Tarija.

La quinua se cultiva tradicionalmente en todos los valles como cerco a los cultivos de maiz
y papa. Sin embargo, en los ultimos afios existe mayor interés, se tiene referencia de que
productores del Valle Alto de Cochabamba han producido quinua con éxito empleando

variedades mejoradas como Kurmi, Blanquita y Jacha Grano. (Risi, Rojas, & Pacheco, 2015)

4.1.5. La quinua en la Puna

En los tres ultimos ciclos agricolas (2010-2013), se evalué de manera participativa el
comportamiento de siete variedades de quinua en varias zonas de Puna de Tarija. Las
variedades de mejor performance fueron Sajama, K'ellu y Pasancalla, con rendimientos
superiores a los 950 kg/ha. Estos resultados muestran la capacidad de adaptacion de la quinua
a estas zonas que, para su mayor expansion, requiere el desarrollo de técnicas del cultivo de

acuerdo a las condiciones propias del lugar. (Risi, Rojas, & Pacheco, 2015)

4.1.6. Llanos orientales

Desde hace aproximadamente cinco afios, ANAPO (Asociacion Nacional de Productores de
Oleaginosas y Trigo), ha mostrado interés por la introduccion de quinua en la zona tropical
de Bolivia. Estan conduciendo las primeras evaluaciones de quinua en siembras de invierno
en estas zonas, lo que se ha venido a llamar la tropicalizacion de la quinua. Se estan evaluando
principalmente variedades de valle, los primeros resultados muestran evidencias de
variaciones morfoldgicas y genéticas debido al estrés por las altas temperaturas; sin embargo,

ha sido posible obtener grano y cosechar semilla. (Risi, Rojas, & Pacheco, 2015)

Pa’g- n
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5. Variedades cultivadas de quinua

Se entiende por variedad a una poblacién de plantas que por caracteristicas comunes se
diferencia de otra poblacion de plantas de la misma especie. Las variedades de quinua que se
utilizan tienen, en términos generales, dos origenes: algunas son resultado de un proceso de
seleccion por parte de los agricultores y han sido utilizadas desde el inicio de la agricultura,
y otras son productos de los programas de investigacién y mejoramiento genético descritos
en los puntos anteriores. Existen muchos términos para describir a estas poblaciones de
plantas, y con el fin de facilitar el trabajo y la explicacién a lo largo de este documento se
usaran dos definiciones para describir las variedades de quinua. Aquellas variedades que son
producto de la seleccion por parte de agricultores han sido llamadas variedades nativas, en
otros textos también se les puede llamar: variedades, razas, ecotipos o morfotipos. Por otro
lado, aquellas variedades que son obtenidas por procesos de mejoramiento genético han sido
llamadas variedades mejoradas, y en otros textos se les puede llamar cultivares o
variedades. (Risi, Rojas, & Pacheco, 2015)

Figura 2. Diversidad de variedades de quinua
Fuente: Risi et al., 2015

Existen variedades nativas y mejoradas de quinua adaptadas a condiciones diversas. Algunas
se cultivan en regiones de precipitacion escasa, como el altiplano sur, sugiriendo la
resistencia a sequias, sin embargo, estas son susceptibles al mildiu cuando se cultivan en
zonas del altiplano centro y norte. Por otro lado, se observan cultivos en areas donde los
niveles de precipitacion son mayores, por ejemplo: Morochata y Mizque en Cochabamba,
Tarabuco en Chuquisaca e Iscayachi en Tarija, donde la precipitacion pasa los 800 mm al

afio, lo que sugiere resistencia al mildiu.

Pa’g-
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En el pais son 22 las variedades mejoradas de quinua, es decir aquellas obtenidas por
mejoramiento genético a través de hibridaciones o seleccion. En la Tabla 4., se presenta el
nombre de la variedad, el afio de su lanzamiento y al menos dos variables morfoldgicas y

agronomicas que las caracterizan. (Risi, Rojas, & Pacheco, 2015)

Tabla 4. Variedades de quinua de Bolivia obtenidas mediante mejoramiento genético

Caracteristicas

morfolégicas Caracteristicas Agronémicas
N° Variedad Ao Altura de
Color de Color de la planta
planta grano (cm) Tolerancia
1 Sajama 1967 Amarillo Blanco 110 Heladas (-5°C)
palido calcéreo Mediana a sequia
2 Samaranti 1982 Amarillo Blanco 120 Heladas (-5°C)
palido calcareo Mediana a sequia
3 Huaranga 1982 Verde Blanco 97 Susceptible a heladas y
mildiu
4 Kamiri 1986 Amarillo Blanco 120 Heladas (-5°C)
palido calcareo Mediana a sequia
5 Chucapaca 1986 Rojo Blanco 130 Heladas (-5°C)
calcéreo Mediana a sequia
6 Sayafia 1992 Anaranjado Amarillo 110 Heladas (-5°C)
Mediana a sequia
7 Ratuqui 1993 Amarillo Blanco 90 Heladas (-5°C)
palido calcéreo Mediana a sequia
8 Robura 1994 Amarillo Blanco 120 Heladas (-5°C)
palido calcéreo Mediana a sequia
9 Jiskitu 1994 Amarillo Crema 110 Buena tolerancia a heladas y
suave mildiu
10 Amilda 1994 Amarillo Crema 113 Buena tolerancia a heladas y
suave mildiu
11 Santa Maria 1996 Amarillo Blanco 100 Heladas (-5°C)
terroso Mediana a sequia
12 Intinaira 1996 Anaranjado Amarillo 110 Heladas (-5°C)
intenso Mediana a sequia
13 Surumi 1996 Rosado Rosado 130 Heladas (-5°C)
leve Mediana a sequia
14 Jilata 1996 Amarillo Blanco 110 Heladas (-5°C)
palido calcéreo Mediana a sequia
15 Jumataqui 1996 Amarillo Blanco 106 Heladas (-5°C)
palido calcareo Mediana a sequia
16 Patacamaya 1996 Amarillo Blanco 100 Heladas (-5°C)
palido calcareo Mediana a sequia
17 Jacha Grano 2003 Verde Blanco 120 Resistencia parcial al mildiu
amarillento
18 Kosufia 2005 Amarillo Blanco 110 Tolerancia media a sequia,
palido helada, granizo
19 Kurmi 2005 Amarillo Blanco 120 Resistente al mildiu,
opaco susceptible a heladas

Pa’g- m
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20 Horizontes 2007 Amarillo Crema 120 Tolerancia  moderada a
opaco sequia, helada, granizo
21 Aynoka 2007 Amarillenta Blanco 100 Susceptible a mildiu
intenso
22 Blanquita 2007 Amarillo Blanco 120 Resistente al mildiu, tolerante
blanquecino intenso a granizo

Fuente: Risi, et al., 2015

Asimismo, se cuenta con un complejo importante de variedades nativas conocidas como
Quinua Real que son propias del altiplano sur y que incluye a varias razas locales o ecotipos
locales. Los agricultores del altiplano sur acostumbraban a utilizar una diversidad de ecotipos
locales de Quinua Real, ante esta situacion, desde el afio 1993 en el marco del Programa
Quinua del IBTA se identificaron mediante purificacion 13 ecotipos (Tabla 5.), mediante el
método de seleccién masal estratificada, habiéndose purificado 13 variedades nativas, con

este proceso se inicid la produccion de parcelas por ecotipo de quinua.

Tabla 5. Variedades nativas de Quinua Real del altiplano sur, purificadas mediante seleccion masal

Caracteristicas morfoldgicas
Caracteristicas Agronémicas

N° Ve ek Altura de la planta _
Color de planta  Color de (cm) Tolerancia
grano
1 Real Blanca Amarillo Blanco 105 Heladas
claro
2 Toledo Naranja oscuro Naranja 120 Ticonas
3 Utusaya Rosado claro Blanco 73 Heladas
4 Rosa Blanca Rojo oscuro Blanco 134
5 Q’illu Amarillo oscuro  Amarillo 95 Heladas
6 Pandela Rosado claro Rosado 90 Heladas
7 Chullpi Amarillo claro Chillpi 75 Polilla
8 Achachino Rojo oscuro Rojo 125 Heladas
9 Manzana Rojo oscuro Rojo 110 Desgrane
10 Toledo Amarilla Naranja Amarillo 90 Heladas
11 Real Blanca Amarillo claro Blanco 90 Heladas
12 Real Elba Amarillo Claro Blanco 80 Heladas
13 Rosada Rosado Rosado 80 Heladas

Fuente: Risi et al., 2015
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6. Produccion y exportacion de quinua en Bolivia

Entre el 2005 y 2015 las exportaciones de quinua acumularon 946 millones de dolares en
términos de valor, y 285 mil toneladas en volumen, registrandose el pico mas alto en el 2014.
Al tercer trimestre del 2016, se registro un crecimiento del 8% en volumen, mientras que el
valor disminuyé en un 33% respecto al mismo periodo del 2015.

55% de las exportaciones bolivianas de quinua hasta septiembre del 2016, tuvieron como
destino a Estados Unidos, y 33% del total de las importaciones de quinua del mundo fueron
de origen boliviano, durante la gestion 2015. (https://ibce.org.bo/publicaciones-ibcecifras-
pdf.php?id=502, s.f.)

M Miles de Toneladas m

H Millones de Délares

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 (p) 2015 (p) 2016 (p)

Figura 3. Produccidn y exportaciones de quinua
Fuente: https://ibce.org.bo/publicaciones-ibcecifras-pdf.php?id=502, s.f

6.1. Paises destino de las exportaciones de quinua

Bolivia logro exportar mas de 35 mil toneladas de quinua en el 2013, y lleg6 a percibir 197
millones de doélares por la venta de este grano en el 2014, para luego descender tanto en
volumen y valor exportado. EEUU es el principal comprador de quinua boliviana.

(https://ibce.org.bo/publicaciones-ibcecifras-pdf.php?id=502, s.f.)
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Figure 4. Paises destino de las exportaciones de quinua
Fuente: https://ibce.org.bo/publicaciones-ibcecifras-pdf.php?id=502, s.f




Nancy Alejandra Navia Coarite

1441
{sT.]'ﬂ s 8 548 W

oy HIB
= | | I

e
T T
wi W AW oW
"
.I 1= L ! | = . 1
i B

Figura 5. Produccidn de quinua en Bolivia -Afio agricola 2005-2017
Fuente: https://ibce.org.bo/publicaciones-ibcecifras-pdf.php?id=502, s.f

7. Alimentos funcionales

En las Gltimas décadas, el concepto de alimentos funcionales ha ofrecido un enfoque nuevo
y practico para lograr una salud 6ptima al promover el uso de productos naturales con
beneficios fisioldgicos, reduciendo asi el riesgo de diversas enfermedades cronicas. La
mayoria de los alimentos funcionales y agentes terapedticos disponibles en la actualidad se
derivan directa o indirectamente de fuentes naturales, especialmente las plantas y especies

marinas. (Boardbar, Anwar, & Saari, 2011)

El interés en el desarrollo de alimentos funcionales es préspero, impulsado en gran medida
por el potencial de mercado de alimentos que pueden mejorar la salud y el bienestar de los
consumidores. El concepto de alimentos funcionales, incluye alimentos o ingredientes
alimentarios que ejercen un efecto beneficioso sobre la salud y/o reducen el riesgo de
enfermedades crdonicas mas alla de las funciones nutricionales basicas.

Se introdujo en el mercado tipos de productos funcionales exitosos que han sido disefiados
para reducir la presion arterial alta, el colesterol, el aztcar en la sangre y la osteoporosis.
(Charalampopoulos, Wang, Pandiella, & Webb, 2002)

Los seres humanos actualmente obtienen del 30% al 70% de su energia diaria de los
alimentos a base de cereales, lo que indica que la innovacion de los granos o alimentos
funcionales similares a los granos desempefia un papel de “puerta de entrada” en la
conversion de los cultivos agricolas a consumibles.

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un cultivo alimenticio similar al grano que ha
proporcionado nutricion y sustento a las culturas indigenas andinas durante miles de afios y

ahora juega un papel cada vez mas importante en las dietas humanas en todo el mundo. La

quinua ha sido promovida como un cultivo agricola alternativo debido a sus caracteristicas
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tolerantes al estrés y se comercializa como un “superalimento” por sus cualidades nutritivas.
Recientemente ha surgido una gran cantidad de investigaciones sobre los componentes
quimicos y las propiedades terapéuticas de la quinua, que representan el cultivo como un
recurso importante para el desarrollo funcional de los alimentos.

Dentro de los sectores de alimentos funcionales, suplementos botanicos, cosméticos y
farmacéuticos, se han desarrollado tecnologias basadas en la quinua para apuntar a las
siguientes areas terapéuticas de la salud humana: (1) enfermedad celiaca, (2) rendimiento
deportivo y mejora de la forma fisica, (3) pérdida de peso y/o parametros metabdlicos
asociados con diabetes, obesidad, hipertension, hiperlipidemia y posmenopausia, (4) cuidado

de la piel y el cabello, y (5) absorcion de drogas. (Graf, et al., 2015)

En la actualidad, los péptidos obtenidos tanto de fuentes animales como vegetales y algunos
sintetizados quimicamente, han sido identificados como “alimentos funcionales” si éstos
presentan alguna actividad bioldgica. (Silveira & Monereo, 2003). Algunas actividades
bioldgicas que pueden presentar las proteinas alimenticias y sus péptidos son: actividad
antioxidante, antitumoral, antitrombotica, antibacteriana e inhibidora de la enzima

convertidora de la angiotensina. (Mdller, Scholz-Ahrens, Roos, & Schrezenmeir, 2008)

En los Gltimos afos, el papel de las proteinas en la dieta como componentes fisiolégicamente
activos ha sido cada vez méas reconocido. Dichas proteinas o sus precursores pueden aparecer
naturalmente en materias primas alimenticias que ejercen su accion fisioldgica directa o tras
hidrolisis enzimatica in vitro o in vivo. En este contexto, ha quedado claro que las proteinas
de la dieta son una fuente de péptidos biolégicamente activos. Estos péptidos estan inactivos
dentro de la secuencia de la proteina original y pueden liberarse durante la digestion
gastrointestinal o el procesamiento de alimentos. Una vez que los péptidos bioactivos se
liberan, pueden causar diferentes funciones fisioldgicas. (Korhonen & Pihlanto, Bioactive

peptides: Production and functionality, 2006)

Algunos alimentos funcionales pueden contener péptidos bioactivos obtenidos via hidrolisis
enzimatica de proteinas, estos péptidos tienen la capacidad de mejorar la bio-disponibilidad

de las proteinas propiciando un efecto benéfico al consumirlos, ya sea a través de los mismos

productos o “creando” nuevos a través de la adicion o fortificacion de péptidos. Este tipo de
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procedimientos se ha reportado para productos de origen animal, en especial para el grupo

de los lacteos (Dziuba & Darewics, 2007; Figueroa-Hernandez, et al., 2007)

El aumento del interés en los polifenoles en la Gltima década ha sido provocado por los
resultados de estudios epidemiol6gicos con un menor riesgo de enfermedades asociadas con
el estrés oxidativo, como el cancer y las enfermedades cardiovasculares. Los compuestos
fenolicos se distribuyen ubicuamente en todo el reino vegetal. Cada vez hay mas pruebas de
ensayos epidemioldgicos, in vivo, in vitro y clinicos que sugieren claramente que los
compuestos fendlicos presentes en frutas, verduras y granos pueden reducir el riesgo de
enfermedades  cronicas como cancer, antiinflamatorios, cardiovasculares vy

neurodegenerativos. (Luthria & Mukhopadhyay, 2006; Alvarez-Jubete, et al., 2009)

A partir de los antecedentes presentados, el trabajo de investigacion se divide en dos partes,
teniendo como OBJETIVO GENERAL:

Evaluar las cualidades funcionales de variedades bolivianas de quinua (Chenopodium quinoa
Willd.) a través de la determinacion de la actividad antihipertensiva in vitro de hidrolizados
enzimaticos y fracciones peptidicas, asi como la determinacion del contenido fendlico total,
la actividad antitirosinasa y antioxidante in vitro de extractos, fracciones ricas en compuestos

fenolicos y del compuesto aislado.
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PARTE |

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIHIPERTENSIVA IN VITRO DE
HIDROLIZADOS ENZIMATICOS Y
FRACCIONES PEPTIDICAS DE DOS
VARIEDADES DE QUINUA
(Chenopodium quinoa Willd.)
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1.1. INTRODUCCION

El incremento del nimero de casos de sindrome metabdlico es una de las causas de la
expansion de la epidemia mundial de diabetes tipo Il y de enfermedades cardiovasculares
(Dunstan, et al., 2002). El sindrome metabolico tiene una prevalencia en la poblacién mundial
del 25%, dicha poblacion tiene una probabilidad tres veces mayor de sufrir un ataque cardiaco
0 un accidente cerebrovascular y dos veces mayor de morir por tales causas (Isomas,
Almgren, & Tuomi, 2001). En este sentido, la hipertension arterial (HTA) es considerada
actualmente como la enfermedad crénica mas frecuente del mundo. Entre los farmacos
antihipertensivos mas utilizados se encuentran los inhibidores de la Enzima Convertidora de
Angiotensina | (ECA), los cuales reducen la formacion del vasoconstrictor Angiotensina Il
(Hirsch, 2003). Sin embargo, los inhibidores sintéticos de la ECA, como el captopril, tienen
multitud de efectos secundarios como hipotension, reducida funcién renal, erupciones
cutaneas y anormalidades fetales (Abbenante & Fairlie, 2005). Lo anterior ha incrementado
el interés en el estudio de compuestos de origen natural, sin los inconvenientes efectos
colaterales. Muchos péptidos derivados de proteinas alimentarias se caracterizan por tener
efecto inhibidor in vitro de la ECA, este tipo de péptidos han sido aislados de hidrolizados
de proteinas lacteas, del huevo, del plasma sanguineo de ganado vacuno; recientemente se
han obtenido de cereales y leguminosas (Matsui & Matsumoto, 2006). Los vegetales
representan fuentes alternativas, de menor costo o incluso subutilizadas; las cuales pueden
ser utilizadas para la obtencion de hidrolizados y péptidos con actividad bioldgica (Viogue,
Sanchez-Vioque, Clemente, Pedroche, & Yust, 2000). Los péptidos inhibidores de ECA, son
generalmente de pequefio tamafio y pueden ser absorbidos facil y rapidamente en el intestino
e inhibir a la enzima convertidora, lo que generaria una baja de la presion arterial; si bien
tienen una actividad inhibidora in vitro menor que los farmacos inhibidores, hasta el
momento no han mostrado ningdn efecto secundario (Korhonen & Pihlanto, 2003). De esta
manera, la actividad bioldgica que exhiben estos péptidos, potencian su uso como

nutracéuticos para el desarrollo de alimentos de tipo funcional.

Los péptidos producidos por hidrdlisis enziméatica de proteinas alimentarias también han

demostrado tener actividades fisiol6gicas como la actividad de la enzima convertidora de

angiotensina (ECA), una agente casual principal de la hipertension. (Aluko & Monu, 2003)
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1.2. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

1.2.1. Proteinas en la Quinua

La quinua es un grano con alto valor nutricional, debido principalmente a su alto contenido
de proteinas de buena calidad. El contenido de proteina de la semilla es alto, alrededor del
15% en promedio. En comparacion con otros cereales, maiz y arroz tienen en general menos
proteinas que la quinua, pero algunos tipos de trigo se acercan a su contenido de proteinas.
Sin embargo, el valor real de la quinua, consiste en su calidad de proteina, debido a un
espectro de aminoacidos mas amplio que los cereales y las legumbres, con un mayor
contenido de lisina y metionina. La quinua tiene dos proteinas principales de
almacenamiento: la primera es la globulina soluble en sal 11S (quenopodin), que representa
el 37% de la proteina total y estd compuesta de subunidades, cada una de las cuales consiste
en un polipéptido bésico y un &cido, con masas moleculares de 20-25 y 30-40 kDa,
respectivamente. La segunda proteina principal que representa el 35% del total, es una
proteina de tipo 2S también conocida como albimina y tiene una masa molecular de 8-9 kDa.
Ambas proteinas se estabilizan con puentes disulfuro en su estado nativo, pero su principal
diferencia consiste en su solubilidad a pH 5, donde la mayor parte del 11S se precipita,
mientras que el 2S permanece soluble. Las caracteristicas estructurales y de solubilidad
distintivas de estas dos proteinas sugieren que sus propiedades funcionales difieren
notablemente. Las prolaminas se encuentran en una cantidad muy baja en la quinua, lo que
indica que es una semilla sin gluten, adecuada para personas que padecen enfermedad celiaca.
(Idrovo, 2014)

Las proteinas son compuestos quimicos muy complejos que se encuentran en todas las células
vivas: en la sangre, en la leche, en los huevos y en toda clase de semillas y pélenes. La
composicion elemental de las proteinas basicamente esta conformada por nitrégeno, oxigeno,
hidrégeno y carbono, ademas de azufre, y en algunos fosforos y hierro.

Las proteinas estructuralmente estan formadas por la union de ciertas sustancias llamadas
aminoacidos, que los vegetales sintetizan a partir de los nitratos y las sales amoniacales del
suelo. Los animales herbivoros obtienen proteinas de las plantas; el hombre puede obtenerlas

de las plantas o de los animales, siendo las proteinas de origen animal de mayor valor

nutritivo que los vegetales. Esto se debe a que existen 24 aminoacidos de los cuales 9 son
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denominados esenciales para la vida (la leucina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, valina, triptéfano y para los lactantes se considera la histidina), y en las proteinas

animales se encuentran en mayor cantidad. (Eggum, 1997)

1.2.2. Métodos de purificacion y separacion de proteinas

Antes de caracterizar, se debe realizar una previa purificacion de las proteinas, lo que puede
hacerse mediante un mecanismo de separacién o mediante técnicas cromatograficas.
Dependiendo de las propiedades como diametro, carga eléctrica, dominios hidrofébicos,
interacciones grupales y bioespecificas, se puede seleccionar una técnica particular. Estos se
resumen en la Tabla 1.1. (Nehete, Narkhede, Bhambar, & Gawali, 2013)

Tabla 1.1. Propiedades y técnicas de separacion de proteinas

Propiedad de las proteinas Técnica
Diametro de la molécula Cromatografia de exclusion por tamafio
Carga eléctrica de la molécula Cromatografia de intercambio de iones
Presencia de dominios hidrofobicos ~ Cromatografia de fase reversa
Presencia de grupos hidrofobicos Cromatografia de interaccién hidrofébica
Interaccion bioespecifica Cromatografia de afinidad

Fuente: Nehete, et al., 2013

1.2.2.1. Electroforesis en gel de dodecil sulfato de sodio (SDS)

Esta es una técnica en la que las moléculas cargadas, como las proteinas, se separan de
acuerdo con las propiedades fisicas, ya que son forzadas a través de un gel por una corriente
eléctrica. La muestra principal aplicada al gel se trata con detergente SDS y 3-mecaptoetanol,
esto desnaturalizara las proteinas y el SDS que se une fuertemente a la molécula no enrollada,
hace que se cargue negativamente. El gel de electroforesis en gel SDS-policrilamida (PAGE),
separa las proteinas principalmente de acuerdo con el tamafio, porque las proteinas
recubiertas con SDS tienen una carga uniforme: relacion de masa. (Nehete, Narkhede,
Bhambar, & Gawali, 2013)

1.2.2.2. Electroforesis en gel unidimensional
Este tipo de electroforesis puede proporcionar informacion sobre el tamafio molecular y la
pureza de las proteinas, asi como el nimero y el tamafio molecular de sus subunidades. En

PAGE, las proteinas migran en respuesta a un campo eléctrico a través de los poros en la

matriz del gel; el tamafio de poro disminuye en concentraciones de acrilamida mas altas. La
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combinacién del tamafio de poro del gel y la carga, el tamafio y la forma de la proteina

determina la tasa de migracion de la proteina. (Nehete, Narkhede, Bhambar, & Gawali, 2013)

1.2.2.3. Electroforesis en gel bidimensional

Este tipo de electroforesis separa las proteinas en la primera dimensién por enfoque
isoeléctrico y en la segunda dimensidn por electroforesis en presencia de SDS. Al separar las
proteinas de esta manera, se obtiene informacion no solo sobre el tamafio de una proteina,
como en los geles unidimensionales, sino también sobre la carga de una proteina. Los geles
bidimensionales son superiores para resolver mezclas complejas y para evaluar la pureza de
las proteinas. (Nehete, Narkhede, Bhambar, & Gawali, 2013)

1.2.3. Hidrolisis de proteinas

La hidrolisis consiste en descomponer a las proteinas, incluso, en sus aminoacidos
constitutivos, los que pueden ser incorporados, luego a organismos Vvivos.

El agua es uno de los compuestos reaccionantes. Las descomposiciones directas por agua son
raras y requieren altas temperaturas y presiones, por lo que normalmente, la hidrolisis se
efectla en presencia de &cidos minerales fuertes o bases fuertes, como catalizadores.
También pueden realizarse la accion catalitica de determinadas enzimas, que no intervienen
estequiométricamente en la reaccion, sélo la aceleran.

Como efecto de la hidrolisis se tiene una reduccion del tamafio molecular, asi como también
cambios estructurales y de polaridad. Se incrementa el caréacter hidrofilico por el aumento de
la exposicion de grupos carboxilicos libres y el caracter hidrofobo, por la exposicion de restos
de aminoéacidos apolares. La solubilidad de las proteinas parcialmente hidrolizadas mejora
en todo el rango de pH. (Hill R., 1965)

1.2.4. Hidrolisis enzimética de Proteinas

La hidrdélisis enzimatica de proteinas es un bioproceso importante para mejorar las
propiedades fisicas, quimicas, funcionales y nutricionales de las proteinas originales.
También es un método eficaz para preparar péptidos activos, que poseen muchas propiedades
fisiologicas. En los ultimos afios, se han aplicado muchos tipos de péptidos en alimentos,

medicamentos, cosméticos y otros campos. (Qi & He, 2006)
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La hidrélisis de proteinas puede producir péptidos hidréfobos amargos, con residuos de
leucina o fenilalanina terminales. El sabor amargo es pronunciado si muchos péptidos de bajo
peso molecular (menor a 6 kDa) son producidos. Para prevenir la formaciéon de los
compuestos amargos, se utiliza una combinacion secuencial de endo y exoproteasas, que
minimicen su produccion y limiten el tiempo de reaccion proteolitica.

Los parametros de proceso mas criticos en la hidrdélisis son la temperatura, el tiempo de
hidrolisis, el pH y como parametro de control, el grado de hidrolisis. (Hill R. , 1965)
1.2.4.1. Quimica del enlace peptidico

La reaccidn de hidrolisis consiste en la ruptura del enlace existente entre los aminoacidos que
componen una cadena peptidica, consumiéndose una molécula de agua por cada enlace roto.

Las proteasas catalizan esta ruptura del enlace peptidico:

I Pl-CO-NH-P2+H,0= PI1-COOH+NH, — P2 I

Su actuacion continuada sobre la proteina da lugar a las siguientes especies intermedias:

I proteinas — proteosas —» peptonas — péptidos — aminoacidos I

Cada una de estas especies se diferencia fundamentalmente por su solubilidad, y corresponde
aproximadamente con los pesos moleculares medios y con la relacion nitrégeno amino /

nitrégeno total que se recogen en la Tabla 1.2. (Benitez, Ibarz, & Pagan, 2008)

Tabla 1.2. Relacion nitrégeno amino / nitrégeno total para diferentes secuencias peptidicas

Especie proteica  Peso molecular Nitroégeno amino/nitrogeno total

(g/mol)
Proteinas >20000 <0.01
Proteasas 5000 - 10000 <0.01
Peptonas 1000 - 6000 0.1-0.5
Péptidos 200 - 500 0.5-0.8
Aminoacidos 75 -200 0.8-0.9

Fuente: Benitez e Ibarz, 2008

La hidrolisis del enlace peptidico supone ademas la liberacion de los grupos aminos y

carboxilo terminales, estableciéndose los siguientes equilibrios &cido-base en el medio:
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NH,-P2 + H* & NH:-P2
PI-COOH & COO" +H*

Por tanto, el estado de protonizacion de una proteina depende del pH del medio. A valores
de pH superiores a 7.5- 7.8, los grupos carboxilo estaran totalmente disociados y
parcialmente los grupos amino, el pH disminuird. En el caso de pH inferiores a 3.1-3.6
ocurrira lo contrario y el pH aumentara. En definitiva, si la hidrdlisis se produce a valores de
pH fuera del rango dado por los valores de pK de los grupos aminos y carboxilo, sera
necesaria la adicion de base o de &cido para mantener el pH constante. (Benitez, Ibarz, &
Pagan, 2008)

1.2.5. Proteasas

Actualmente se encuentran disponibles comercialmente muchas proteasas grado-alimenticio
(Tabla 1.3.). Estas proteasas pueden ser clasificadas, por su origen, (animal, vegetal,
bacteriano o fungico), por su modo de accién catalitica (endo-o exo-actividad) o con base en
su sitio catalitico. Las endoproteasas hidrolizan enlaces amidicos dentro de la cadena de la
proteina. Las exoproteasas, por el contrario, eliminan aminoacidos terminales de las proteinas
0 péptidos. La naturaleza del centro catalitico de las proteasas difiere de acuerdo con los
aminodcidos y otros ligandos que intervienen en la formacion del complejo enzima-sustrato.
El centro activo contiene aminoacidos o bien cationes metalicos que promueven la catélisis,
denominandose serinproteasas, cisteinproteasas, aspartato proteasas, segun intervengan los
aminoacidos serina, cisteina o acido aspartico. En las metalo-proteasas la actividad esta
promovida por un catién metalico, siendo el mas frecuente el zinc. Todas las serinproteasas
tienen actividad endo. Contrariamente, las metalo-proteasas son sobre todo exo-proteasas.
Las primeras enzimas proteoliticas utilizadas en la industria alimentaria fueron proteasas
pancredticas de origen animal, si bien cada vez estan adquiriendo mayor importancia las de
origen bacteriano o fangico. (Gonzalez-R&bade, Badillo-Corona, Aranda-Barradas, &

Oliver-Salvador, Production of plant proteases in vivo and in vitro-A review, 2011)

En la Tabla 1.3. se presentan algunas de las proteasas comerciales de grado alimentario

disponibles en el mercado y se indica la especificidad de parte de ellas. Los preparados
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enzimaticos suelen ser mezclas de estas enzimas y normalmente se venden en estado liquido

0 como polvos. (Benitez, Ibarz, & Pagan, 2008)

Tabla 1.3. Tipos de Proteasas Comerciales

Sitio de
Tipo de proteasa Nombre Fuente Temp Intervalo accion
(°C) depH catalitica
Serinproteasa
-*Lis (0
Animal Tripsina 30-60 7-9 Arg) ---
-*Trp (o Tir,
Fe,
Quimiotripsina Porcino, bovino 45-55 8-9 Leu) ---
Elastasa 6-8 -*Ala ----
Substillisin. Bacillus
Carlsberg licheniformes 50-60 6-10
Alcalasa -*Aahf
Bacillus
Bacteriana Subst. BPN licheniformes 40-55 6-10
Substillisin Novo amyloquefaciens
Cisteinproteasas
-*Fe (o Val,
Papaina Papaya 40-75 5-8 Leu)-
Plantas Bromelaina Pifia 20-65 5-8 AARf ---
Ficina Latex de Ficus 5-8
Aspartato proteasas
-Fe (o Tir,
Animal Pepsina Porcino, bovino 1-4 Leu)*-Trp
Quimosina Becerro 4-6 (o Fe, Tir)
Aspergilopeptidasa Glu, Asp,
Fungica A Aspergillus saitoi 35-50 2-5 Leu *---
Similar a la
Newlasa Rhizopus sp. 40-50 3-6 pepsina
Metalo proteasas
*Carbonilo
del AA
Terminal del
péptido,
excepto Pro,
Animal Carboxipeptidasa A  Pancreas 7-8 Arg, Lis
Bacillus -Fe, Leu,
Bacteriana Neutrasa® amyloliquefaciens 40-55 6-7,5 Val *---
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-lle, Leu,
Termolisina B. thermoproteolyticus 7-9 Val, Fe*---
Preparacién enzimaticas
Mezcla de papina,
quimiopapina y Amplia
lisozima Papaina cruda Fruto de la papaya 5-9 especificidad
Mezcla de tripsina,
quimiotripsina, elastasa Pancreas (bovino y Muy amplia
y carboxipeptidasa. Pancreatina porcino) 30-80 7-9 especificidad
Mezcla de serin-,
aspartato- y metalo-
proteasas. Veron P. Sumicina LP.
Muy amplia
Biocina A Aspergillus oryzae 40-55 4-8 especificidad
Mezcla de endo- y exo-
proteasas, actividad en Muy amplia
pH alcalino y neutro Pronasa Streptomyces griseus 7-9 especificidad

Fuente: Benitez, Ibarz & Pagan, 2008

1.2.5.1. Clasificacién de proteasas

Segun el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular, las protecciones se clasifican en el subgrupo 4 del grupo 3 (hidrolasas) (114a).
Actualmente, las proteasas se clasifican en base a tres criterios principales: (i) tipo de
reaccion catalizada, (ii) naturaleza quimica del sitio catalitico, y (iii) relacion evolutiva con
referencia a la estructura.

Las proteasas se subdividen en dos grupos principales, es decir, exopeptidasas y
endopeptidasas, dependiendo de su sitio de accion. Las exopeptidasas escinden el enlace
peptidico proximal a los terminales amino o carboxi del sustrato, mientras que las
endopeptidasas escinden los enlaces peptidicos distantes de los extremos del sustrato. En
base al grupo funcional presente en el sitio activo, las proteasas se clasifican adicionalmente
en cuatro grupos prominentes, es decir, serina proteasas, proteasas asparticas, cisteina

proteasa y metaloproteasas. (Webb, 1992)
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Tabla 1.4. Tipos de Proteasas y su modo de accion

Proteasa Modo de accion*

Exopeptidasas

Aminopeptidasas 0-10-0-0-0---
Dipeptidil peptidasa 0-0-10-0-0---
Tripeptidil peptidasa e-0-0-/0-0---

Carboxipeptidasa ---0-0-0-0-0-l®
Serina tipo proteasa
Metaloproteasa
Cisteina tipo proteasa
Peptidil dipeptidasa ---0-0-0-0-l®-®
Dipeptidasas o-lo

Omega peptidasas *_@-00-0---

---0-0-0-l@-*
Endopeptidasas ----0-0-0-l0-0-0---

Serina proteasa

Cisteina proteasa

Aspartico proteasa

Metaloproteasa

Endopeptidasas de mecanismo catalitico
desconocido

*Los circulos abiertos representan los residuos de aminoacidos en la cadena de
polipéptidos. Los circulos sélidos indican los amino4cidos terminales, y las estrellas
significan los términos bloqueados. Las flechas muestran los sitios de accién de la enzima.

Fuente: Webb, 1992

1.2.5.1.1. Exopeptidasas
Las exopeptidasas actuan solo cerca de los extremos de las cadenas de los polipéptidos.
Segun su sitio de accién en el término N o C, se clasifican como amino y carboxipeptidasas,
respectivamente. (Webb, 1992)

v" Aminopeptidasas
Las aminopeptidadas actian en un extremo N libre de la cadena polipéptidica y liberan un
Unico aminodcido residual, un dipéptido o un tripéptido. Se sabe que eliminan el Met N-
terminal que se puede encontrar en las proteinas heterdlogas expresadas, pero no en muchas
proteinas mauras naturales. Las aminopeptidasas se producen en una amplia variedad de
especies microbianas, incluidas bacterias y hongos. (Webb, 1992)

v Carboxipeptidasas
Las carboxipeptidasas acttan en los terminales de C de la cadena polipeptidica y liberan un
solo aminoécido o dipéptido. Las carboxipeptidasas se pueden dividir en tres grupos

principales, serinacarboxipeptidasas, metalocarboxipeptidasas y cisteina carboxipeptidasas,
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segun la naturaleza de los residuos de aminoéacidos en el sitio activo de las enzimas. (Webb,
1992)

1.2.5.1.2. Endopeptidasas

Las endopeptidasas se caracterizan por su accion preferencial en los enlaces peptidicos en las
regiones internas de la cadena del polipéptido lejos de los extremos N y C. Las
endopeptidasas se dividen en cuatro subgrupos en funcion de su mecanismo catalitico.
(Webb, 1992)

v Serina proteasas
Las serina proteasas se caracterizan por la presencia de un grupo de serina en su sitio activo.
Son numerosos y generalizados entre virus, bacterias y eucariotas, 1o que sugiere que son
vitales para los organismos. Las serina proteasas se encuentran en los grupos exopeptidasa,
endopeptidasa, oligopeptidasa y omegapeptidasa. Segun sus similitudes estructurales, las
serina proteasas se han agrupado en 20 familias, que se han subdividido en unos seis clanes
con antepasados comunes. Las estructuras primarias de los miembros de cuatro clanes,
quimiotripsina (SA), subtilisina (SB), carboxipeptidasa C (SC) y Escherichia p-Ala- b-Ala
peptidasa A (SE) no tienen ninguna relacion, lo que sugiere que existen al menos cuatro
origenes evolutivos separados para las serina proteasas. Los clanes SA, SB y SC tienen un
mecanismo de reacciéon comun que consiste en una triada catalitica comdn de los tres
aminoacidos, serina (nucleofilo), aspartato (electrélfilo) e histidina (base).
Las serina proteasas son generalmente activas a pH neutro y alcalino, con un valor éptimo
entre pH 7 y 11. Sus masas moleculares oscilan entre 18 y 35 kDa. (Webb, 1992)

v’ Proteasas asparticas
Las proteasas de acido aspartico, comunmente conocidas como proteasas acidas, son las
endopeptidasas que dependen de los residuos de acido aspartico para su actividad catalitica.
La mayoria de las proteasas asparticas muestran una actividad maxima a pH bajo (pH 3 a 4)
y tienen puntos isoeléctricos en el rango de pH 3 a 4.5. Sus masas moleculares estan en el
rango de 30 a 45 kDa. Las proteasas acidas microbianas exhiben especificidad contra
residuos de aminoacidos aromaticos. (Webb, 1992)

v' Metaloproteasas

Las metaloproteasas son los tipos cataliticos méas diversos de proteasas. Se caracterizan por

el requisito de un ion metélico divalente para su actividad. Se han reconocido unas 30
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familias de metaloproteasas, de las cuales 17 contienen solo endopeptidasas, 12 contienen
exopeptidasas y 1 contiene endo y exopeptidasas. Las familias de metaloproteasas se han
agrupado en diferentes clanes segun la naturaleza del aminoacido que completa el sitio de
unidn al metal. Segun la especificidad de su accion, las metaloproteasas se pueden dividir en
cuatro grupos, (i) neutro, (ii) alcalino, (iii) Mixobacteria |1 y (iv) Mixobacteria Il. Las
proteasas neutras muestran especificidad por aminoacidos hidrofobos, mientras que las
proteasas alcalinas poseen una especificidad muy amplia. La proteasa de Mixobacteria | es
especifica para residuos de aminoacidos pequefios a cada lado del enlace de escision,
mientras que la proteasa Mixobacteria Il es especifica para el residuo de lisina en el lado
amino del enlace peptidico. (Webb, 1992)

1.2.6. Proteasa de Bacillus licheniformes, Subtilisin A (Alcalasa)

Las subtilisinas de origen Bacillus representan la segunda familia mas grande de serina
proteasas, tienen una masa molecular de 27,5 kDa. Generalmente, tienen una temperatura
Optima de 60 °C y un pH éptimo de 10. Su sitio activo esta compuesto por Ser221, His64 y
Asp32. La conformacion del sitio activo de las subtilisinas es similar a la de la tripsina y la
quimiotripsina a pesar de la disimilitud en sus disposiciones moleculares generales.
(Markland & Smith, 1971)

Figura 1.1. Estructura del subtilisin nativo. Se indican las ubicaciones relativas de los sitios cataliticos
Fuente: Romero-Garcia et al., 2009

1.2.6.1. Mecanismo catalitico de la serina proteasa

El jugador principal en el mecanismo catalitico de las serina proteasas es la triada catalitica.

La triada catalitica se encuentra en el sitio activo de la enzima, donde se produce la catalisis,




Nancy Alejandra Navia Coarite

y se conserva en todas las superfamilias de enzimas serina proteasa. Estos tres aminoacidos
clave, juegan un papel esencial en la capacidad de escision de las proteasas. Si bien los
miembros de aminoacidos de la triada estan ubicados lejos uno del otro en la secuencia de la
proteina, debido al plegamiento, estaran muy cerca uno del otro en el corazon de la enzima.
La geometria particular de los miembros de la triada es muy caracteristica de su funcion
especifica: se demostré que la posicion de solo cuatro puntos de la triada caracteriza la
funcion de la enzima que lo contiene. (Ivan, Szabadka, Orddg, Grolmusz, & Naray-Szabo,
2009)

Cada aminoécido en la triada realiza una tarea especifica en este proceso:

e La serina tiene un grupo —OH que puede actuar como un nucledfilo, atacando el
carbono carbonilico del enlace peptidico escindible del sustrato.

e Un par de electrones en el nitrégeno de la histidina tiene la capacidad de aceptar el
hidrogeno del grupo serina-OH, coordinando asi el ataque del enlace peptidico.

e El grupo carboxilo en el acido aspértico a su vez se une al hidrégeno con la histidina,
haciendo que el 4&tomo de nitrégeno mencionado anteriormente sea mucho mas

electronegativo.
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Figura 1.2. Mecanismo de reaccion de la serina proteasa
Fuente: http://biclogy.kenyon.edu/BMB/Jmol2008/Paige_Anna/Mechanism.html
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1.2.7. Proteasa de Aspergillus oryzae (Flavourzima)

Es una proteasa compleja fungica/peptidasa, producido por fermentacion sumergida de una
cepa seleccionada de Aspergillus oryzae y contiene actividades de endoproteasa y
exopeptidasa. Produce una mezcla de proteasa aspartica, metaloproteasa, serina proteasa y
carboxipeptidasa con rangos de pH 6ptimos de 4-8 y tiene una especificidad muy amplia.
(Srilakshmi, J., Madhavi, J., Lavanya, S., & Ammani, K., 2015)

1.2.8. Péptidos con actividad bioldgica

En los dltimos afios se han realizado hidrolizados de proteinas de diversas fuentes con la
intencion de obtener péptidos con potencial bioactividad ya que se gha estudiado que
derivados peptidicos pueden ser biolégicamente activos (Benitez, Ibarz, & Pagan, 2008), los
péptidos consisten en cadenas cortas de 2 a 15 residuos aminoacidos (Torruco-Uco, et al.,
2009). Y se sabe que el consumo diario de este nutriente por medio de las leguminosas, en
los paises en vias de desarrollo, estas contribuyen con el 10% de las proteinas diarias y el 5%

del aporte energético en la dieta.

Recientes investigaciones han demostrado que los péptidos de origen animal poseen una o
varias actividades bioldgicas (Mdller, Scholz-Ahrens, Roos, & Schrezenmeir, 2008), incluso
ha sido posible determinar la secuencia de aminoacidos responsables de dichas actividades
(Srihongthong, et al., 2012). En este sentido la bioactividad de los péptidos de proteina de las
diferentes fuentes han presentado su funcionalidad como: antihipertensivos (Megias, et al.,
2009), antibacterianos (Srihongthong, et al., 2012), anticancerigenos (Aimutis, 2004),
antiulcerativos (Tavares y col., 2011), antioxidantes (Aleman, et al, 2011; Valdéz, et al.,
2011) por mencionar algunas que incluso han sido identificados y sintetizados quimicamente
(YYamada, et al., 2008).

En cuanto a los alimentos de origen vegetal, se han estudiado una gran variedad de
hidrolizados de proteinas (garbanzo, soya, chicharo, lenteja, frijol, entre otras) con la
finalidad de determinar si ademas de su alto contenido nutricional, poseen alguna actividad
bioldgica, la cual resultaria en un beneficio para la salud del ser humano que lo consume.
Dentro de las propiedades farmacoldgicas mas reportadas de las diversas leguminosas
destacan la actividad antioxidante y la inhibidora de la enzima convertidora de la

angiotensina (Mdller, Scholz-Ahrens, Roos, & Schrezenmeir, 2008).
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1.2.9. Actividad inhibidora de la Enzima Convertidora de Angiotensina como control
de la hipertension

1.2.9.1. Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA)

La enzima convertidora de Angiotensina-I (ECA), también llamada peptidildipeptidasa A,
pertenece a la familia de la dipeptidilcarboxipeptidasa, participa en el control de la presion
arterial mediante la regulacién de la homeostasis de electrolitos a través del sistema
reninangiotensina. La ECA es una metalopeptidasa de zinc que tiene poca homologia de
secuencia con los otros miembros de la familia de péptidos.

La ECA humana tiene dos dominios funcionales (N y C), cada uno de los cuales tiene un
sitio activo con un sitio de union a iones de zinc. Los dominios N y C tienen algunas
diferencias en sus especificidades de sustrato, formas fisiolgicas e inhibidores. Por un lado,
los dominios Ny C catalizan la hidrélisis de sustratos con eficiencias similares. Sin embargo,
se informd que la inhibicion del dominio N de la ECA no tiene ningdn impacto en la
regulacion de la presion arterial. Se descubrio que el objetivo del dominio C era suficiente
para controlar la presion arterial y, por lo tanto, todos los inhibidores se dirigen a este sitio.
El zinc es un componente catalitico importante de la ECA. Como se muestra en la Figura
1.3., al3 tiene un motivo de unioén a zinc con dos histidinas (His383 y His387) coordinadas
con un ion de zinc (+2). Hasta ahora, el mecanismo exacto de los inhibidores de la ECA en
el angioedema aln no se ha explicado por completo; pero la relacion estructural entre la ECA

y los inhibidores esta claramente implicada. (Fang, Geng, Liu, & Wang, 2019)
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Figura 1.3. Sitios de actividad de la enzima convertidora de Angiotensina. (a) Oraganizacién de la proteina
ACE. Los sitios activos, ubicados entre a13 y a14 de la ECA, se indican mediante un rectangulo negro. (b)
Motivo de unidn al zinc. Los residuos que rodean al Zn?* estan representados por palos rosados. (c) La
interaccion del enlace de hidrégeno entre Zn?* y los residuos clave. La distancia entre los residuos clave y el
zinc se muestra un ligplot
Fuente: Fang, et al., 2019

1.2.9.2. Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA)

Los inhibidores de la ECA son los medicamentos que reducen el aumento de la presién
arterial al inhibir la enzima convertidora de angiotensina responsable de la conversion de la
Angiotensina | en Angiotensina Il. La Angiotensina Il es un vasoconstrictor que aumenta la
presion arterial. Los inhibidores de la ECA evitan la progresion de la enfermedad renal al

reducir la presién intraglomerular mediana por la Angiotensina Il. (Arora & Chauhan, 2013)

1.2.9.2.1. Clasificacion de los inhibidores de ECA

Los farmacos se dividen en cinco subclases, como se indica a continuacién.

Analogos que contienen sulfhidrilo (-SH).
Analogos que contienen carboxilo (-COOH).
Anélogos que contienen fosforilo (-PO>).
Derivados hidroxamicos no aminoacidicos.
Peptidos.

o ok~ w0 DN

Peptidomiméticos.
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La potencia de los farmacos depende de la afinidad de los diversos medicamentos hacia el
sitio de unidn al zinc. El grupo carboxilo que contiene derivados tiende a ser el mas potente
de las cinco clases. Ademas, la actividad inhibidora de la ECA también aumenta con el
aumento de la lipofilicidad. Sobre esta base, los inhibidores de la ECA pueden clasificarse
ampliamente en grupos de afinidad tisular o de afinidad sérica. (Arora & Chauhan, 2013)

Comercialmente, los inhibidores de la carboxilasa de zinc (11) mas exitosos incluyen captopril
(1), enalapril (2a), enalaprilat (2b) (el metabolito diacido de 2a) y trandopril (3). Estos
farmacos (Figura 1.4.) actGan contra la enzima convertidora de Angiotensina (ECA), una
peptidasa de Zn que convierte la Angiotensina | en Angiotensina Il. Estos compuestos se han
utilizado durante afios como farmacos exitosos activos por via oral para reducir la presion
arterial alta al disminuir las actividades de la ECA que juegan un papel importante en el
regulador de la sangre de reninangiotensina. La interaccion del sustrato (Angiotensina I) y

los inhibidores con el sitio activo de la ECA se hipotetizd como se muestra en la Figura 1.5.
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Figura 1.4. Comercialmente, los farmacos inhibidores mas exitosos para la enzima convertidora de
Angiotensina (ECA)
Fuente: Aoki & Kimura, 2014
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Figura 1.5. Disefio de los inhibidores de la ECA desarrollados a partir de la interaccién hipotética del sustrato
Angiotensina | con la ECA
Fuente: Aoki & Kimura, 2014
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La hipertension arterial o presién arterial alta afecta alrededor de mil millones de personas
en todo el mundo (Nakahara, et al, 2010). La hipertension s un padecimiento multifactorial
y uno de los mecanismos mas estudiados para su regulacion y blanco de accion farmacolégica
es el sistema renina-angiotensina, conformado por la renina, la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), la aldosterona y las angiotensinas | (AGI) y 1l (AGII) (Keidar, et al
2007).

Y se ha demostrado que peptidos derivados de la hidrolisis enzimética de diferentes alimentos
en particular de origen animal tienen la capacidad de inhibir de forma selectiva la ECA in
vitro e in vivo (Yamada, et al, 2008). En algunos casos de la cadena de aminoacidos de los
péptidos que han demostrado inhibir la ECA han sido elucidadas, resultando ser una gran
alternativa segura y potencial para el control de la hipertension arterial (Rui, et al., 2013).

El mecanismo del sistema renina-angiotensina-aldosterona es el mayor regulador de la
fisiologia humana, éste tiene el control de la presién sanguinea, volumen y electrolitos que
afectan el corazon, vasculatura y rifiones. El proceso de la angiotensina comienza con las
hidrolisis del angiotensinogen por efecto de la renina para formar el decapéptido angiotensina
I (Ang I). La remocién de dos amino&cidos del carboxilo terminal por efecto de la enzima
convertidora de la angiotensina resulta en la formacién de un péptido bioldgicamente activo,
angiotensina Il (Ang I1). El incremento en el nivel de Ang Il en condiciones patologicas ha
sido reportado en diversos sistemas celulares, es por ello que la reduccion de la Ang 11 es un

tema de vital clinica.
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Figura 1.6. Mecanismo de accion de la inhibicion de la enzima convertidora de la antiotensina I
(modificado de Keidar y col., 2007)
Fuente: Cachofeiro et al., 1991

Keidar et al., (2007) propusieron un posible mecanismo de accion en el cual la Ang 11y la
ECA tomaron los roles principales para la inhibicién de la Ang I; y en el cual se involucran
otras angiotensinas bioactivas, la Ang (1-7) y ACE2 en un sistema de accién mas complejo
(Figura 1.6.). En el cual se muestra el siguiente fendmeno: primero los inhibidores de la
enzima convertidora de la angiotensina (IECA) actdan produciendo un bloqueo competitivo
de la ECA. Estos inhiben también la endopeptidasa neutra que degrada la bradicina, por lo
que su administracion aumenta la produccion de cininas vasodilatoras. Finalmente, los IECA
disminuyen el tono simpético y los valores plasmaticos de ADN estimulados por la
angiotensina Il (Cachofeiro et al., 1991)

Existen inhibidores de la ECA conocidos, sin embargo, éstos tienden a ser de origen quimico

y controlar la hipertension llegan a afectar otros érganos. (Gonzales-Garcia et al., 2002).
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1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Realizar el analisis proximal de dos variedades de quinua (Quinua Real Blanca y
Quinua Jacha Grano)

v Obtener hidrolizados proteicos utilizando dos proteasas comerciales, Alcalasa y
Flavourzima a partir de las dos variedades de quinua.

v Determinar el Grado de Hidrolisis (GH) de los hidrolizados enzimaticos por el
método pH STAT de las dos variedades de quinua.

v" Evaluar la actividad antihipertensiva in vitro de hidrolizados enzimaticos (Alcalasa y

Flavourzima) y fracciones peptidicas de las dos variedades de quinua.

1.4. PARTE EXPERIMENTAL
1.4.1. Materiales, equipos y reactivos
1.4.1.1. Materiales

- Baldn de tres bocas inclinada de 50 mL

- Bolsa de polietileno

- Columna de exclusion molecular Sephadex G-25

- Crisoles

- Cubeta de cuarzo

- Desecador

- Espatula

- Kitasato 500 mL

- Magnetos

- Micropipeta Variable 10-100 pL (SOCOREX, Acura 825)
- Micropipeta Variable de 100-1000 uL (SOCOREX, Acura 825)
- Papel Whatman N°4

- Parafilm

- Pinzas metélicas

- Placa Petri

- Placas TLC (Merck, Silicagel 60 Fzs4,)

- Probeta de 100 mL
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- Tamiz de 250 um (No. 60) (Retschun-ASTM E11)
- Termometro de mercurio (-10 a 110°C)

- Tips para micropipeta de 100 y 1000 uL

- Tubos de centrifugacion de 10 mL

- Tubos de ensayo de 5 mL

- Vaso de precipitado de 50, 250 y 500 mL

1.4.1.2. Equipos

- Agitador magnético (Cat.-M6)

- Balanza analitica (Precisa-XT 120A)

- Bafio maria (Memmert-WNB10)

- Bomba de vacio (Vacumbrand-ME2C)

- Centrifugadora (PowerSpin ™-LX CENTRIFUGE)

- Equipo de Extractor Soxhlet

- Espectrofotdbmetro (Thermo Scientific-GENESYS10 UV-VIS)
- Estufa Universal (Memmert-UN55)

- Liofilizador (BIOBASE-BK FD18P)

- Moledor-dosificador de granos (La Pavoni S.p.A.-Zip)

- Mufla (WiseTherm ®)

- pH metro (Thermo Scientific ™ Orion Star-A120)

- Placa calefactora con agitador magnético (Heidolph ™ MR)
- Rotaevaporador (Heidolph-Laborota 4011 digital)

- Sistema de reflujo

1.4.1.3. Reactivos

- 1-Butanol 99.89 % (J.T.Backer)

- Acetato de etilo g.p. (destilado)

- Acido acético glacial 99.0 % (Biopack)

- Acido borico 99.5 % (Promega)

- Acido clorhidrico 36.5-38.0 % (J.T. Baker®)

- Acido sulfarico 95.0 — 98.0 % (J.T.Backer)

- Agua destilada

- Alcalasa > 2.4 U/g (Protease from Bacillus licheniformes) (Sigma-Aldrich)
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- Alcohol etilico 96°

- Cloruro de sodio 99.0 % (Sigma-Aldrich)

- Enzima convertidora de Angiotensina 2.0 U/ mg proteina (Sigma-Aldrich)

- Eter de petroleo fraccion 40-60°C (destilado a partir de la gasolina)

- Flavourzima > 500 U/g (Protease from Aspergillus oryzae) (Sigma-Aldrich)
- Hidroxido de sodio 98.0 % (MACRON)

- N-Hipuril-histidil-leucina hidratado 99.0 % (Sigma-Aldrich)

- Ninhidrina monohidratado 99,0%, (J.T.Backer)

- Sodio Fosfato Dibasico Anhidro 99,0 % (Biopack)

- Sodio Fosfato Monobésico Anhidro 99,0% (Biopack)

1.4.2. Muestras

La variedad Quina Real Blanca del Altiplano Sur, fue otorgada por la Empresa IRUPANA
ANDEAN ORGANIC FOOD S.A. y la variedad Quinua Jacha Grano del Altiplano Central,
por el Municipio de UMALA LA PAZ, en ambos casos los proveedores dieron el nombre

de las variedades otorgadas.

Tabla 1.5. Resumen de las referencias de las muestras estudiadas

Referencia de la muestra Tipo de muestra Otorgada por:
QJG Quinua Jacha Grano Municipio de UMALA LA PAZ
QRB Quinua Real Blanca Empresa IRUPANA
1.4.2.1. Matriz

Harina de quinua: Variedades Quinua Jacha Grano y Quinua Real Blanca

Para la obtencion de harina, se realiz6 la molienda de los granos con un moledor-dosificador
y se tamizo con un tamiz de 250 um, posteriormente se guardd en bolsas herméticas de
plastico.

1.4.3. Anélisis proximal de las dos variedades de harina de quinua

Se realiz6 el analisis proximal de la harina de quinua para las dos variedades en el Laboratorio
de Bioorganica, excepto el analisis de proteinas se realiz6 en el Laboratorio de Calidad
Ambiental. (Anexo 1.1)
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Tabla 1.6. Métodos para analisis proximal

Muestras Ensayo Método de Ensayo
Humedad NB 312026
v" Harina de Quinua Jacha Cenizas NB 312030
Grano Grasa NB 312027
. . Proteina = -mememeeeeeee *
Y Ha”g‘i‘a‘iif“'n“a Real ~Fibra Cruda NB 312028
Carbohidratos NB 312031

*Analizado por el Laboratorio de Calidad Ambiental

1.4.4. Extraccion de proteinas de las dos variedades de quinua

1.4.4.1. Obtencion de harina desengrasada de las variedades de Quinua

Se utilizé la metodologia de la Norma Boliviana NB 312027 con algunas modificaciones. Se
pes6 100.0 g de harina de quinua (QJG y QRB) en papel filtro y se envolvi6 la muestra, para
evitar la pérdida de materia, se introdujo en el extractor Soxhlet y se adiciond al balon
recolector éter de petréleo fraccion 40-60. Se realizo la extraccion por un tiempo de 6 horas,

después se realizo la evaporacion del solvente con un rotaevaporador.

1.4.4.2. Extraccion de proteina de quinua por precipitacion isoeléctrica

Para la extraccion de la proteina de ambas variedades (QJG y QRB), se siguié la metodologia
descrita por Nazate (2016) y Scali, et al. (2009) con ligeras modificaciones. Se suspendio la
harina desgrasada en agua en una relacion 1:10 (p/V) y se homogeniz6 la solucion con un
agitador magnético. La suspensién acuosa se ajustd a pH 9 con NaOH 1N para solubilizar
las proteinas, se agitd la suspension por 60 min. a temperatura ambiente y se centrifugd a
3400 rpm por 60 min. El sobrenadante se ajustd a pH 4.5 con HCI 1N para precipitar las
proteinas, luego se agito y se centrifugd a las mismas condiciones mencionadas anteriormente
separando el sobrenadante del precipitado. El precipitado se ajusté a pH 7, 6ptimo para los
alimentos, posteriormente se realizé dos lavados con agua destilada con la finalidad de
obtener una proteina mas pura y libre de sustancias acidas, se liofilizé la proteina durante 72

horas. Se realizé por triplicado.

El rendimiento de la proteina extraida con respecto a la harina desengrasada, se determind

con la siguiente formula:
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R= %100
Mpyq

Donde:
R = Rendimiento en %
P = Proteina extraida en g

MHo = Masa de harina de quinua desengrasada en g

1.4.5. Hidrdlisis Enzimatica de la proteina extraida y determinacion del grado de
hidrolisis (GH) por el método pH STAT

Para la hidrolisis de la proteina extraida de las dos variedades de quinua (QJG y QRB), se
realizo el seguimiento de hidrolisis por la técnica pH-stat. Se utilizé el método descrito por
Benitez, et al. (2008), Jia, et al. (2015) y Torruco (2009) con algunas modificaciones. La
hidrdlisis se realizd mediante tratamientos individuales con las enzimas comerciales
Alcalasa® 2.4L y Flavourzima®, llevandose a cabo una digestion por 90 min. Se realiz
una curva de hidrdlisis, la cual se obtuvo de la técnica de pH-stat midiendo cada 5 min. el pH
y afladiendo volimenes de NaOH 1N hasta que el pH sea constante. Se utilizo los siguientes
parametros de hidrdlisis: Concentracion de sustrato (proteina) 10%, enzima/sustrato en una
proporcién de 2.5 % (p/p) de Alcalasa a pH 8 y 2.4 % (p/p) de Flavourzima a pH 7, a una
temperatura de 50°C para ambas enzimas. La hidrolisis se detuvo calentando la mezcla en un
bafio de agua hirviendo (85°C) durante 15 min. El hidrolizado se centrifugo a 2500 rpm por
10 min. para eliminar el residuo, el sobrenadante se liofilizé durante 72 horas. Cada analisis
se realizo por triplicado.

Tabla 1.7. Resumen de las referencias de las muestras hidrolizadas con la enzima Alcalasa y la Flavourzima,
para las dos variedades de quinua

Enzima Referencia de la muestra Muestra hidrolizada
HA-QJG Hidrolizado de la Quinua Jacha Grano
Alcalasa HA-QRB Hidrolizado de la Quinua Real Blanca
HF-QJG Hidrolizado de la Quinua Jacha Grano
Flavourzima HF-QBR Hidrolizado de la Quinua Real Blanca

El grado de hidrolisis de la proteina, se determino con la siguiente formula:
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GH = %100

tot

Donde:
GH = Grado de hidrolisis en %
h = N° de enlaces peptidicos hidrolizados en meq/g
htot = N° total de enlaces peptidicos presentes en la proteina en meqg/g

1.4.6. Separacion de las fracciones peptidicas mediante cromatografia de exclusién
molecular

Se empled la metodologia propuesta por Nieto (2013) y Bojorquez, et al. (2013) con
modificaciones. Se pes6 50.0 mg de los hidrolizados (HA-QJG, HA-QBR, HF-QJG y HF-
QBR) y se disolvio con tampdn borato pH 8.0 para los hidrolizados con Alcalasa y tampon
fosfato pH 7.0 para los hidrolizados con la Flavourzima. La separacion de las fracciones
peptidicas se realizd mediante tratamientos individuales para cada hidrdlisis. Se inyect6 la
muestra en una columna Sephadex G-25, se recolectd en tubos de 5 mL a un flujo de 0.5
mL/min. y se sec0 las fracciones peptidicas a 37°C, obteniéndose 40 fracciones en total para
cada hidrolizado (HA-QJG, HA-QBR, HF-QJG y HF-QBR), para su seguimiento se
realizaron placas TLC, de las cuales se unieron las fracciones similares y se obtuvieron 19
fracciones del HA-QJG, 7 fracciones del HA-QRB, 14 fracciones del HF-QRB y 6 fracciones
del HF-QJG.

1.4.7. Determinacion de la Actividad Antihipertensiva in vitro de los hidrolizados y
fracciones peptidicas obtenidos a partir de las dos variedades de quinua

Se determind por el método de Castro, et al. (2006) y Wu, et al. (2002) con ligeras
modificaciones. El sustrato Hipuril-histidil-leucina (HHL) se disolvié en tampon borato 0.1
M con NaCl 0.3 M, pH 8.3, para obtener una concentracion final 5 mM., y la enzima ECA
se disolvid en 2.5 mL del mismo tampdn. A 100 uL de sustrato se afiadié 40 uL de muestra
de una concentracion 2.0 mg/mL (HA-QJG, HA-QBR, HF-QJG, HF-QBR Yy las fracciones
peptidicas obtenidas para cada variedad de quinua). Se adiciond 20 uL de la enzima ECA.
La reaccion se llevé a cabo a 37°C durante 60 min en un bafio de agua. La enzima se desactivo

con 250 uL de HCI 1N. El acido hipurico formado se extrae con 1700 pL de acetato de etilo.

Se agito la mezcla en vortex durante 20 s., se centrifugo a 3500 rpm durante 10 min. a
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temperatura ambiente. Se tomd 1000 uL de la fase organica que se evaporo por calentamiento
a 95°C durante 10 min. El residuo de acido hipdrico se redisuelve en 1500 uL de agua
destilada y se agitdé durante 20 s.. Se midid la absorbancia a 228 nm en un espectrofotémetro
UV-Vis.

El blanco de muestra contiene sustrato, enzima y 40 uL de tampdn borato 0.1 M con NaCl

0.3 M, pH 8.3 en lugar de la muestra. Como control positivo se us6 Enalapril (inhibidor),

(2.0 mg/mL) se sigui6 el mismo procedimiento usado para la muestra.

Para determinar el porcentaje de inhibicién de la ECA se emple0 la siguiente formula:

% IECA = Acontrol = Amuestra « 100

Acontrol = Ablanco

Donde:
IECA = Inhibicidon de la ECA en %
Acontrol = Absorbancia del control positivo
Amuestra = Absorbancia de la muestra

Ablanco = Absorbancia del blanco de muestra

1.5. RESULTADOS Y DISCUSION

1.5.1. Anélisis proximal de las dos variedades de harina de quinua

La composicion proximal de las harinas de quinuas se muestra en la Tabla 1.8.. El contenido
de humedad en la harina de quinua Jacha Grano (QJG) fue de 11.38 + 0.02 % este valor es
significativamente (p < 0.05) mayor al 10.67 £+ 0.80 % presente en la harina de quinua Real
Blanca. En cuanto al contenido de cenizas se presentaron diferencias significativas en ambas
variedades siendo significativamente (p < 0.05) mayor el contenido en la QJG que en la
harina QRB con un porcentaje de 2.92 £ 0.03 y 2.37 + 0.01 % respectivamente.

La grasa presente en la harina QJG es de 6.50 + 0.06 %, este dato no es significativamente
diferente (p > 0.05) al 5.70 + 0.40 % observado en la harina QRB, por otro lado, el porcentaje
de proteina fue significativamente diferente (p < 0.05) en ambas harinas con 15.02 £ 0.24 y
13.00 + 0.06 % para la harina QRB y QJG, respectivamente, con respecto a la fibra cruda,
los resultados 3.10 + 0.01 % y 3.01 £+ 0.03 % para la harina QRB y QJG, respectivamente,

no presentan diferencia significativa (p > 0.05). Finalmente, los carbohidratos presentes en
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la harina QRB fue 63.10 £ 0.01 % y 63.19 £ 0.03 % para la harina QJG, no existe diferencia
significativa (p = 0.05).

Tabla 1.8. Resultados del Andlisis Proximal para las dos variedades de quinua

Ensayo Harina de Quinua Real Harina de Quinua
Blanca Jacha Grano
(%0) (%0)

Humedad 10.67 + 0.80° 11.38 £ 0.022
Cenizas 2.37+0.01° 2.92 +0.03°
Grasa 5.70 £ 0.402 6.50 + 0.062
Proteina 15.000 + 0.0032 13.00 + 0.06"
Fibra Cruda AL S 3.01£0.032
Carbohidratos 63.10 + 0.01° 63.19 +0.03°

Promedio de tres repeticiones (n=3) + desviacion estandar. Letras diferentes denotan diferencias
estadisticamente significativas entre variedades (ANOVA p < 0.05).

Los componentes de humedad, cenizas y fibra cruda, se encuentran dentro de los rangos
propuestos por Romo (2006) y Repo-Carrasco (1992). Existen nimeros estudios que aportan
datos acerca de la composicion proximal de las harinas, sin embargo, la mayoria de ellos no
pertenecen a nuestro pais. Es necesario contar con informacion nacional para establecer

valores promedios a partir de datos que contemplen la realidad local.

El contenido de grasa y proteina varian y difieren de los datos obtenidos por los autores
mencionados anteriormente, probablemente se deba al lugar de procedencia de las muestras
(suelo, precipitacion, temperatura, altitud, resistencia a heladas, sequia, salinidad o acidez).

1.5.2. Extraccién de proteinas de las dos variedades de quinua por precipitacion

isoeléctrica

Las extracciones de proteinas se obtuvieron por solubilizacidn de la proteina presente en la
harina de quinua desengrasada (QRB y QJG) a pH 9.0 y posterior precipitacion isoeléctrica
apH4.5.

Las proteinas extraidas a pH alcalino tienen una preponderancia de especies cargadas
negativamente debido a la ionizacion de los grupos carboxilos y la desprotonacion de los

grupos amino, un fendbmeno que mejora la interaccion proteina-solvente; la repulsion

electrostatica resultante entre las proteinas con carga similar las mantiene separadas y
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fomenta su interaccion con el solvente, lo que aumenta la solubilidad de la proteina.
(Valenzuela, Abugoch, Tapia, & Gamboa, 2013)

: !
SUINUA JACHA GRANO

Figura 1.7. Precipitacién de las proteinas de las dos variedades: a) Quinua Jacha Grano (QJG), b) Quinua
Real Blanca (QRB)

Tabla 1.9. Rendimiento de proteina extraida en las dos variedades de quinua

Variedad de Proteina Aislada/100g Rendimiento de
Quinua Harina* Proteina extraida*
() (%)
Quinua Real Blanca 6.150 + 0.002 6.15
Quinua Jacha Grano 4.320 £ 0.001 4.32

*Promedio de tres repeticiones (n=3) + desviacion estandar

Con respecto a los resultados de la Tabla 1.9., se observa que la QRB es la que contiene
mayor porcentaje de proteina de 6.15%, en cambio la QJG, tiene menor porcentaje de

proteina de la Quinua Real.

El valor reportado (6.15 %) para la variedad Quinua Real Blanca se encuentra dentro del
rango reportado segun Mira (2016) obtuvo 6,75 % de rendimiento del aislado de la proteina
de quinua, otro estudio realizado por Diaz (2016), obtuvo resultados de 6,10 % de
rendimiento para la quinua negra, 8,77 % para la quinua amarga y 6.60 % para la quinua
dulce. Por otra parte, en contraste con el resultado (4.23 %) para la Quinua Jacha Grano, no
se encuentra dentro de los rangos reportados por estos mismos autores, el rendimiento de la

proteina aislada esta por debajo.
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1.5.3. Determinacion del grado de hidrdlisis (GH) por método pH STAT

En las Figuras 1.8. y 1.9. se muestran las curvas de hidrolisis para cada enzima (GH vs.
tiempo), usando para el seguimiento de la reaccion, la medicion de aminos libres por
consumo de base necesario para mantener el pH de la reaccion constante. A medida que
transcurre el tiempo de reaccion el grado de hidrélisis (GH) aumenta. Si bien el
comportamiento de cada enzima es diferente, a los 85 min. el GH para ambas enzimas es

similar.

Con el incremento del tiempo de hidrolisis, el GH de la proteina de quinua aumentd
rapidamente y luego tendié a permanecer constante hasta cierto tiempo. Entre las dos
proteinasas, el grado de hidrolisis de la Alcalasa (QRB=26.20 %, QJG=26.24%) fue mayor
que la Flavourzima (QRB=24.95 %, QJG=24.92%)

Con respecto a la enzima Alcalasa, es una endopeptidasa, actta sobre el enlace peptidico,
rompiendo, y liberando el grupo amino y el grupo carboxilo, ademas que la hidroélisis
proteolitica no es una sola reaccién, sino que se trata de un conjunto de reacciones
simultaneas de ruptura de enlaces, con distintas especies cargadas en equilibrio (Benitez,
Ibarz, & Pagan, 2008), se debe al cambio de pH rapidamente con el transcurso del tiempo.
Después de los 85 min, la enzima deja de actuar, terminando la hidrdlisis, manteniéndose el

pH constante.

Segun el autor Huai, et al. (2011), el grado de hidrdlisis a 180 min. reporta de 10.9 % para el
hidrolizado de la caseina con Alcalasa, con respecto a la autora Almeida (2018), obtuvo 28.0

% de GH para el hidrolizado a partir de la quinua organica.

Con respecto a Ochoa (2017) reporta 36.72 % de GH a partir del hidrolizado de cafiihua.
Segun Zhu, et al. (2006), a los 180 min., el GH alcanzd aproximadamente 23 %, a partir del

hidrolizado de proteina de germen de trigo.
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Figura 1.8. Grado de hidrélisis con la enzima Alcalasa para las dos variedades de quinua (QBR y QJG)

La enzima Flavourzima es una endo-exopeptidasa que rompe el extremo N-terminal de las
cadenas de péptidos, es asi que la hidrdlisis con esta enzima, resulta la liberacion de
aminoacidos N-terminal, donde el primer aminoacido hidrolizado es la leucina, aunque
pueden ser otros, como la prolina, y el tltimo aminoacido hidrolizado puede ser la prolina.
(Hammershoyj, et al.,2008)

Ochoa (2017) trabajo en la hidrdlisis de la proteina de cafiihua y obtuvo GH de 8.50 % a 180
min. Por su parte, Zang, et al. (2011) en la hidrdlisis de la proteina aislada de la soya, logré
un GH de 23 % a 120 min.. Kongo-Dia-Moukala, (2011) obtuvo 12.25 % de GH a 90 min de

a partir del hidrolizado de la proteina del maiz.
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Figura 1.9. Grado de hidrolisis con la enzima Flavourzyme para las dos variedades de quinua
(QBR Yy QJG)

1.5.4. Evaluacién de la Actividad Antihipertensiva in vitro de hidrolizados proteicos y

fracciones peptidicas obtenidos a partir de las dos variedades de quinua

De acuerdo a la Tabla 1.10, los hidrolizados con la enzima Alcalasa para la QRB presento
un 68.20 % y para la QJG un 60.20 % de actividad inhibitoria de ECA, los resultados
mostraron valores superiores al 50% de inhibicion. En cambio, para los hidrolizados con la
enzima Flavourzima, se muestra que la QRB, expreso la mas alta actividad inhibitoria de
ECA (80.14%) mientras que la variedad QJG exhibio una actividad mas baja (75.42%).

Tabla 1.10. Porcentaje de Inhibicién de la ECA, de los hidrolizados con la Alcalasa y la Flavourzyme para
las dos variedades de quinua

Muestra Inhibicion de la ECA
%
Enalapril 86.57 £ 0.05
HA-QJG 60.20 £ 0.03
HA-QRB 68.20 + 0,02
HF-QJG 75.42 £ 0.08

HF-QRB 80.14 + 0.06
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Observando la Figura 1.10., el que presenté mayor capacidad de inhibicion de la ECA es el
hidrolizado con la enzima Flavourzyme de la variedad QRB, con un valor 80.14 %, con

respecto al hidrolizado con la Alcalasa se tiene 68.20%. de la misma variedad.
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Figura 1.10. Porcentaje de Inhicién de la ECA, de los hidrolizados con la Alcalasa y la Flavourzyme para las
dos variedades de quinua

Guerrero-Ochoa et al., 2015 reportaron una inhibicion de 85% en péptidos de quinua,
Cisneros, 2017 indica que el hidrolizado de quinua presenté un valor de 59.10% de inhibicion
de la ECA y Gangopadhyay et al., 2016 encontraron una inhibicion de 47.23% en péptidos
de cebada. Estos autores indicaron, ademas, que el enalapril (el inhibidor sintético de la ECA
mas empleado en la industria farmaceutica) presenta 87.46% de inhibicion. Por su parte,
Gomes et al., 2016 reportan que la quinua presenta mayor inhibicion de la ECA que la
kiwicha, el trigo sarraceno y diversos cereales. Comparando los resultados obtenidos en el
presente trabajo, con los autores mencionados anteriormente, se puede indicar que los valores
reportados tienen un mayor efecto en la capacidad de inhibir la ECA a excepcion de los

autores Guerrero-Ochoa gue reportan una inhibicion mayor al 80%.
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Figura 1.11. Porcentaje de Inhicidn de la ECA, de las fracciones peptidicas a partir de los hidrolizados con la
Flavourzyme (A) y Alcalasa (B) para las dos variedades de quinua

Como se muestra en la Figura 1.11., las fracciones 1 al 9, obtenidas con la Flavourzyme de
la variedad QRB, presentan valores mayores al 50% de inhibicién de la ECA, también se
observa que las fracciones 1 al 8 obtenidas a partir de la hidrdélisis enzimatica con la Alcalasa

de la misma variedad muestran valores mayores al 50 % pero menores al 90% de inhibicion.

A partir de la hidrolisis enzimatica con la Alcalasa de la variedad QJG (Figura 12), se

obtuvieron las fracciones 1-4 con valores de inhibicion mayor al 50%, y las fracciones
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restantes, con valores menores al 50% de inhibicion. Con respecto a las fracciones obtenidas
a partir de los hidrolizados con la Flavourzyme, se tiene que las fracciones 1-4, presentan
valores de inhibicion mayores al 50 %, se puede decir que las fracciones restantes no
presentan valores relevantes de inhibicidn de la ECA, ya que estos se encuentran por debajo
del 50% de inhibicion.

1.6. CONCLUSIONES

e Los resultados del analisis proximal de la Harina de Quinua Jacha Grano (QJG),
indican que la humedad, cenizas y grasa superan los valores de la variedad Quinua
Real Blanca (QRB), mientras que la proteina y la fibra es notablemente superior en
la QRB.

e A partir del proceso de extraccion de las proteinas de ambas variedades de Quinua a
pH 9.0 y posterior precipitacion isoeléctrica a pH 4.5, se obtuvo rendimientos de
proteina aislada de 6.15 % para la variedad QRB y 4.32 % para la QJG.

e Con respecto al Grado de Hidrdlisis (GH), con la Alcalasa se obtuvo mayor GH que
con la Flavourzima, la hidrolisis con la Alcalasa dio un GH de 26.20 % para la QRB
y 26.24% para la QJG y con la enzima Flavourzima se obtuvo grado de hidrdlisis
menores que con la Alcalasa; 24.95 % para la QRB y 24.92 % para la QJG, como se
puede observar todos los hidrolizados son mayores al 10 % de GH. Por lo tanto, como
los GH >10 %, estos hidrolizados pueden utilizarse en la formulacion de dietas, segun
estudios realizados.

e La evaluacion de la actividad antihipertensiva in vitro de los hidrolizados con la
Alcalasa, se tiene que la variedad QRB presenta un 68.20 % de inhibicion y para la
variedad QJG tiene 60.20 % de inhibicién, por lo tanto, el que presenta mayor
actividad inhibitoria es el hidrolizado de la variedad QRB. Con respecto a las
fracciones peptidicas obtenidos a partir de los hidrolizados enzimaticos con la
Alcalasa, se muestran que las fracciones 1-9 presentan una actividad antihipertensiva
mayor al 50 % de la variedad QRB, y con respecto a la variedad QJG las fracciones
1-4.

e Finalmente, en la evaluacion de la actividad antihipertensiva de los hidrolizados con

la Flavourzyme, se tiene que la variedad QRB presenta un 80.14 % de inhibicion y
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para la variedad QJG tiene 75.42 % de inhibicion, por lo tanto, el que presenta una
muy buena actividad inhibitoria es el hidrolizado de la variedad QRB. Con respecto
a las fracciones peptidicas obtenidos a partir de los hidrolizados enzimaticos con la
Flavourzyme, se muestran que las fracciones 1-8 presentan una actividad
antihipertensiva mayor al 50 % de la variedad QRB y con respecto a la variedad QJG,

las fracciones 1-3.

1.7. RECOMENDACIONES

- Se recomienda realizar diferentes extracciones de proteina, variando los parametros
de extraccion: pH basico (solubilizacién de la proteina), temperatura, con el objetivo
de obtener mayor porcentaje de proteina.

- Aplicar técnicas de ultrafiltracion y cromatografia para concentrar y aislar las
fracciones de los péptidos para lograr su purificacion y caracterizacion.

- Estudiar la composicion y las caracteristicas estructurales de los aislados de proteinas
por electroforesis.

- Evaluar otras actividades biolégicas de los péptidos, tales como antimicrobiana,

antioxidante, etc.
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2.1. INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.), es el principal cultivo del oeste de Bolivia,
particularmente de las tierras altas del sur de Bolivia. Es resistente a varias plagas y se puede
cultivar en condiciones de alto estrés ambiental, como suelos secos, salinos, vientos fuertes
y heladas. (Jacobsen, 2011). Ademas, es un pseudo-cereal con altos beneficios para los
humanos, no solo por su importante contenido de proteinas de alta calidad, sino también
porque sus granos son ricos en compuestos fendlicos, fibra dietética y minerales,
fundamentales en funciones fisiologicas y con propiedades farmacologicas beneficiosas para
la salud humana. (Zhu et al., 2001; Hirose et al., 2010; Maradini et al., 2017)

Varios compuestos fenolicos, particularmente los flavonoides, se han informado previamente
en granos de quinua. (Zhu et al., 2001; Hirose et al., 2010; Maradini et al., 2017; Lin, 2019;
Hernandez-Ledesma, 2019). Entre los flavonoides identificados en la quinua encontramos
los derivados del flavonol que son principalmente derivados glucosidicos de kaempferol y
quercetina. (Zhu et al., 2001; Lin, 2019; Hernandez-Ledesma, 2019). Los compuestos
fenolicos se conocen como moléculas con importantes propiedades bioactivas,
particularmente como antioxidantes, moléculas capaces de prevenir o retrasar la oxidacion
de moléculas capaces de prevenir o retrasar la oxidacién de moléculas biolégicas como
proteinas, lipidos y &cidos nucleicos. (Maradini et al., 2017). La relacién estructura-actividad
de los derivados de flavonol aislados de la quinua y su actividad antioxidante, mostré que la
capacidad de inhibir los radicales hidroxilos libres aumenté con la cantidad de grupos
hidroxilo en el anillo B, por lo que la quercetina es el antioxidante mas fuerte entre los
flavonoides, sin embargo, los glucésidos del kaempferol son la mayoria en la quinua. El
estudio realizado por Zhu et al. (2001) mostré una actividad antioxidante moderada por
DPPH de cuatro glucésidos de kaempferol, mientras que dos glucosidos de la quercetina
mostraron una fuerte actividad antioxidante. Lo que sugiere que la quinua podria representar

una fuente importante de inhibidores de radicales libres.

Los estudios sobre compuestos fendlicos han demostrado que pueden tener actividad
antitirosinasa (Salleh et al., 2014; Zuo et al., 2018; Sun et al., 2017). Los inhibidores de la

tirosinasa son agentes quimicos capaces de inhibir las reacciones enzimaticas que producen

el dorado de los alimentos y la melanina en la piel humana. Por lo tanto, estos agentes tienen
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un buen potencial comercial tanto en el procesamiento de alimentos como en la cosmética
industrial. Los compuestos fenolicos pueden actuar como inhibidores de la tirosinasa a través
de grupos hidroxilo que se unen al sitio activo en la tirosinasa, lo que resulta en un
impedimento estérico o cambia la conformacién. Por lo tanto, los compuestos fendlicos
demostraron ser inhibidores efectivos de la actividad de la tirosinasa como se informo

anteriormente. (Salleh et al., 2014)

El objetivo de este estudio fue contribuir a evaluar las ventajas nutricionales, cosmecéuticas
y de procesamiento de alimentos de las variedades de quinuas bolivianas (tres de la variedad

Quinua Real y la variedad Quinua Jacha Grano) de gran importancia en el mercado nacional.

2.2. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

2.2.1. Compuestos Fendlicos

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios, se encuentran en plantas, alimentos
y bebidas derivados de las plantas. Muestran una gran diversidad de estructuras, incluidas
moléculas bastante simples (por ejemplo, la vainillina, acido galico, acido cafeico) y
polifenoles como estilbenos, flavonoides y polimeros derivados de estos diversos grupos. Por
ejemplo, han reportado mas de 8000 moléculas, solo en la familia de los flavonoides y la lista
continta expandiéndose. Aunque el término polifenol a menudo se usa como sinénimo de
compuesto fendlico, debe restringirse a moléculas que tengan al menos dos anillos fenélicos.
Los polifenoles se definieron por primera vez por Bate-Smith y Swain (1962) como
“compuestos fendlicos solubles en agua que tienen pesos moleculares entre 500 y 3000 (Da)
y ademas de dar las reacciones fendlicas habituales, tienen propiedades especiales como la
capacidad de precipitar alcaloides, gelatina y otras proteinas de la solucion”. Mas
recientemente, se ha propuesto una definicion mas completa: “El término “polifenol” se debe
utilizar para definir metabolitos secundarios de plantas, derivados exclusivamente del
fenilpropanoide, derivado del shikimato y/o la ruta(s) del policétido, que presenta méas de un
anillo fendlico y estar desprovisto de cualquier grupo funcional basado en nitrégeno en su

expresion estructural mas basica”. (Cheynier, 2012)

El término “fendlico” o “polifenol” puede definirse quimicamente con precision como una

sustancia que posee un anillo aromético que lleva un sustituyente hidroxilo (OH), incluyendo
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derivados funcionales (ésteres, éteres metilicos, glucésidos, etc.). El fenol en si mismo es un
producto natural, pero la mayoria de los compuestos fendlicos tienen dos o mas grupos
hidroxilo y se derivan de uno u otro de los fenoles dihidricos o trihidricos comunes. Se
presentan predominantemente como conjugados con azlcares, acidos glucorénicos o

galacturonicos, otros fenoles con menos frecuencia tienen atomos de carbono aromaticos.

(Harborne, 1989).
OH OH
O L. O

Fenol Catecol Resorcinol
OH
HO OH
/O/ 3
HO OH OH
Hidroquinona Pirogalol Floroglucinol

Figura 1.1 Estructura de seis fenoles simples
Fuente: Harborne, 1989

Su produccion en los tejidos de las plantas esta influenciada por una amplia gama de factores
ambientales en respuesta al estrés, incluida la exposicién a la radiacion UV, el ataque de
hongos o bacterias y enfermedades, como consecuencia, se han descrito una serie de
funciones fisioldgicas y ecoldgicas en las plantas, incluida la defensa de las plantas,
sefializacién quimica, proteccion contra la radiacion UV, regulacion de hormonas,
organogeénesis, ademas de contribuir a su color y sabor. En humanos se ha informado que
exhiben una amplia gama de efectos biologicos que incluyen propiedades antibacterianas,

antivirales, antiinflamatorias y antialérgicas. (Tsang, 2004)

2.2.2. Biosintesis de Compuestos Fendlicos

Los fenoles naturales de las plantas surgen biogenéticamente de dos vias principales; la via
del shikimato, que proporciona directamente fenilpropanoides tales como los &cidos
hidroxicinamicos y cumarinas; y la via del policétido (acetato), que puede producir fenoles
simples (Figura 2.2.) y también muchas quinonas. Por lejos, el grupo mas grande de

compuestos fendlicos, los flavonoides, se derivan biosintéticamente de una combinacion de
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estas dos vias. Un esquema del origen de los compuestos fendlicos de las plantas a través del

shikimato y fenilalanina se muestra en la Figura 2. 2.

HO
: A Hoh Shikimato / \
Ciclo de Calvin —— WCO,H —= L CHz(erCO,H

NH
HO ?

Acido shikimico Fenilalanina

Fenoles «—/ —NK,
4 o Hidroxiacetofenonas
| t)
I—CD; /

Acidos hidroxibenzoicos < HQ CH=CHCO,H ———— Hidroxicumarinas
o-Oxidacion
l p-Acido Hidroxicindmico
+

. / o
Algunas quinonas 3 malonato \\Ridu(cion
\—-co,

Flavonoides \ HO‘@'CH=CHCH20H

A Xantonas

Isoflavonoides y p-Alcohol Hidroxicinamilo
hidroxiestilbenos
Reduccion / 3 g :.» s
/ Polimerizacidn Z0 | J
Flavolanos Y
Fenilpropenos Lignanos Ligninas

Figura 2.2. Origen biosintético de fenoles de plantas de las vias del shikimato y fenialanina
Fuente: Harborne, 1989

2.2.3. Clasificacion de los Compuestos fendlicos

Desde un punto de vista analitico los compuestos fenolicos pueden dividirse en extraibles
(libres y conjugados) y no extraibles, formas insolubles principalmente ligadas a
polisacaridos de las paredes celulares. Ademas, han sido clasificados en diferentes grupos de
acuerdo a su estructura (nimero de anillos fenol, tipo y nimero de elementos estructurales
ligados), la cual varia desde moléculas muy simples hasta compuestos altamente
polimerizados. En esta clasificacion estructural destacan los acidos fenolicos simples,
estilbenos, curcuminoides, chalconas, lignanos, flavonoides e isoflavonas, siendo los acidos
fendlicos y los flavonoides los mas ampliamente distribuidos en plantas (frutos, tallos, raices

y granos).
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Figura 2.3. Clasificacion de los compuestos fenélicos
Fuente: Gonzales y Rodriguez, 2011

El gran grupo de compuestos fenélicos se puede dividir en dos subgrupos principales: fenoles
y polifenoles individuales. A diferencia de los fenoles simples, los polifenoles se caracterizan
por la presencia de mas de grupos hidroxilo por molécula.

Los fenoles simples tienen un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo, sin embargo,
también pueden transportar algunos otros sustituyentes, por ejemplo, grupos metoxi.

Los acidos fendlicos, son fenoles simples con un grupo carboxilo.

Los derivados fenilpropanoicos, tienen un sistema aromatico con 3 cadenas laterales de
carbono. A este grupo incluye &cidos cinamicos y sus derivados, cumarinas y lignina.
(Dvorackova, 2014)

2.2.3.1. Flavonoides

Los flavonoides comprenden uno de los grupos mas grandes y mas dispersos de metabolitos
de plantas secundarias con mas de 6000 flavonoides identificados hasta la fecha. Los

flavonoides existen principalmente en las plantas como glucdsidos, mientras que los

aglicones (que carecen de restos de azlcar) ocurren con menos frecuencia. Su estructura
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comun es la de los difenilpropanos que tiene 15 atomos de carbono dispuestos en tres anillos
(C6-C3-C6) que consisten en dos anillos de benceno (A y B), que estan conectados por un

anillo de pirano que contiene oxigeno (C) (Figura 2.4.) (Dvotackova, 2014)

FLAVONOL FLAVONE ISOFLAVONONE

b )
F OH

ANTHOCYANIDIN FLAVANONE FLAVAN-3-OL

Figura 2.4. Estructuras genéricas de los principales flavonoides
Fuente: Dvorackova, 2014
Los flavonoides se forman a partir de la combinacion de derivados sintetizados a partir de la
fenilalanina (a través de la via del &cido shikimico) y acido acético; el anillo “A” se forma a
partir de tres unidades de acetato (a través de la ruta del 4cido maldnico) y el anillo “B” con
el puente de 3 carbonos, esté construido de una unidad de fenilpropano a través de la ruta del
acido shikimico. El primer paso implica la formacion de fenilalanina a partir de fenilpiruvato.
La fenilalanina se transforma en acido trans-cinamico, que luego se hidroliza en acido p-
cumarico (C-9). Los acidos C-9, se condensan con tres unidades de C-2 (malonil-coA) para
formar una chalcona de C-15. El posterior cierre del anillo y la hidratacion, dan lugar a
compuestos, tales, como los 3-hidroxiflavonoides (catequinas) y 3,4-diolflavonoides
(flavonoles). Las diversas clases de flavonoides difieren en el nivel de oxidacion y el patron

de sustitucion del anillo C, y, como tales, se subdividen segun sus estructuras quimicas, en

seis clases: flavanonas, flavonas, flavonoles, isoflavonoides, antocianinas y flavan-3-oles.

Pa’g- m
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Los flavonoides estan presentes en la mayoria de las frutas y verduras comestibles, y se
encuentran en una amplia gama de bebidas, incluido el té y el vino tinto. Las principales

fuentes dietéticos y sus flavonoides, se muestran en la Tabla 2.1. (Dvotackova, 2014)

Tabla 2.1. Las principales fuentes dietéticas de flavonoides

Flavonoide Fuente de alimento Contenido de aglicona
(mg/kg)

Flavonol

Quercetina-3, 4'-glucésido Cebolla 280-490

Quercetina-3-ramnoglucésido Té negro, grosella negra 10-25, 44

Quercetina-3-galactdsido Manzana 21-72

Miricetina Judias verdes 30

Kaempferol Kale 210-470

Flavona

Luteolina-7-apiosylglucdsido Pimiento rojo dulce 15-39

Apigenina Apio 15-60

Flavanona

Hesperitina-7- ramnoglucésido Naranja 116-201

(hesperidina)

Naringenina-7- ramnoglucosido Pomelo 68-302

(naringina)

Flavan-3-oles

(+)-catequina Manzana, vino tinto 4-16, 16-53

(-)-epicatequina Manzana, vino tinto 67-103, 9-42

Procianidinas Chocolate, vino tinto 165, 22

Antocianinas

Cianidina-3-glucésido grosella negra 760

Cianidina-3-rutinosida

Delfinidina-3-glucésido grosella negra 590

Delfinidina-3- rutinosida

Isoflavanonas

Genisteina-7-glucésido Frijoles de soya 480

Daidzeina-7-glucésido Frijoles de soya 330

> Flavonoles

Fuente: Dvorackova, 2014

Los flavonoles estan representados principalmente por la miricetina, quercetina, kaempferol
e isorhamnetin. La conjugacion ocurre méas comunmente en la posicion 3 del anillo C, aunque
también se producen sustituciones 5, 7, 4', 3'y 5'. Los flavonoles se encuentran cominmente
en una amplia gama de frutas, verduras y bebidas, el flavonol mas comun en la dieta es la
quercetina. La quercetina esta presente en varias frutas y verduras, incluido el té y el vino

tinto, pero las concentraciones mas altas se encuentran en las cebollas. La quercetina esta en

las plantas en muchas formas glucosidicas diferentes con la quercetina-3-rutinosida, también
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Ilamada quercetina-3-rhamnoglucdésido o rutina, siendo una de las formas mas extendidas.
Otros flavonoles incluyen el kaempferol (brocoli), miricetina (bayas) e isorhamnetin
(cebolla). (Dvorackova, 2014)

Flavanoles

Figura 2.5. Estructura quimica béasica de los flavonoles
Fuente: Elaboracion propia

» Antocianidinas
Las antocianidinas, tienen una conjugacion extendida compuesta de la aglicona de las
antocianinas glucésidas, son un grupo de compuestos solubles en agua, responsables de la
mayoria de la pigmentacion floral, de frutas y hojas en la naturaleza. Estructuralmente las
antocianinas consisten en una antocianidina unida a uno o0 mas restos de azucar, y con un
azucar siempre presente en la posicion C3 y frecuentemente en los carbonos 7, 3'y 5'.
También pueden formar conjugados con hidroxicinamatos y acidos organicos, como el acido
malico y el acido acético. Las antocianinas son responsables del color rojo, azul o violeta de
las frutas comestibles, incluidas las uvas, ciruelas y bayas, con niveles que aumentan
durante la maduracion de la fruta. Las antocianidinas mas comunes son, la pelargonidina,

cianidina, delfinidina y malvidina. (Dvorackova, 2014)

Antocianidinas

Figura 2.6. Estructura quimica basica de las antocianidinas
Fuente: Elaboracion propia

» Flavan-3-oles
Los flavan-3-oles varian desde los mondmeros simples (+)-catequina y su isomero (-)-

epicatequina, hasta la proantocianidina oligomérica y polimérica, también conocida como

taninos condensados. Ademas de formar complejos con otros flavan-3-oles, se hidroxilan

Pa’g- m
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para formar las gallocatequinas y también se esterifican con acido galico. Ademas, se han
informado reacciones de metilacion, prenilacion y O-glicosilacién. La (+)-catequina y la (-)-
epicatequina se encuentran en varias frutas y verduras, como manzanas, peras, uvas y
duraznos, con las concentraciones mas altas de catequinas, que se encuentran en el té y el

vino tinto. (Dvorackova, 2014)

Flavanoles

Figura 2.7. Estructura quimica basica de los flavan-3-oles
Fuente: Elaboracién propia

» Flavonas

Las flavonas son estructuralmente similares a los flavonoles, sin embargo, carecen de
oxigenacién en la posicion C3. Es posible una variedad de sustituciones que proporcionan
una amplia gama de compuestos naturales y sintéticos, estos incluyen hidroxilacion,
metilacion, alquilacion y glucosilacion. La mayoria de las flavonas se presentan como 7-O-
glucédsidos. La distribucion de flavonas parece estar limitada a unas pocas familias de plantas,
siendo las principales flavonas en la dieta, como la apigenina y la luteolina. Se han
identificado en el apio (apigenina), pimiento rojo dulce (luteolina), perejil y otras hierbas.
(Dvorackova, 2014)

Flavonas

Figura 2.8. Estructura quimica béasica de las flavonas
Fuente: Elaboracién propia

» Flavanonas
Las flavanonas estdn representadas principalmente por la taxifolina, naringenina y

hesperitina. Las flavanonas se caracterizan por la ausencia del doble enlace C2-C3 y la

presencia de un centro quiral en C2. La estructura de la flavanona es altamente reactiva y se

Pa’g- m
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ha informado que experimentan reacciones de hidroxilacion, glicosilacion y O-metilacion.
La principal fuente dietética de flavanonas son los citricos y el consumo mas comdn es la
hesperitina de las naranjas. Naringenina se encuentra en tomates y productos a base de
tomate. Los tomates frescos, especialmente la piel de tomate, también contienen naringenina,
chalcona, que se convierte en naringenina durante el procesamiento en salsa de tomate.
(Dvorackova, 2014)

Flavanonas

Figura 2.9. Estructura quimica basica de las flavanonas
Fuente: Elaboracion propia

» lsoflavanonas
Los isoflavonoides se caracterizan por tener el anillo B, unido en el C3 de la estructura del
fenilcromano. Los isoflavonoides se derivan de la via biosintética y se pueden convertir en
una amplia gama de isoflavonoides diferentes, incluidas las isoflavonas, isoflavononas e
isoflavonoles. Las isoflavonas estan representadas principalmente por daidzen y genisteina.
La fuente dietética principal es la soya y los productos de soya. Estos compuestos han
recibido mucha atencion debido a su supuesto papel en la prevencion del cancer de mamay

la osteoporosis. (Dvotackova, 2014)

Isoflavanonas

Figura 2.10. Estructura quimica basica de las isoflavanonas
Fuente: Elaboracion propia

2.2.3.2. Compuestos Fenolicos que no son flavonoides

Los principales compuestos que no son flavonoides, se encuentran en la dieta, y son el

hidroxibenzoato Ce-C1, los hidroxicinamato Cs-Cs y los estilbenos polifendlicos Ces-C2-Ce.

Los acidos fendlicos existen principalmente como conjugados y rara vez se encuentran en
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sus formas acidas, a menudo se unen a alcoholes, azlcares, polisacaridos o acidos organicos

a través de enlaces éster. (Dvorackova, 2014)

» Hidroxibenzoatos
Los hidroxibenzoatos también conocidos como acidos fendlicos incluyen el acido benzoico
y derivados que incluyen &cido salicilico. El &cido galico es el hidroxibenzoato principal y
se sintetiza a partir de fenilalanina a través del acido 3-deshidroshikimico. Se convierte en
acido elagico y una gama de gallotaninos, con la formacion de taninos hidrolizables
(polimeros de acidos géalicos y elagicos). El té negro y el vino tinto proporcionan ricas

fuentes dietéticas de acido galico. (Dvorackova, 2014)

» Hidroxicinamatos
Los acidos hidroxicinamicos: los acidos p-cumarico, ferdlico, sinapico, cafeico y sus
derivados son la subclase mas importante de acidos fendlicos. El cido cindmico se produce
por la desaminacién del aminodcido, fenilalanina, por amoniaco liasa (PAL), y el acido p-
cumarico se produce por hidroxilacién del acido cinamico. Ademas de encontrarse en su
forma libre, los hidroxicinamatos también se encuentran esterificados con azucares, acidos
organicos y colina. El acido cafeico se presenta en los alimentos, principalmente como un
éster con &cido quinico o &cido clorogénico (&cido 5-cafeoilquinico). El café es una fuente

dietética importante de acido clorogénico. (Dvofackova, 2014)

» Estilbenos

La familia de los estilbenos, tiene una estructura Ces-C2-Cs Yy se sabe que son fitoalexinas, una
clase de compuestos antibioticos, producidos como parte del sistema de defensa de una
planta. El trans-resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxistilbeno) se sintetiza por condensacion de
4-cumaril CoA con tres unidades de malonil CoA, cada una de las cuales dona dos 4tomos
de carbono, en una reaccion catalizada por el estilbeno sintasa. El resveratrol existe como
dos isémeros; cis y trans, generalmente se encuentra como trans-resveratrol-3-O-glucdsido,
se encuentra en varias familias de tejidos vegetales, como el eucalipto, las uvas, etc.
(Dvotackova, 2014)
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2.2.4. Compuestos Fenolicos en Cereales
Los principales compuestos fenolicos presentes en los granos de cereales, son los acidos

fendlicos, los flavonoides y los taninos. (Wang, 2014)

Los compuestos fendlicos tienen propiedades antioxidantes y pueden proteger contra
enfermedades degenerativas en las que estan involucradas especies reactivas de oxigeno.

Los antioxidantes fenolicos, como los acidos fendlicos, pueden modular el estado oxidativo
celular y evitar que las moléculas biol6gicamente importantes como el ADN, las proteinas y
los lipidos de la membrana sufran dafios oxidativos. Ademas de las funciones antioxidantes
directas, también pueden ejercer algunos efectos en la regulacion de las vias de sefializacion

celular, modificando asi la regulacién genica y/o el estado redox celular. (Wang, 2014)

Todos los alimentos de origen vegetal tienen fenoles, que afectan su apariencia, sabor, olor
y estabilidad oxidativa. En los granos de cereales, estos compuestos se encuentran
principalmente en el pericarpio, y se pueden concentrar decorticando el grano para producir
salvado, que se puede incorporar a un producto alimenticio con mayores niveles de fibra
dietética y propiedades nutracéuticas. Las diferentes especies de granos tienen una gran
diversidad en sus recursos de germoplasma, que pueden ser explotados. Algunos fenoles son

exclusivos de una especie de planta, como las avenantramidas de avena. (Dikes, 2007)

Los &cidos fendlicos (Tabla 2.2.) y los flavonoides estan presentes en los cereales en forma
libre y conjugada. La concentracion mas alta de acidos fendlicos y flavonoides se encuentra
en la capa de aleurona de los granos de cereales, pero estos compuestos también se encuentran
en embriones y en la cubierta de semillas. Los &cidos fendlicos se encuentran
abundantemente en la pared celular y estan vinculados a las hemicelulosas en diferentes
formas, como 2-O-(5"-O-(E)-feruoyl-B-D-xylopyranosyl)-(1—4)-D-xylopyranose. Segun
Izydorczyk et al., la capacidad de retencion de agua de los pentosanos reticulados a través
del &cido ferulico es mayor que la purificada. Se sabe que los &cidos fenolicos contribuyen
al potencial antioxidante de los granos de cereales y también se pueden usar para predecir el
uso final de los productos de los cereales. Los granos de cereales con niveles elevados de
acidos fenolicos en la cariopsis exhiben una mayor resistencia tanto a las enfermedades como

a los insectos, pero exhiben una capacidad de extraccion reducida del endospermo. Ademas,

la reticulacion de arabinoxilanos con &cidos fenolicos disminuye la solubilidad e hinchazon
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de arabixonilanos en agua y reduce su degradacion microbiana en el ser humano. (Naczk,
2006)

Tabla 2.2. Acidos fenélicos reportados en granos de cereales

Acido Fenélico

Grano

Acidos Hidroxibenzoicos:
Galico

Protocatecuico
p-Hidroxibenzoico
Gentisico

Salicilico

Vanilico

Siringico

Mijo, arroz, sorgo

Cebada, maiz, mijo, avena, arroz, centeno, sorgo, trigo
Cebada, maiz, mijo, avena, arroz, centeno, sorgo, trigo
Mijo, sorgo

Cebada, sorgo, trigo

Cebada, maiz, mijo, avena, arroz, centeno, sorgo, trigo
Cebada, maiz, mijo, avena, arroz, centeno, sorgo, trigo

Acidos Hidroxicinamicos:
Ferulico

Cafeico

o-Cumarico

m-Cumarico

p-Cumarico

Cinamico

Sinapico

Cebada, maiz, mijo, avena, arroz, centeno, sorgo, trigo
Maiz, mijo, avena, arroz, centeno, sorgo, trigo

Cebada

Cebada

Cebada, maiz, mijo, avena, arroz, centeno, sorgo
Mijo, sorgo, trigo

Cebada, mijo, avena, arroz, centeno, sorgo

Fuente: Dykes y Rooney, 2007

Las seis antocianidinas comunes en la naturaleza son, la cianidina, delfinidina, malvidina,

pelargonidina, petunidina y peonidina. (Tabla 2.3) (Dikes, 2007)

Tabla 2.3. Flavonoides reportados en granos de cereales

Compuesto Granos
Antocianinas:

Apigeninidina Sorgo
Apigeninidina 5-glucésido Sorgo
Cianidina Cebada
Cianidina 3-galactdsido Maiz, trigo

Cianidina 3-glucésido

Cianidina 3-rutinosido
Delfinidina

Delfinidina 3-glucésido
Delfinidina 3-rutindsido
Luteolinidina

Luteolinidina 5-glucésido
5-Metoxiapigenidina
7-Metoxiapigenidina
7-Metoxiapigenidina 5-glucésido
5-Metoxiluteolinidina
5-Metoxiluteolinidina 7-glucésido
7-Metoxiluteolinidina
Pelargonidina

Pelargonidina 3-glucdsido
Pelargonidina glucésidos

Cebada, maiz, arroz, centeno, trigo
maiz, arroz, trigo
Cebada

Trigo

Arroz, trigo
Sorgo

Sorgo

Sorgo

Sorgo

Sorgo

Sorgo

Sorgo

Sorgo

Cebada

Maiz

Cebada, maiz
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Peonidina-3-glucésido
Petunidina 3-glucosido

Maiz, arroz, centeno, trigo
Cebada, trigo

Petunidina 3-rutinésido Trigo

Flavonas:

Apigenina Mijo, avena, sorgo
Apigenina glucosidos Trigo
Glucosiclorientina Mijo
Glucosilvitexina Mijo

Luteolina Mijo, avena, sorgo
Isovitexina Avena

Tricina Mijo, avena, trigo
Vitexina Mijo, avena
Flavanonas:

Eriodictiol Sorgo

Eriodictiol 5-glucosido Sorgo
Homoeriodictiol Avena
Naringenina Sorgo
Flavanoles:

Crisoeriol Cebada
Kaempferol Maiz, avena
Kaempferol 3-rutindsido Avena
Kaempferol 3-rutindsido-7-glucurénido Sorgo

Quercetina Maiz, avena
Quercetina 3-rutindsido Avena
Dihidroflavonoles:

Taxifolina Sorgo

Taxifolina 7-glucosido Sorgo
Flavan-4-oles:

Apiforol Sorgo

Luteoforol Sorgo

Flavanoles (mondmeros/dimeros):

Catequina
Leucocianidina
Leucodelfinidina
Leucopelargonidina
Procianidina B-1
Procianidina B-3
Prodelfinidina B-3

Cebada, sorgo
Cebada, maiz
Cebada

Maiz

Sorgo

Cebada
Cebada

Fuente: Dykes y Rooney, 2007

2.2.5. Compuestos fendlicos en Quinua

La quinua posee una gran cantidad de compuestos fendlicos, como acidos fenolicos,

flavonoides. Estos metabolitos desempefian diversas funciones fisioldgicas y ecoldgicas

contra microorganismos, aves e insectos dafiinos. También exhiben caracteristicas

beneficiosas para los humanos, como antidiabéticos, anticancerigenos, citotoxicos,
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antimicrobianos, actividades antiinflamatorias, inmunorreguladoras y adyuvantes. (Lin, et
al., 2019)

2.2.5.1. Analogos del &cido benzoico en Quinua

Se han identificado al menos 16 analogos del acido benzoico a partir de la quinua. Sus
actividades biol6gicas se enumeran en la Tabla 2.4., y las estructuras se muestran en la Figura
2.11.. Los derivados del acido benzoico, incluido el acido benzoico (1), acido galico (8),
acido protocatecoico (10), acido siringico (12), acido vanilico (13), y sus analogos. Se
encuentran en abundancia en hojas y semillas de quinua. Aungue los analogos del acido
benzoico de la quinua, no se han sido evaluado por sus actividades bioldgicas, se ha
informado que estos metabolitos de otras especies de plantas tienen actividades

antimicrobianas, alelopaticas, antioxidantes y antifederantes (Tabla 2.4.) (Lin, et al., 2019)

Ry o o o
~
Rz

OH

R3
OH
R4
1. Acido benzoico, R,=H, R,=H, R3=H, R;=H

2. 4-Acido hidroxibenzoico, R|=H, R7 H, R;=OH, Ry=H
3. 2,4-Acido dihidroxibenzoico, R,=OH, R,=H, Ry=OH, R;=H

4.2,5-Acido dihidroxibenzoico, R] =OH, R,=H, R3=H, R,=OH oH

5. 3,4-Acido hidroxibenzoico, R;=H, R,=OH, R;=OH, R,~H 6. Canthoside A 7. Etil-m-diallato
o o o
(o}
HO. R o) o. R,
o b on o
OH
R
HO R HO '
~ o
OH o /o 13. /I\c@do van?l?co, Ry=H, R,=H
8. Acido galico, R=H 10. Acido protocatecuico, R=H 14. Amdo vanilico glucosil ester, R;=H, R,=Glc
9. 1-0-Galoil-B-D-glucésido, R=Glc 11. Acido protocatecuico 4-O-glucosido, R=Glc 12. Acido siringico 15. Acido vanilico 4-O-glucésido, R;=Glc, Ry=H
HO.
(o}
\ :Q\/
O
16. Vanilina

Figura 2.11. Estructuras de los andlogos del &cido benzoico aislados de la quinua
Fuente: Lin, et al., 2019
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Tabla 2.4. Anélogos del 4cido benzoico y sus actividades o funciones biol6gicas

Nombre

Parte de la Quinua

utilizada para
aislamiento

Actividad o Funcién Biologica

Acido benzoico (1)

Hojas y harina

Acido 4-Hidroxibenzoico (2)

Semillas

Acido p-Hidroxibenzoico (2)

Hojas y semillas

Actividad Antimicrobial
Efecto Alelopatico

Acido 2,5-Dihidroxibenzoico (3) Semillas
Acido 3,4-Dihidroxibenzoico (4) Semillas
Acido 2,4-Dihidroxibenzoico (5) Semillas
Canthoside A (6) Harina
Etil-m-digalato (7) Harina

Actividad Antifededante

Acido galico (8)

Hojas, tallos y
semillas

Actividad Antioxidante
Actividad Antibacterial

1-O-Galoil-B-D-glucésido (9)

Semillas y harina

Acido protocatecuico (10)

Tallos y semillas

Actividad Antioxidante
Actividad Anticancer
Actividad Antibacterial
Actividad Antitlcera
Actividad Antienvejecimiento
Actividades Antiinflamatorio,
Antifibrético, Antiaterosclerético,
Hiperlipidémico, Analgésico,
Hepatoprotector, nefroprotector y
Antiviral

Acido protocatecuico 4-O-
glucosido (11)
Acido siringico (12)

Acido vanilico (13)

Harina

Hojas y semillas

Hojas y semillas

Actividad Antioxidante

Efecto Alelopético
Actividad Antioxidante
Actividad Antimicrobial
Efecto Hepatoprotector

Actividad Antiinflamatorio
Efecto Alelopatico
Efecto Hepatoprotector
Actividades Antioxidantes y
Antimicrobianas, y Actividad
Inhibitoria en COX-1 y COX-II

Acido vanilico glucosil éster (14)
Acido vanilico 4-O-glucosido
(15)

Vanilina (16)

Semillas
Semillas

Semillas y harina

Actividad Antioxidante
Actividad Antimicrobial
Actividad Antidepresivo

Actividad Antinociceptiva

Antiangiogénico, Antiinflamatorio y

Fuente: Lin, et al., 2019

2.2.5.2. Analogos del acido cindmico en Quinua

Se han identificado 13 anélogos del &cido cindmico a partir de la quinua. Sus actividades

bioldgicas se enumeran en la Tabla 2.5., y las estructuras se muestran en la Figura 2.12. El
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acido cindmico y sus derivados, son: el acido cafeico (17), acido clorogénico (18), acido
cinamico (19), acido cumarico (20/21), acido ferulico (24), acido rosmarinico (28), acido
sinapinico (29) y sus analogos. El acido feralico (24) y sus derivados fueron los fenolicos
predominantes en forma unida, que estan presentes en las semillas de quinua.

Tanto el acido ferulico (24) como el acido sinapinico (29), tuvieron mas efectos fitotoxicos
sobre las plantulas de pepino en comparacion con los otros acidos fendlicos probados. Los
acidos fenolicos de la quinua, también fueron aisladas en otras especies de plantas, que
mostraron una variedad de actividades bioldgicas, como actividades antimicrobianas,
alelopaticas, antioxidantes, antiapoptdticas, antidiabéticas que se mencionan en la Tabla 2.5.
(Lin, et al., 2019)

HO.

OH

Ho / \ OH

17. Acido cafeico o 19. Acido cinamico

A oH

OH
o =
R7 Ry
. Aoi I~ _ 1 O
20. Acido o-cumarico, R;=OH, R,=H 24. lr\c¥do ferul¥co, R=CHj3, RZ’H
21. Acido p-cumarico, R,=H, R,=OH 25. Acido ferilico 4-O-glucosido, Rj=CHj, Ry=Glc
22. Acido p-cumarico glucosido, R,=H, R,=0Glc 23. Acido 8, 5'-diferalico 26. Acido isofertlico, Rj=H, R,=CHj;

OH o
/‘\/\/‘\/ ° il ~° N OH
\ o)
o = B "
I HO' /O

27. Acido 4'-geraniloxiferalico b 28. Acido rosmarinico 29. Acido sinapinico

Figura 2.12. Estructuras de los analogos del acido cinamico aislados de la quinua
Fuente: Lin, et al., 2019
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Tabla 2.5. Analogos del &cido cindmico y sus actividades o funciones biolégicas

Nombre Parte de la Quinua
utilizada para Actividad o Funcion Biolégica
aislamiento
Acido cafeico (17) Semillas Actividad Antimicrobial
Efecto Alelopatico
Actividad Antioxidante
Actividad Antiapoptético
Actividad Inhibitoria sobre la xantina
oxidasa
Acido clorogénico (18) Hojas y semillas Actividad Antimicrobial
Actividad Antioxidante
Actividad Antidiabético
Actividad Hemolitica
Efectos Neuroprotectores
Actividad Antiobesidad
Efecto Antihepatotdxico
Actividad Antibiofilm
Acido cinamico (19) Tallos y semillas
— - : : Efecto Alelopético
Acido o-cumarico (20) Hojas y semillas Actividad Antioxidante
Acido p-cumarico (21) Hojas y semillas Actividad Antilisterial
Acido p-cumarico glucésido (22) Semillas Actividad Antimicrobial
— — : Actividad Antiapoptético
Acido 8,5"-diferulico (23) Semillas Actividad Antioxidante
Acido feralico (24) Hojas, tallos y Actividad Reductora del Colesterol
semillas Actividad Antitrombosis
Efecto Antiaterosclerosis
Actividad Anticancer
Actividades Antiinflamatorio,
Acido fertlico 4-O-glucosido (25) Harina Actividad Antioxidante
Acido isoferdlico (26) Semillas
Acido 4'-geraniloxifertlico (27) Semillas Actividad Antioxidante
Acido rosmarinico (28) Semillas Actividad Antimicrobial
Actividad Antiinflamatorio
Actividades Antimutagenicidad
Actividad Antiviral
Efectos Antiinflamatorios
Acido sinapinico (29) Hojas Actividad Antioxidante
Acido trans-sinapinico (29) Semillas Efectos de tipo Ansiolitico

Efectos de proteccion cerebral y
mejora de la cognicién

Fuente: Lin, et al., 2019

2.2.5.3. Flavonas en Quinua
Se han identificado 4 flavonas a partir de la quinua, son: la acacetina (30), isovitexina (31),
orientina (32) y vitexina (33). Sus actividades bioldgicas se enumeran en la Tabla 2.6., y las

estructuras se muestran en la Figura 2.13. Las flavonas son significativamente mas ricas en

los brotes que en otras partes de la quinua. Los brotes de quinua cultivados en la oscuridad
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contenian vitexina (33) y cantidades sustanciales de isovitexina (31), mientras que los
cultivados a la luz del dia solo contenian isovitexina (31). La acacetina (30), la isovitexina
(31), la orientina (32) y la vitexina (33) también se aislaron de otras especies de plantas que
mostraron diversas actividades bioldgicas tales como actividades antioxidantes,
antiinflamatorias, que se enumeran en la Tabla 2.6. (Lin, et al., 2019)

OH [o]

32. Orientina, R=OH
30. Acacetina 31. Isovitexina 33. Vitexina, R=H

Figura 2.13. Estructuras de las flavonas aisladas de la quinua
Fuente: Lin, et al., 2019

Tabla 2.6. Flavonas y sus actividades o funciones bioldgicas

Nombre Parte de la Quinua
utilizada para Actividad o Funcion Biolégica
aislamiento
Acacetina (30) Harina Actividad Antioxidante

Actividades Espasmoliticas y
Antinociceptivas
Actividad Antiproliferativo
Actividad Anticancer
Actividades Antiinflamatorio y
Antinociceptivo
Efecto Hipouricémico
Isovitexina (31) Tallos Actividades Antioxidante y
Antiinflamatorio
Efecto Antitumoral
Efecto Neuroprotectivo
Actividad Anxiolitico
Antialzheimer
Glucosa sanquinea posprandial
reducida
Efecto Inhibitorio sobre a-glucosidasa
Actividad Inhibitoria en la aldosa
reductasa sobre el lente de rata
Orientina (32) Semillas Actividad Anticancer
Actividad Antiinflamatorio
Actividad Antioxidante
Actividades Antiapoptosis
Actividades Antitrombotica y
Antiplaquetario
Actividad Antiproliferativo
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Vitexina (33) Tallos y semillas Efecto Anticarcinogénico
Propiedad Anxiolitico
Propiedad Antialzheimer
Glucosa sanguinea posprandial
reducida
Efecto Inhibitorio sobre a-glucosidasa
Propiedad de apoptosis inducida
Regulacion de la contractilidad
vascular inducida por agonistas
Actividad Antioxidante
Efecto Neuroprotectivo
Efecto Antidepresivo
Efecto Anticonvulsivo
Efecto Antiepilectico
Efecto Antinociceptivo
Antihipoxia/lesidn por isquemia
Antiisquemia/lesion por reperfusién
Efecto Antitiroide
Actividad Antimicrobial
Efecto Antiviral

Fuente: Lin, et al., 2019

2.2.5.4. Flavonoles en Quinua

Se han identificado alrededor de 21 flavonoles en la quinua. La mayoria de ellos estan
presentes en las semillas. Sus actividades biologicas se enumeran en la Tabla 2.7., y sus
estructuras se muestran en la Figura 2.14. El kaempferol (35) como la quercetina (46) son
dos flavonoles principales. Estan en forma de glucdsidos presentes en la quinua. La relacion
estructura-actividad de su actividad antioxidante, mostré que la capacidad de eliminar los
radicales hidroxilos libres aument6 con la cantidad de grupos hidroxilo en el anillo B. La
quercetina (46) es el antioxidante mas fuerte entre los flavonoides. Tanto la isoramnetina (34)
como el kaempferol (35), fueron los flavonoides més abundantes en las hojas de quinua,
también contienen grandes cantidades de rutina (54). Mostraron actividad antioxidante
moderada, cuatro glucésidos del kaempferol (38-41), mientras que dos glucosidos de la
quercetina (50,51) mostraron una fuerte actividad antioxidante, lo que sugiere que la quinua,
podria representar una fuente importante de inhibidores de radicales libres.

Muchos flavonoides se caracterizan por actividades antibacterianas, antifngicas y
antivirales, no solo contra fitopatdgenos, sino también contra los patégenos para humanos y
animales (Tabla 2.7.). El kaempferol (35) y sus derivados, mostraron actividad antibacteriana
contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, asi como también contra el hongo

Candida glabrata. Se han identificado alrededor de ocho derivados de quercetina (46-53) en

la quinua. El kaempferol (35), la miricetina (45) y la quercetina (46) actuaron como

Pa’g- m
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elementos de disuasion contra Radopholus similis y Meloidogyne incognita. EI 3-O-
glucédsido de quercetina (47) y la rutina (54) de Pinus banksiana inhibieron el desarrollo de
Lymantria dispar inhibieron y aumentaron su mortalidad. La quercetina (46), la quercetina
3-O-glucésido (47) y sus seis derivados exhibieron actividad inhibitoria en el crecimiento de
brotes de Arabidopsis thaliana, asi como en la germinacion de esporas del hongo Neurospora
crassa. (Lin, et al., 2019)

35. Kaempferol, Ry=H, R,=H

36. Kaempferol 3-glucésido, R|=Glc, R,=H

37. Kaempferol 3-galactésido, R =Gal, Ry)=H

38. Kaempferol 3-0-(2,6-di-alfa-L-ramnopiranosil)-B-D-galactopiranosido, R;=Gal-(2,6-di-alfa-L-Rha),
Ry=H

39. Kaempferol 3-0-B-D-apiofuranosil(1-2)-O-alfa-L-ramnopiranosil(1-6)-B-D-galactopiranosido,

R,=Gal(6-1)Rha(2-1)Apiose, R,=H

40. Kaempferol 3-O-B-D-apiofi il(1-2)-B-D-galactopi ido, R|=Gal(2-1)Apiose, R,=H

41. Kaempferol 3-O-alfa-L-ramnopiranosil(1-2)-B-D-galactopiranosido-, R{=Gal(2-1)Rha, R,=H

42. Kaempferol acido 3-O-B-D-glucurénico, R =Gle, Ry=H 44. Morin, R;=OH, R,=H, R3=H

43. Kaempferol 3,7-di-alfa-L-ramnosido, Rj=Rha, R,=Rha 45. Miricetina, R =H, R,=OH, R;=OH

34. Isorhamnetin, R;=H, R,=CHj, Ry=H

46. Quercetina, R =H, R,=H, R;=H

47. Quercetina 3-O-glucosido, R =Glc, R,=H, Ry=H

48. Quercetina 3-rutinosido, Rj=Rutinosa, R,=H, R;=H

49. Quercetina 3-arabinésido, R =Ara, R,=H, R;=H

50. Quercetina 3-O-B-D-apiofuranosil-(1-2)-alfa-L-ramnopiranosil-(1-6)-B-D-galactopiranosido,
R=Gal(6-1)Rha(2-1)Apiose, Ry=H, R3=H

51. Quercetina 3-O-(2,6-di-O-alfa-re iranosil)-B-D-galactopiranosido-, R;=Gal(2,6-di-alfa-L-Rha),
Ry=H, Ry=H

52. Quercetina 3-0-(2,6-di-O-alfa- iranosil)-B-D-glucopiranosido, R,=Gle(2,6-di-alfa-L-Rha),
Ry=H, Ry=H

53. Q{lcrcclina 3-0-B-D-apiofuranosil-(1-2)-O-alfa-L-ramnopiranosil-(1-6)-B-D-galactopiranosido-3,4-
dimetil éter, R,=Gal(6-1)Rha(6-1)Apiose, R,=CHj, R;=CHj
54. Rutina, R|=Rha(6-1)Glc, R,=H, Ry=H

Figura 2.14. Estructuras de los flavonoles aislados de la quinua
Fuente: Lin, et al., 2019
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Tabla 2.7. Flavonoles y sus actividades o funciones bioldgicas

Nombre Parte de la Quinua
utilizada para Actividad o Funcion Biolégica
aislamiento
Isorhamnetin (34) Hojas Actividad

Actividades Antituberculosis
Actividad Antiinflamatorio
Actividad Antioxidante
Actividad Antitumoral
Actividad Anticoagulante

Kaempferol (35) Semillas Actividades Antioxidante y
Antiinflamatorio
Efecto Antitumoral
Efecto Neuroprotectivo
Actividad Anxiolitico
Antialzheimer
Glucosa sanquinea posprandial
reducida
Efecto Inhibitorio sobre a-glucosidasa
Actividad Inhibitoria en la aldosa
reductasa sobre el lente de rata

Kaempferol 3-glucésido (36) Semillas
Kaempferol 3-galactésido (37) Semillas
Kaempferol 3-O-(2,6-di-a- Semillas

ramnopiranosil)-B-D-
galactopiranosido (38)

Kaempferol 3-O-B-D- Semillas
apiofuranosil-(1—2)-O-a-L-
ramnopiranosil(1—6)-p-D-

galactopiranosido (39)

Kaempferol 3-O-B-D- Semillas Actividad Antioxidante
apiofuranosil-(1—2)-p-D-
galactopiranosido (40)

Kaempferol 3-O-a-L - Semillas
ramnopiranosil(1—2)-p-D-
galactopiranosido (41)

Kaempferol 4cido 3-O-B-D- Semillas

glucurdnico (42)

Kaempferol 3,7-diramnosido (43) Semillas Actividad Antibiofilm
Morin (44) Tallos y semillas Actividad Antiinflamatorio

Actividad Antitumoral
Efecto Inhibitorio en la expresién de
al (I) colageno
Actividad Antioxidante
Actividad Anticancer
Efecto Neuroprotectivo
Actividad Hepatoprotectivo

Miricetina (45) Semillas Actividad Antibacterial
Actividades Antioxidante y
Prooxidante
Actividad Anticancer
Actividad Antiinflamatorio
Actividad Analgésico
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Quercetina (46) Hojas y semillas Actividad de Inhibicion de COX-1y
COX-II
Actividades Antioxidante y
Prooxidante
Actividad Antiinflamatorio
Actividad Citotoxica

Quercetina 3-O-glucdsido (47) Harina

Quercetina 3-rutindsido (48) Semillas Actividad Antioxidante
Quercetina 3-arabindsido (49) Semillas

Quercetina 3-O-p-D- Semillas

apiofuranosil-(1—2)-a-L-

ramnopiranosil-(1—6)-p-D-

galactopiranosido (50)

Quercetina 3-0-(2,6-di-a-L- Semillas

ramnopiranosil)-pB-D-

galactopiranosido (51)

Quercetina 3-0-(2,6-di-O-a- Semillas

ramnopiranosil)-f-

glucopiranosido (52)

Quercetina 3-O-p-D- Semillas

apiofuranosil-(1—2)-0O-a-L-

ramnopiranosil-(1—6)-p-D-

galactopiranosido-3,4-dimetil éter

(53)

Rutina (54) Hojas, tallos y Actividad Antidiabético
semillas Actividad Antioxidante

Actividad Antiulcerogénico

Fuente: Lin, et al., 2019

2.2.5.5. Flavanonas en Quinua

Se identificaron 3 flavanonas en semillas de la quinua, como ser hesperidina (55)
neohesperidina (56) y naringina (57) (Tabla 2.8. y Figura 2.15.). Tanto la hesperidina (55)
como la neohesperidina (56) se encontraron en los brotes. Estas flavanonas aisladas de otras
especies de plantas, se seleccionaron para mostrar una variedad de actividades bioldgicas
tales como actividades neuroprotectoras, antioxidantes, antiinflamatorias y antifingicas.
(Lin, et al., 2019)

OH

OH o
55. Hesperidina, R=B-D-Glc(6-1)alfa-L-Rha OH o
56. Neohesperidina, R=B-D-Glc(2-1)alfa-L-Rha 57. Naringina, R=B-D-Glc(2-1)6-Deoxi-alfa-L-Man

Figura 2.15. Estructuras de los flavanonas aisladas de la quinua
Fuente: Lin, et al., 2019
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Tabla 2.8. Flavanonas y sus actividades biologicas

Nombre Parte de la Quinua
utilizada para Actividad o Funcion Biolégica
aislamiento
Hesperidina (55) Semillas Efecto Neuroprotectivo Actividades
Antioxidante y Citotdxico
Actividad Antiinflamatorio
Actividad Anticancer
Actividad Antiflngico
Actividades Antiproliferativo y Apoptético
Protege el higado contra lesiones inducidas
por drogas
Actividad Cardioprotectora
Neohesperidina (56) Semillas Efecto Neuroprotectivo

Actividad Antifingico
Actividad Antioxidante
Induce la apoptosis celular
Naringina (57) Semillas Actividad Antifungico
Actividad Antiinflamatorio
Actividad Antioxidante
Actividades Antiosteoporosis

Fuente: Lin, et al., 2019

2.2.5.6. Flavanoles en Quinua
Se encontraron 3 flavanoles; catequina (58), epicatequina (59) y epigalocatequina (60) en las
semillas de quinua. Sus actividades biologicas se enumeran en la Tabla 2.9. y sus estructuras

se muestran en la Figura 2.16. En general, mostraron actividades antioxidantes vy

antimutageénicas.

OH

OH

HO o. W

“uy, o

OH .
59. Epicatequina, R=H

58. Catequina 60. Epigalocatequina, R=OH

OH

Figura 2.16. Estructuras de los flavanoles aislados de la quinua
Fuente: Lin, et al., 2019
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Tabla 2.9. Flavonoles y sus actividades o funciones bioldgicas

Nombre Parte de la Quinua
utilizada para Actividad o Funcion Biolégica
aislamiento
Catequina (58) Semillas Actividad Antioxidante

Actividad Antimutagénico
Actividad Antimetastasico
Actividad Antifingico
Actividad Inductora de apoptosis
Epicatequina (59) Semillas Actividad Antimutagénico
Actividad Antiproliferativo
Actividad Antioxidante
Epigalocatequina (60) Semillas Actividad Antioxidante

Fuente: Lin, et al., 2019

2.2.5.7. Isoflavonas en Quinua

Se encontraron 5 isoflavanonas, como ser: biocanina (61), daidzeina (62), genisteina (63),
prunetina (64) y puerarina (65) en la quinua (Tabla 2.10. y Figura 2.17). Mostraron
actividades antinematodales en Radopholus similis. Se reconoce que las isoflavonas son
compuestos estrogénicos que a menudo se asocian con un riesgo reducido de cancer. La
actividad estrogénica puede potenciarse después de la metabolizacion a compuestos mas

activos como la daidzeina (62) y la genisteina (63) por microorganismos intestinales.

Ry
61. Biocanina A, R;=OH, R,=OH, R;=H, R,=OCHj,
62. Dadzeina, R;=H, R,=OH, R;=H, R,=OH

63. Genisteina, Rj=OH, R,=OH, R3=H, R,=OH

64. Prunetina, R;=OH, R,=OCH3;, R3=H, R,=OH
65. Puerarina, R;=OH, R,=OH, R;=Glc, R,=OH

Figura 2.17. Estructuras de las isoflavonoides aislados de la quinua
Fuente: Lin, et al., 2019
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Tabla 2.10. Isoflavonas y sus actividades o funciones biologicas

Nombre Parte de la Quinua
utilizada para Actividad o Funcion Bioldgica
aislamiento
Biocanina A (61) Semillas Actividad Antioxidante
Dadzefna (62) Semillas Mejora la diferencia de adipocitos y

actividades transcripcionales PPARY
Afecta a las células de cancer de cuello
uterino, no dependiente de hormonas humanas
Modula la actividad contractil uterina de rata
in vitro
Actividad Antihipoxia
Actividades Antitrombotico y Antialérgico
Actividad Quimioprotector
Inhibe la pérdida 6sea en ratones
ovariectomizados
Actividad Antiproliferativa
Genisteina (63) Semillas Actividad Antiproliferativa en células
cancerosas de respiracién humana
Modula la actividad contractil uterina de rata
in vitro
Actividad Antioxidante
Actividad Inhibitoria sobre proteinas quinasas
especificas de tirosina
Actividad Antitumoral
Actividades Anticancer y Citotoxica
Actividad Antiangiogénico
Actividad Antibacterial
Inhibicidn de la actividad de la 2-
ciclooxigenasa
Actividad contra el cAncer de prdstata
Actividad Antileucémica
Induccién de la actividad quinona reductasa
Induce la detencion del crecimiento y suprime
las actividades de telomerasa
Prunetina (64) Semillas Actividad Antiinflamatoria

Puerarina (65) Semillas Actividades Antitrombotico y Antialérgico
Actividad Antiapoptosis
Efecto Antihiperglucémico

Fuente: Lin, et al., 2019

2.2.6. Actividad Antitirosinasa

2.2.6.1. Tirosinasa

La tirosinasa o polifenol oxidasa (Figura 2.22) es una enzima multifuncional que contiene
cobre que prevalece en las plantas que prevalece en las plantas y el reino animal. Es una
enzima reguladora clave que influye enormemente en el proceso de melanogénesis dentro de

los melanocitos. La melanina, es una mezcla de diferentes biopolimeros, determina el color

de la piel y el cabello, ademéas de brindar proteccion contra la dafiina radiacion UV. La

Pa’g- m
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tirosina se cataliza como un precursor comun de la quinona, que se utiliza para la sintesis del
pigmento de melanina. Por lo tanto, la sobreproduccion y acumulacion de pigmentos de
melanina en la piel, conduce al desarrollo de ‘“hiperpigmentacion” dermatologica en
condiciones clinicas, como lentigo solar, melasma, hiperpigmentacion posinflamatoria (P1H)
y linea negra. También puede ocurrir debido al desequilibrio hormonal en el cuerpo, es decir,
la enfermedad de Cushing, la enfermedad de Addison y el Sindrome de Nelson. (Biswas,
2016)

Figura 2.22. A) Estructura terciaria de la tirosinasa; B) Sitio activo de la tirosinasa
Fuente: Enguita, 2011

2.2.6.2. Inhibidores de la Tirosinasa

Se han aislado e identificado un gran namero e identificado un gran nimero de inhibidores
tanto de fuentes naturales como sintéticos. Muchos de estos inhibidores se estudian utilizando
tirosina/dopa como sustratos y la actividad enzimatica se sigue midiendo la formacién de
dopacromo. Asi pues, la inhibicidn de tirosinasa puede ser clasificada, desde un punto de

vista experimental, en diferentes tipos:

1. Agentes reductores que producen la reduccion de O-dopaquinona a L-dopa. En este
tipo se encuentran inhibidores clasicos como &cido ascorbico, que se utiliza como
inhibidor de la melanogénesis ya que, al reducir la O-dopaquinona, impide la
formacion de dopacromo y, por tanto, la formacién de melaninas.

2. Eliminadores de O-dopaquinona, que reaccionan también con ésta y forman

compuestos coloreados. En este tipo destacan los compuestos tiolicos como la

cisteina, que forma un aducto con la O-quinona y ralentiza el proceso de formacion

de eumelaninas hasta que el compuesto tidlico es consumido.
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3. Sustratos enzimaticos alternativos. En este tipo estan los compuestos fenélicos cuyo
producto quindnico absorbe en una longitud de onda diferente a la del dopacromo.
Cuando la enzima tiene una buena afinidad por estos compuestos la formacién de
dopacromo disminuye y, son clasificados errdneamente como inhibidores de la
enzima.

4. Inactivadores enzimaticos no especificos. En este tipo se encuadran los acidos y
bases, los cuales desnaturalizan inespecificamente a la enzima inactivandola.

5. Inactivadores especificos de tirosinasa. Estos son los inhibidores basados en el
mecanismo de la enzima, entre los que destacan los sustratos suicidas. Estos
compuestos actlan irreversiblemente sobre la enzima induciendo su inactivacion
suicida.

6. Inhibidores especificos de tirosinasa. Son aquellos inhibidores que se unen

reversiblemente a la enzima reduciendo su actividad catalitica.

2.2.7. Antioxidantes

Un antioxidante es “cualquier sustancia que, cuando esta presente en bajas concentraciones
en comparacion con la de un sustrato oxidable, retrasa o inhibe significativamente la
oxidacion de ese sustrato. Halliwell (2007), inform6 que un antioxidante es “cualquier
sustancia que retrasa, previene o elimina el dafio oxidativo de una molécula objetivo. Los
antioxidantes son inhibidores del proceso de oxidacion, incluso en concentraciones relativas
pequefias y, por lo tanto, tienen un papel fisiolégico diverso en el cuerpo. Los componentes
antioxidantes del material vegetal actian como eliminadores de radicales y ayudan a
convertir los radicales en especies menos reactivas. Se encuentran una variedad de
antioxidantes que eliminan los radicales libres, se pueden encontrar en frutas, verduras, té,
etc. (YYadav et al., 2016)

Los antioxidantes y los radicales libres son perjudiciales para la salud del cuerpo cuando su
sobrecarga no puede destruirse de manera constante y, en consecuencia, generan una
ocurrencia llamada estrés oxidativo. Este curso de accion que ocurre debido a la produccion
desproporcionada de radicales libres y antioxidantes juega un papel clave en la formacion y

desarrollo de enfermedades crénicas como el cancer, la artritis reumatoide, los trastornos

cardiovasculares y autoinmunes o incluso el envejecimiento. Uno de los efectos nocivos del
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estrés oxidativo es su papel en la induccion del dafio celular y la alteracion de sus funciones
regulares, especificamente para acidos nucleicos, lipidos y proteinas. (Goodarzi et al., 2018)
Los radicales libres dafiinos, se dividen ampliamente en dos tipos: especies reactivas de
oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS). ROS incluye tanto radicales de
oxigeno como ciertos radicales que son agentes oxidantes o que pueden convertirse
facilmente en radicales. RNS es también un término colectivo que incluye radicales de éxido

nitrico y diéxido de nitrégeno. (Gupta, 2014)

2.2.7.1. Clasificacion de los antioxidantes
Los antioxidantes de acuerdo a su origen se clasifican en dos grandes grupos: antioxidantes

sintéticos y antioxidantes naturales (Figura 2.18.) (Gallego, 2016)

' Antioxidantes \
1
' Naturales I ' Sintéticos I
L

‘ I ' . I ' Acidos I -
Tocoferoles Flavonoides fenolicos BHA,BHT, Esteres de

THBQ acido galico

Figura 2.18. Esquema de clasificacion de los antioxidantes
Fuente: Gallego, 2016
» Flavonoides como antioxidantes

Los flavonoides difieren en el nivel de oxidacion y el patron de sustitucion del anillo C. Los
sitios de unidn propuestos para metales trazas a flavonoides, como se destaca en la Figura
2.19.a es la parte catecol en el anillo B, los 3 grupos hidroxilo, 4-oxo en el anillo heterociclico
y los grupos 4-oxo, 5-hidroxilo entre el heterociclico y el anillo A. La principal contribucion
a la actividad de quelacion de metales de los flavonoides se debe al resto catecol. Debido a
sus potenciales redox mas bajos (0.23-0.75 V), los flavonoides son termodinamicos y pueden
reducir los radicales libres, altamente oxidantes con potenciales redox en el rango de 1.0-
2.13 'V, como los radicales superdxido, peroxilo, alcoxilo e hidroxilo por donacién de &tomos
de hidrégeno. (Gupta, 2014)

Pa,g- m
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Ar—OH+ R - ArO + RH
El radical aroxilo ArO- Puede reaccionar con un segundo radical, adquiriendo una estructura
de guinona estable como se indica en la Figura 2.19.b. Las caracteristicas estructurales y la

naturaleza de las sustituciones en los anillos B y C determinan la actividad antioxidante de
los flavonoides. (Gupta, 2014)
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Figura 2.19. a) Sitios de unién con metales de los flavonoides, b) Potencial antioxidante de los fenélicos
Fuente: Gupta, 2014

2.2.7.2. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante, debemos referirnos a términos especificos de oxidantes como
“capacidad de eliminacion de radicales peroxi”, “capacidad de eliminacioén de superdxido”,
“capacidad de reduccion de iones férricos”, etc. Los antioxidantes se han dividido en dos

clases; antioxidantes primarios o los que rompen cadenas, y antioxidantes secundarios o
preventivos. (Gupta, 2014)

Los mecanismos de ruptura de la cadena estan representados por:

L+AH - LH+ A
LO-+ AH - LOH + A
LOO + AH - LOOH + A
Donde, L significa radical lipidico y AH representa un antioxidante.

Los antioxidantes secundarios o preventivos retrasan la velocidad de oxidacion. Los metales
activos redox como el hierro (Fe), el cobre (Cu), el cromo (Cr), el cobalto (Co) y otros metales
experimentan reacciones de ciclo redox y poseen la capacidad de producir radicales reactivos

como el radical anion superdxido y el éxido nitrico en sistemas bioldgicos. (Gupta, 2014)

Pa’g- m
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2.2.8. Determinacién del contenido de Compuestos Fendlicos Totales mediante el
Meétodo Folin-Ciocalteu (FC)

El ensayo con Folin-Ciocalteu (FC) inicialmente fue empleado para la cuantificacion de
tirosinasa en proteinas, pero con el tiempo fue modificado para poder analizar compuestos

polifendlicos en distintos tipos de extractos vegetales. (Mufioz, et. al, 2017)

El método esta basado en la oxidacion de los fenoles, por un reactivo de molibdeno y
wolframio. En donde el método introducido por Folin y Ciocalteu el cual se fundamenta en
su caracter reductor y es el mas empleado utiliza una mezcla de acidos fosfomolibdico
(H3sPMo012040) y fosfotungstico (HsPW12040) de color amarillo cominmente denominado
“reactivo de FC. Se reduce por oxidacion de los fenoles a una mezcla de 6xidos azules de

tungsteno (WgO23) y de molibdeno (MosO-3) (Figura 2.20.) (Resat, et al.,2007)
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Figura 2.20. Reacciones especificas del reactivo de Folin-Ciocalteu con compuestos fendlicos: A. entre &cido
fosfotlingstico (HsPW12040) y compuestos fendlicos; B. entre &cido fosfomolibdico (HsPM012040) ¥
compuestos fenolicos.

Fuente: Bancuta, et al., 2016

La reaccion se lleva a cabo en condiciones basicas con la finalidad de que se genere un ion
fenolato que reduce al FC mediante una reaccion de tipo dOxido/reduccion y genera la
formacion de un complejo de Mo(V) que presenta una coloracion azul cuya absorbancia se

mide a una longitud de onda de 765 nm. (Mufioz, et. al, 2017)
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La absorbancia del color azul desarrollada es proporcional a las tasas de compuestos
fenolicos. El fundamento de dicha reaccion esta basado en la habilidad de los compuestos
fendlicos de auto-oxidarse con el fin de reducir la mezcla de écidos
fosfotungstico/fosfomolibdico a un complejo azul, que presenta un maximo de absorcion a

765 nm y se cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patrén de acido gélico.

2.2.9. Método ABTS

Este ensayo requiere 2,2'-azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), que en el
tratamiento con persulfato de sodio/potasio 0 MnO2, da un cation radical de color verde
azulado (ABTS™). El cation radical se obtuvo haciendo reaccionar el stock de ABTS 7 mM
con persulfato de potasio 2,45 mM y permitiendo que la mezcla permanezca en la oscuridad
durante 12-16 h antes de su uso. El cation radical se reduce en presencia de antioxidantes que
donan hidrégeno (compuestos lipofilicos e hidrofilicos y extractos alimenticios, incluidos
flavonoides, hidroxicinamatos y carotenoides). El catién radical muestra maximo de
absorcién a una longitud de 734 nm. Trolox puede usarse como antioxidante estandar. Las
influencias tanto de la concentracion de antioxidante como de la duracion de la reaccion sobre
la inhibicién de la absorcion de cationes radicales se pueden tener en cuenta al determinar la
actividad antioxidante. Este método es mejor que el ensayo original de capacidad
antioxidante equivalente de Trolox. En primer lugar, se realiza la generacién directa de un
cation radical ABTS sin la participacion de un radical intermediario, de ahi la solucion madre
de ABTS™. Es estable durante muchos meses en el refrigerador. En segundo lugar, el cation
radical se forma previamente antes de la adicion de los sistemas de prueba de antioxidantes.
En tercer lugar, es aplicable tanto a los sistemas lipofilicos como a los hidrofilicos. (Gupta,
2014)

ABTS + K,S,0g5 = ABTS* (Apa = 734 nm)
ABTS* + ArOH - ABTS + ArO- + H*

El ABTS*, cation radical de color azul, absorbe la luz a 734 nm. La Figura 2.21. indica la
reaccion de transferencia de electrones en ABTS ™. Cuando se prueban sustancias usando este
ensayo, los perfiles cinéticos deben examinarse primero antes de determinar los puntos
finales. (Gupta, 2014)
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Figura 2.21. Radical ABTS (azul) abstrayendo H* de ABTS(H) (incoloro)
Fuente: Gupta, 2014

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

<

Obtener extractos con compuestos fenolicos de las variedades de quinua (Quinua
Real Blanca, Quinua Real Negra, Quinua Real Roja y Quinua Jacha Grano).

Aislar e identificar el flavonoide mayoritario a partir de la Quinua Jacha Grano.
Cuantificar el flavonoide mayoritario en los extractos de las variedades de quinua.
Evaluar la actividad antitirosinasa in vitro en los extractos, fracciones ricas en
compuestos fenolicos y el flavonoide mayoritario.

Cuantificar los compuestos fenolicos totales por el método de Folin-Ciocalteu, en los
extractos, fracciones ricas en compuestos fenolicos y el flavonoide mayoritario.
Evaluar la actividad antioxidante por el método ABTS de los extractos, fracciones

ricas en compuestos fenolicos y el flavonoide mayoritario.

2.4. PARTE EXPERIMENTAL

2.4.1. Materiales, equipos y reactivos

2.4.1.1. Materiales

- Baldn de fondo redondo 250, 500 y 1000 mL
- Columna de exclusion molecular Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich)
- Espatula

- Embudo buchner
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Filtro PTFE 0.2 um

Kitasato 500 y 1000 mL

Magnetos

Matraz aforado de 500, 1000 y 2000 mL

Membrana de filtro (Millipore®, 47 mm)
Micropipeta Variable 10-100 uL (SOCOREX, Acura 825)
Micropipeta Variable de 100-1000 uL (SOCOREX, Acura 825)
Microplaca de 96 pocillos

Papel Whatman N°4

Parafilm

Pinzas de Laboratorio

Pinzas metélicas

Piseta de 500 mL

Placa Petri

Placas TLC (Merck, Silicagel 60 Fzsa,)

Probeta de 100 y 1000 mL

Soporte universal

Tamiz de 250 um (No. 60) (Retschun-ASTM E11)
Tips para micropipeta de 100 y 1000 pL

Tubos de centrifugacion de 10 mL

Tubos de ensayo de 5 mL

Tubos eppendorf de 2 mL

Varilla de vidrio

Vaso de precipitado de 50, 100, 250, 500 y 2000 mL
Viales de vidrio de 2,4y 10 mL

Vortex

2.4.1.2. EQuipos

Agitador magnético (Cat.-M6)

Balanza analitica (Precisa-XT 120A)

Bomba de vacio (Vacumbrand-ME2C)
Centrifugadora (PowerSpin ™-LX CENTRIFUGE)
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- Cromatografo Liquido de Alta Resolucion (HPLC) preparativo, Shimadzu,
columna Restek Ultra C18 (100 x 10 mm) 5 um, detector UV-visible (190-700
nm) SPD — 20 A, la bomba es isocratica (LC-20AP) acoplado a un colector de
fracciones.

- Cromatografo Liquido de Alta Resolucion (HPLC), Agilent 1100, que comprende
un desgasificador vacio (G1322), un sistema de bomba cuaternario (Quat Pump-
G1311A), un horno de columna (Colcom-G1316A), un horno de columna eclipse
de fase reversa Agilent plus C18 (250 x 4.6 mm) 5 um protegida por una
precolumna de 10 mm., detector DAD (190-950 nm).

- Equipo de Extractor Soxhlet

- Estufa Universal (Memmert-UN55)

- Filtro de agua (Millipore®)

- Lector multiplacas (BIOTEC)

- Liofilizador (BIOBASE-BK FD18P)

- Moledor-dosificador de granos (La Pavoni S.p.A.-Zip)

- pH metro (Thermo Scientific ™ Orion Star-A120)

- Placa calefactora con agitador magnético (Heidolph ™ MR)

- Resonancia Magnética Nuclear (RMN) (Bruker de 300 MHz)

- Rotaevaporador (Heidolph-Laborota 4011 digital)

- Sistema de reflujo

2.4.1.3. Reactivos

- 1-Butanol 99.89 % (J.T.Backer)

- 2,2"-Azino-bis (Acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) 98 % (Sigma-Aldrich)

- Acetato de etilo g.p. (destilado en el laboratorio)

- Acetonitrilo 99,9 % (HPLC) (Sigma-Aldrich)

- Acido borico 99.5 % (Promega)

- Acido clorhidrico 36.5-38.0 % (J.T. Baker®)

- Acido galico anhidro 98.0 % (Merck)

- Acido kdjico 98.5 % (HPLC) (Sigma-Aldrich)

- Acido sulfurico 95.0 — 98.0 % (J.T.Backer)

- Agua destilada
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- Agua Ultra prurificada MilliQ

- Alcohol etilico 96° g.p. (destilado en el laboratorio)

- Cloruro de sodio 99.0 % (Sigma-Aldrich)

- Eter de petroleo fraccion 40-60°C q.p. (destilado a partir de la gasolina)
- Eter de petroleo, fraccion 40-60°C (destilado a partir de la gasolina)

- Folin — Ciocalteu 2N (Sigma-Aldrich)

- Hidroxido de sodio 98.0 % (MACRON)

- Metanol 99,8 % (HPLC) (Sigma-Aldrich)

- Ninhidrina monohidratado 99,0%, (J.T.Backer)

- Sodio Fosfato Dibasico Anhidro 99,0 % (Biopack)

- Sodio Fosfato Monobasico Anhidro 99,0% (Biopack)

- Tirosinasa de hongo, polvo liofilizado >1000 unidades/mg solido (Sigma-

Aldrich)
2.4.2. Muestras

Se trabajo con muestras de la variedad Quinua Real (Blanca, Roja y Negra), fueron otorgadas
por la Empresa IRUPANA ANDEAN ORGANIC FOOD S.A. y la variedad Quinua Jacha
Grano por el Municipio de UMALA LA PAZ, en ambos casos los proveedores dieron el
nombre de las variedades otorgadas.

Tabla 2.11. Resumen de las referencias de las muestras estudiadas

Referencia de la muestra Tipo de muestra Otorgada por:
QJG Quinua Jacha Grano Municipio de UMALA LA PAZ
QRB Quinua Real Blanca Empresa IRUPANA
QRR Quinua Real Roja Empresa IRUPANA
QRN Quinua Real Negra Empresa IRUPANA
2.4.2.1. Matriz

Harina de quinua: Se obtuvo a partir de los granos de Quinua Jacha Grano y tres variedades
de Quinua Real (Blanca. Roja y Negra).

Para la obtencion de harina, se realizo a partir de la molienda con un moledor-dosificador de

granos (Marca: La Pavoni S.p.A., Modelo: Zip, Serie: Base-Automatico), para su posterior
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tamizado se realizd con un tamiz de 250 pm (No. 60) (Retschun, ASTM E11), y

posteriormente se guardaron en bolsas herméticas de plastico.

Tabla 2.12. Resumen de referencias de las harinas de quinua

Referencia de la muestra Tipo de muestra
HQJG Harina de Quinua Jacha Grano
HQRB Harina de Quinua Real Blanca
HORR Harina de Quinua Real Roja
HORN Harina de Quinua Real Negra

2.4.3. Analisis Fitoquimico preliminar

Se realiz6 un analisis fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de la Quinua Jacha Grano,
segun la metodologia descrita por Villacrés (2013), sometido el extracto a pruebas
cualitativas de color y/o precipitacion como se muestra en la Figura 2.23., las mismas que
detectan la presencia abundante (+++), moderada (++) y escasa (+) de diversos grupos de
metabolitos como: azucares reductores, lactonas y cumarinas, triterpenos y esteroides,

fendlicos, saponinas, proteinas, glicésidos cardiotonicos, alcaloides, flavonoides y taninos.

Extracto
Hidroaleohdlico
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Figura 2.23. Esquema del andlisis fitoquimico preliminar para determinar cualitativamente grupos de
metabolitos
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2.4.4. Obtencion de extractos

2.4.4.1. Obtencion de harina desengrasada de las variedades de Quinua

Se utilizé la metodologia de la Norma Boliviana NB 312027 con algunas modificaciones. La
harina de quinua, de las cuatro variedades, se pesé QJG (1591 g), QRB (76.5 g), QRR (100.0
g) Y QRN (100.0 g) en papel filtro y se envolvio la muestra para evitar la pérdida de materia,
se introdujo en el extractor Soxhlet y se adiciond al baldn recolector éter de petréleo fraccion
40-60. Se realizd la extraccion por un tiempo de 6 horas, después se realiz6 la evaporacion

del solvente con un rotaevaporador.

1. Extraccionen | ‘ 2. Evaporacion del 1
~ Eauipo Soxhlet } ‘ solvente en rotaevaporador ‘\

Figura 2.24. Proceso del desengrasado de las variedades de quinua

2.4.4.2. Extracto Hidroalcoholico (EHA) de las variedades de Quinua

A partir de la harina desengrasada de las cuatro variedades, QJG (1,5 Kg), QRB (70.0 g),
QRR (90.5 g) y QRN (90,9 g), se obtuvo los extractos hidroalcohdlicos (EHA), por
maceracion a temperatura ambiente durante 24 horas con etanol 96°/agua (80:20), en una
relacion 1:10 (peso: volumen). Se filtro los extractos a gravedad con papel filtro Whatman
#4 y se concentro por rotaevaporacion hasta la eliminacion completa del etanol. Finalmente,
el extracto concentrado se secé por liofilizacion, para la eliminacion de los residuos de agua,
obteniéndose asi un extracto totalmente seco y el rendimiento del extracto respecto a la

materia de partida (harina de quinua desengrasado).

Tabla 2.13. Resumen de las referencias de los extractos hidroalcohélicos de las cuatro variedades de quinua

Referencia del extracto Tipo de extracto
EHA-QJG Extracto Hidroalcohdlico de Quinua Jacha Grano
EHA-QRB Extracto Hidroalcohélico de Quinua Real Blanca
EHA-ORR Extracto Hidroalcohdlico de Quinua Real Roja
EHA-QRN Extracto Hidroalcoholico de Quinua Real Negra
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El rendimiento del extracto hidroalcoholico con respecto a la harina desengrasada, se

determino con la siguiente formula:

R = YEH 4 100
MHQ

Donde:
R = Rendimiento en %
Men = Masa del extracto hidroalcoholico seco en g (EHA-QJG, EHA-QRB, EHA-
QRR, EHA-QRN)
Mnq = Masa de harina de quinua desengrasada en g (QJG, QRB, QRR, QRN)

2.4.4.3. Fracciones Ricas en Compuestos Fendlicos de la variedad Quinua Jacha Grano

Se realizo las siguientes extracciones:

Primera extraccion (AEA-1). A partir del extracto EHA-QJG, se procedio a realizar la
primera extraccion. Se peso el extracto hidrolacohdlico obtenido y se adiciond una mezcla
de solventes, acetato de etilo/etanol 96°/agua (50:45:5), en una relacion 1:10 (peso:
volumen), llevando a una agitacion constante durante cinco horas a 50°C. Se filtré el extracto
a gravedad con papel filtro Whatman #4 y se concentro por rotaevaporacion hasta sequedad.
Finalmente, el extracto concentrado se seco por liofilizacion, para la eliminacion de los
residuos de agua, obteniéndose asi el extracto totalmente seco y el rendimiento del extracto
respecto a la materia de partida.

Segunda extraccion (AEA-2). El residuo de la primera extraccién (AEA-1), se sometio a
dos extracciones sucesivas mas, se realiz6 con la misma relacion y proporcion de la mezcla
de solventes y con los mismos parametros de agitacion y temperatura, dando las fracciones
AEA-3y AEA-4.

Las fracciones (AEA-1, AEA-2, AEA-3 y AEA-4) fueron analizadas por placas TLC con

H2SO04 (5%), para la determinacion de los compuestos fenolicos.

Pa’g- m
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Tabla 2.14. Resumen de las referencias las fracciones ricas en compuestos fendlicos

Fraccion Tipo de Fraccion
Acetato de etilo/etanol 96°/agua
AEA-1 (Primera fraccion)
Acetato de etilo/etanol 96°/agua
AEA-2 (Segunda fraccion)
Acetato de etilo/etanol 96°/agua
AEA-3 (Tercera fraccion)
Acetato de etilo/etanol 96°/agua
AEA-4 (Cuarta fraccion)

El rendimiento del extracto rico en compuestos fendlicos con respecto a los extractos

iniciales, se determind con la siguiente formula:

R= YR, 100

Ei

Donde:
R = Rendimiento en %

Mer = Masa de la fraccion rica en compuestos fenolicos en g
MEei = Masa del extracto inicial en g

Harina de quinua
desengrasado

- Maceracion con EtOH 96°/H20
(80:20) por 24 horas
- Relacion 1:10 (peso/volumen)
- Filtrado
A

Extracto
Hidroalcohélico

(EHA-QIG)
- Mezcla de solventes: acetato de
etilo/etanol 96°/ agua (50:45:5)
- Relacion 1:10 (peso/volumen)
- Agitacion durante cinco horas a 50°C
- Filtrado
. Fraccion Rica en Compuestos
Residuo Fendlicos
‘ (AEA-1)
. Segunda Extraccion
Residuo (AEA2)
Residuo Tercera Extraccion
(AEA-3)

i—l—$

Cuarta Extraccion
(AEA-4)

Residuo

Figura 2.25. Proceso para la obtencion de los extractos hidroalcohdlicos y extractos ricos en compuestos
fendlicos
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2.4.5. Aislamiento del Flavonoide mayoritario

El aislamiento del flavonoide mayoritario de la QJG, se realizo a partir de la fraccion AEA-
1. Tomandose 14,0 g en total de AEA-1 y se realizd 7 columnas de cromatografia de

exclusion molecular para la obtencion de fracciones ricas en flavonoides.

2.4.5.1. Separacion de flavonoides por Cromatografia de Exclusion Molecular

Inicialmente se pesé 2,0 g de AEA-1, se disolvid en una mezcla de etanol 96°/agua (95:5) y
se paso por un filtro PTFE 0,2 um, para separar algunas impurezas, se sembroé en una columna
Sephadex LH-20, obteniéndose 60 fracciones en total, para su seguimiento se realizo placas
TLC, de las cuales se unié las fracciones similares y se obtuvo dos fracciones: fracciones Fl

sin flavonoides y FI1 con flavonoides.

Este proceso se repitid 7 veces obteniéndose finalmente 598.0 mg de una fraccion rica en

flavonoides (FII).
2,0 g del
EAEA-1

Separacion de
compuestos por
Sephadex LH-20

Fase movil:
etanol 96°/agua
(95:5)
Se obtuvieron
60 fracciones
Anaélisis TLC
Fraccion Fraccion
| 1]
\ 4 Y
No Concentrado de
flavonoides flavonoides

Figura 2.26. Proceso de la separacion de flavonoides por Sephadex LH-20

2.4.5.2. Aislamiento del Flavonoide por HPLC preparativa
La fraccion FII, fue sometida a una separacion mediante cromatografia HPLC-prep

Shimadzu (High Performance Liquid Chromatography-Preparative), que consta de una
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columna Restek Ultra C-18 de 5 umx100x 10 mm; un detector UV-Vis, modelo SPD-20 A,
la bomba es isocratica LC-20AP acoplado a un colector de fracciones. Para la separacion se
utilizé una mezcla isocratica de acetonitrilo/acido formico 0,1% (17:83) y un flujo de 4

mL/min.

e Se prepard la fraccion a una concentracion de 15 000 ppm (30.0 mg/2 mL), en
metanol grado HPLC, haciéndola pasar previamente por un filtro PTFE 0,2 um; se
inyectd manualmente volimenes consecutivos de 500 pl. ElI cromatograma se
observo a una longitud de onda de 280 nm, y se procede a recolectar las fracciones
correspondientes en un volumen aproximado de 3 ml. Este proceso se realizé para los
598.0 mg de la fraccion rica en flavonoides (FII)

e Mediante el analisis del cromatograma se determind que las fracciones de interés
eran: 4 (Tr=3.5-4.1 min), 5 (Tr=4.1-4.3 min) y 6 (Tr=4.3-4.5 min), debido a
presencia del flavonoide mayoritario de interés (Figura 2. 24). Luego se realizo el
andlisis de esas fracciones por placas TLC que mostraron el mismo Rf, sin embargo,

no se unieron y se pasaron a analisis por RMN.
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Figura 2.27. Cromatograma de las fracciones obtenidas por HPLC preparativa

2.4.6. ldentificacion del Flavonoide aislado por espectroscopia de RMN

Para identificar el flavonoide mayoritario, se pasaron las fracciones 4, 5y 6 a un analisis por
RMN !H, observandose que se trataba del mismo compuesto, por lo que se unieron las tres
fracciones, dando un peso de 23.6 mg y se realizaron espectros de RMN de H y 13C, para
esto se empled el equipo de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) Bruker de 300 MHz,

obteniéndose los siguientes resultados:
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Mauritianin (Kaempferol-3-O-(2,6-di-O-a-ramnopiranosil-B-galactopiranosido):
RMN!H (300 MHz, DMSO) Kaempferol: & 6.36 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-6), 6.14 (1H, d, J =
1.8 Hz, H-8), 8.03(2H, d, J = 10.2 Hz, H-2', H-6"), 6.85 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3', H-5)),
Sefiales importantes de los azucares: 6 Gal - 5.55 (1H, d, J = 7.2 Hz, H anomérico), Ram-
5.08 (1H, d, J = 6.6 Hz, H anomérico), 0.77 (3H, d, J = 6.6 Hz), Ram — 4.76 (1H, br s, H
anomérico), 0.97 (3H, d, J = 6.0 Hz).

RMN®C (75 MHz, DMSO) &: Kaempferol - 156.9 (C-2), 133.0 (C-3), 177.5 (C-4), 160.3
(C-5), 99.6 (C-6), 161.6 (C-7), 94.4 (C-8), 156.7 (C-9), 103.9 (C-10), 121.4 (C-1"), 131.2 (C-
2'), 115.5 (C-3"), 156.9 (C-4"), 115.5 (C-5'), 131.2 (C-6"), Gal - 100.5 (C-1"), 75.3 (C-2"), 74.8
(C-3"),70.9 (C-4"), 74.3 (C-5"), 68.9 (C-6"), Ram - 101.0 (C-1"), 71.1 (C-2"), 71.0 (C-3"),
73.7 (C-4™), 65.8(C-5"), 17.7 (C-6"), Ram - 99.5 (C-1""), 68.7 (C-2""), 68.6 (C-3""), 72.3
(C-4"), 65.2 (C-5"), 18.4 (C-6"").

2.4.7. Cuantificacion del Mauritianin

2.4.7.1. Curva de calibracion del compuesto mauritianin

La cuantificacion del compuesto se realiz6 en un equipo HPLC 1100 de Agilent Technologies
que consta de una bomba cuaternaria, un desgasificador de vacio continuo, un inyector
manual y un detector de arreglo de diodos (DAD). Las separaciones se llevaron a cabo a
40°C en una columna Agilent Eclipse Plus RP-C18 (250 mm de longitud x 4.6 mm diametro
interno y tamafio de particula de 5 um) con un filtro de precolumna de 0.5 um (Agilent
Technologies). Como fase movil se utilizdé un sistema binario, acetonitrilo (grado HPLC),
acido formico al 0,1% en agua ultra pura, basado en el método descrito por Pasko et al. (2008)
con algunas modificaciones. El agua previamente antes de usar, se filtra a través de un

sistema de filtracion de 0.45 um (Sartorius Stedim Biotech).

El volumen de inyeccion de las muestras fue de 25 pL, a un caudal de 1.0 mL/min. La fase
movil fue un sistema de disolvente binario que consiste en (C): Acido férmico 0.1% y (D):
Acetonitrilo. El gradiente de elucion aplicado fue: 95% Cy5% D de0Oa21l min.,75%Cy
25 % D de 22 a 31 min., 45% C y 55 % D de 32 a 35 min.. Los eluidos se detectaron a 360
nm.

La sefial del mauritianin fue determinado a 360 nm a un Tr=19.8 min.
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Figura 2.28. Cromatograma HPLC-DAD del mauritianin a 360 nm aun tiempo de retencion de 19.8 min.

Se realiz6 inicialmente una curva de calibracion, utilizando el mauritianin aislado de QJG.
Se prepar6 una solucién madre del analito a cuantificar (mauritianin) a 1 500 ppm en metanol
grado HPLC, se filtré con un filtro PTFE 0,2 um. de esta solucion madre se tomo alicuotas

para preparar soluciones de diferentes concentraciones de 25, 50, 75, 100, 125 y 150 ppm.

La curva de calibracion se obtuvo midiendo el area de cada pico correspondiente a cada
concentracion, obteniéndose una correlacion lineal de Area Vs Concentracion. La curva
elaborada (Figura 2.29.) sigue la ecuacion y = 8.6036x + 15.277 (R?=0.998), el coeficiente

de correlacion muestra una buena linealidad.
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Figura 2.29. Curva de calibracion del mauritianin
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2.4.7.2. Cuantificacion del compuesto mauritianin en los extractos hidroalcohdlicos de

las cuatro variedades de quinua y las fracciones ricas en compuestos fendlicos

La cantidad de mauritianin fue determinada utilizando la curva de calibracion descrita en el
anterior punto.

Se pesaron 30.0 mg de cada muestra en 5 mL de metanol, posteriormente se hizo pasar por
un filtro de 0.2 um y se inyect6 25 pl de la solucion. Luego, el area del compuesto con un
tiempo de retencion Tr=19.8 min., se registro por triplicado, en donde el promedio se uso
para el célculo de la cantidad de mauritianin en los extractos hidroalcohdlicos de las cuatro

variedades y las fracciones ricas en compuestos fendlicos.
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Figura 2.30. Cromatogramas HPLC-DAD de los 4 extractos hidroalcohélicos a 360 nm: A. EHA-QBR,;
B. EHA-QJG; C. EHA-QRR y D. EHA-QRN, en donde se observa el compuesto a cuantificar (Mauritianin)
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2.4.8. Determinacion de la Actividad Antitirosinasa in vitro de los extractos, fracciones
y del mauritianin

El ensayo de inhibicién de la Tirosinasa se llevo a cabo segun la metodologia descrita por
Momtaz et al. (2008) y Lim et al. (2009). La determinacion de la actividad antitirosinasa, se
realizé mediante un ensayo colorimétrico, enzimatico, que proporciona datos cuantitativos
mediante analisis espectrofotométrico, utilizando L-Tirosina como sustrato. Se determiné el
porcentaje de inhibicion de la Tirosinasa de las muestras (EHA-QJG, AEA-1, AEA-2, EHA-
QRB Mauritianin), utilizando 70 uL de la muestra (5.0 mg/mL de tampdn fosfato pH 6.5; 50
mM) con 30 pL de la enzima L-Tirosinasa (0.20 mg/mL de tampon fosfato pH 6.5; 50 mM)),
esta mezcla se agitd en un vortex y se incubd durante 60 min a 37°C, luego se adicion6 110
uL del sustrato L-Tirosina (3.6 mg/10 mL de tampdn fosfato pH 6.5; 2 mM), se agitd
nuevamente y se incub6 durante 15 min. mas a 37°C, la lectura de absorbancia se midi6 a
492 nm. Como control positivo se utilizd Acido Kojico, (5.0 mg/1mL de tampon fosfato pH
6.5; 50 mM) y como blanco de reactivo se usé tampén fosfato (pH 6.5; 50 mM). Los analisis
se realizaron por triplicado y el resultado se expres6é como valores promedio y su desviacion
estandar (DS)

El porcentaje de Inhibicion de la Tirosinasa, se determind con la siguiente formula:

Acontrol B Amuestra

I= * 100

Acontrol

Donde:
I = Inhibicion de la Tirosinasa en %
Acontrol = Absorbancia del blanco de reactivo

Amuestra= Absorbancia de las muestras

2.4.9. Determinacion del Contenido Fendlico Total de los extractos, fracciones y del

mauritianin

El contenido fendlico total en las muestras (EHA-QJG, AEA-1, AEA-2, EHA-QRB
Mauritianin), se determin6 mediante el método Folin-Ciocalteu en base a la metodologia de

Labiad et al. (2017) con ligeras modificaciones. Se tom6 10 uL de la muestra (30.0 mg/5mL
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de metanol para los extractos y 4.0 mg/5mL de metanol para el Mauritianin) con una mezcla
de 500 uL del reactivo de Folin Ciocalteu (1:10 v/v), 400 uL de carbonato de sodio al 7.5 %
(m/v) y 90 pL de agua destilada. Estd mezcla se agitd en un vortex y se incubd durante 15
min a 45°C y la absorbancia se midié a 765 nm. Los analisis se realizaron por triplicado y el

resultado se expresé como valores promedio y su desviacién estandar (DS)

Para la determinacién del contenido fendlico total, se construy6 una curva de calibracion con
Acido Galico a diferentes concentraciones: 40, 80, 120, 160 y 200 mg/mL en las mismas
condiciones mencionado anteriormente. La curva elaborada (Figura 2. 26.) sigue la ecuacion

y =0.0014x + 0.0027 (R?=0.999), el coeficiente de correlacion muestra una buena linealidad.
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Figura 2.31. Curva de calibracion del Acido gélico

Se estimo el contenido fendlico total a partir de la curva de calibracion de acido gélico.
y =0.0014x + 0.0027
Donde:
y = Absorbancia a 765 nm
x =mg EAG (Equivalentes de &cido galico)/mL de muestra
A partir de la ecuacién se determind los mg EGA, con la siguiente formula:

y—0.0027
0.0014
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2.4.10. Determinacion de la Actividad Antioxidante por el método ABTS de los
extractos, fracciones y del mauritianin

La actividad de barrido contra el radical cation ABTS®*(2,2'-azino-bis (4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) se midid de acuerdo al método propuesto por Tejeda et al.
(2008) con ligeras modificaciones. El radical cation ABTS®* se obtiene tras la reaccion de
ABTS (7 mM) con persulfato (2.42 mM), se almacend en oscuridad a temperatura ambiente
durante 12-16 h.. El dia del analisis, la solucion ABTS** se diluyé con etanol a una
absorbancia de 0.70 (£ 0.02) a 734 nm. Se preparo extractos y fracciones disolviendo 30.0
mg de cada uno en 5mL de metanol, y el mauritianin se preparo disolviendo 4.0 mg en 5 mL
de metanol. Para la medicion de la actividad, se agitaron 100 uL de la muestra con 1000 pL
de la solucion de ABTS**en un vortex y se registré la absobarcia a 734 nm.

Para la determinacion de la actividad antioxidante en base al Trolox, se construyé una curva
estandar del antioxidante de referencia, Trolox, a diferentes concentraciones: 100, 250, 500,
750 y 1000 uM en las mismas condiciones mencionado anteriormente. La curva elaborada
(Figura 2. 26.) sigue la ecuacién y = -0.0005x + 0.6512 (R?=0.998), el coeficiente de

correlacion muestra una buena linealidad.

0,7
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Figura 2.32. Curva de calibracion del Trolox

Se estimé la cantidad Trolox a partir de la curva estandar de Trolox.

y =-0.0005x + 0.6512
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Donde:
y = Absorbancia a 765 nm
X = umol (uM) ET (Equivalente de Trolox)
A partir de la ecuacién se determind los umol ET, con la siguiente formula:

0.6512—y
0.0005

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Analisis fitoquimico preliminar

El extracto hidroalcohélico (24 horas) de la variedad Jacha Grano, fue sometido al analisis
fitoquimico preliminar, que son pruebas cualitativas de color y/o precipitacion, las mismas

que detectan la presencia de grupos de metabolitos.

Tabla 2.15. Estudio fitoquimico preliminar del extracto hidroalcohdlico de la Quinua Jacha Grano

Ensayo Metabolito Extracto
hidroalcoholico

Fehling Azucar reductor (++)

Liberman Buchard Triterpenos y (+4)
esteroides

Fenolicos Cloruro férrico (++)

Espuma Saponinas (+4)

Ninhidrina Proteinas (-)

Kedde Glicosidos (+)
cardiotonicos

Keller-Killani Glicosidos (+)
cardiotonicos

Mayer Alcaloides (-)

Shinoda Flavonoides (+)

Acetato de plomo Taninos (++4)

(+++) presencia abundante, (++) presencia moderada, (+) presencia escasa, (+), sin presencia (-)

Como se observa en la Tabla 2.15., los resultados del analisis fitoquimico preliminar, muestra
que el extracto tiene en gran cantidad taninos, una presencia moderada de compuestos
fenolicos, triterpenos y esteroides, saponinas y azlcares reductores una presencia escasa de
flavonoides y glicosidos cardiotonicos, y finalmente no cuenta con la presencia de proteinas

y alcaloides.
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2.5.2. Obtencidn de extractos

2.5.2.1. Extracto Hidroalcoholico (EHA) de las variedades de Quinua

El proceso de extraccion comenzd con la separacion de las grasas con éter de petroleo del
material seco pulverizado (harina) como se describe en la seccion de metodologia en el
apartado 2.4.4.1., seguido de una maceracion con EtOH 96°/H,O (80:20) durante 24 h a
temperatura ambiente, descrita en la metodologia en el apartado 2.4.4.2..Se determind el
rendimiento de extraccion, inicialmente se registro el peso seco del extracto., determinandose

asi los siguientes valores que se muestran en la Tabla 2.16.

Tabla 2.16. Rendimiento de las extracciones hidroalcohdlicas para las dos variedades de quinua

Variedad de Peso extracto Rendimiento
Quinua hidroalcohélico seco %
(9)
QJG 86.3 5.8
QRB BY 3.7
QRR 4.5 5.0
QRN 4.2 4.6

Con respecto a los resultados obtenidos, se observa que el EHA-QJG, presenta mayor
rendimiento (5.8 % con respecto a 3.7 - 5.0 % para las otras quinuas), ademas fue la variedad
con mayor cantidad de materia prima, 1591 g respecto a las otras variedades de Quinua Real,
alrededor de 100 g. Entonces, la QJG fue elegido para obtener las fracciones ricas en

compuestos fenolicos y para el aislamiento del flavonoide mayoritario.

La maceracién hidroalcohdlica puede conducir a la extraccion de algunos metabolitos
primarios, como azUcares y proteinas, oligoelementos y metabolitos secundarios polares,

como saponinas y flavonoides glicosilados.

2.5.2.2. Fracciones Ricas en Compuestos Fendlicos de la variedad Quinua Jacha Grano
Los flavonoides glicosilados son menos polares, por lo que para obtener una fraccion rica en
flavonoides glicosilados se realizaron extracciones sucesivas con una mezcla de
EtOAC/EtOH 96°/ H>0 (50:45:5) como se describe en el apartado 2.4.4.3..Se obtuvo cuatro

fracciones (Tabla 2.17.), determinandose los pesos y rendimiento de extraccion.
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Tabla 2.17. Rendimiento de las extracciones a partir del extracto hidroalcohélico (24 horas) de la variedad

QJG
Extraccion Peso inicial antes Peso final después  Rendimiento
de la extraccion de la extraccion %
(9) (9)
AEA-1 86.3 19.9 23.1
AEA-2 66.0 12.4 18.8
AEA-3 53.2 9.2 17.3
AEA-4 42.2 2.2 5.2

H,SO, al 5%
Figura 2.33. Placa TLC de las cuatro extracciones: 1) AEA-1; 2) AEA-2; 3) AEA-3; 4) AEA-4

En la Figura 2.33., claramente se observa, la presencia de compuestos fendlicos en estas
fracciones, donde se observo que los compuestos fenolicos estan presentes principalmente
en la primera fraccion (AEA-1), en la segunda fraccion (AEA-2) hay un poco y en la tercera
(AEA-3) y cuarta fraccion (AEA-4) no hay nada. Por lo tanto, se decidio aislar el flavonoide

mayoritario de la primera fraccion.

2.5.3. Aislamiento del Flavonoide mayoritario

2.5.3.1. Separacion del flavonoide por cromatografia de exclusién molecular

El procedimiento se describe en el apartado 2.4.5.1. La fraccion AEA-1 se sometid a una
cromatografia de exclusion molecular (Sephadx LH-20), donde las primeras fracciones que
no son flavonoides se separaron de las Ultimas fracciones con flavonoides, obteniéndose 60
fracciones, las cuales fueron analizadas por TLC, y se uni6 las fracciones similares y se
obtuvo 2 fracciones en total de las agrupaciones, como se muestra a continuacion en la Figura
2.31.
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HzSO4 al 5%

Figura 2.34. Placas TLC de las fracciones obtenidas por cromatografia de exclusion molecular: 1) Fraccion |
(No flavonoides); 2) Fraccion Il (Concentrado de flavonoides)

Tabla 2.18. Pesos de las fracciones obtenidas por cromatografia de exclusion molecular

Tipo de Fraccion

Fraccion (mg)
Fl 180.2
Fll 598.0

2.5.3.2. Aislamiento del Flavonoide por HPLC preparativa

Como se describe el procedimiento en el apartado 2.4.5.2., la fraccion Fll se sometio a una
cromatografia HPLC preparativa, donde se obtuvieron tres fracciones (4, 5 y 6) de interés,
por corresponder al pico del compuesto mayoritario. Las tres fracciones fueron analizadas en
placas TLC (Figura 2.28), corroborandose que las tres fracciones tienen el flavonoide de

Interes.
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Figura 2.35. Cromatograma obtenido en el HPLC preparativo de la Fraccién rica en flavonoides y placas
TLC de las fracciones de interés
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Adicionalmente, se realizo los espectros de RMN de las tres fracciones, que confirmé que
se trataba del mismo compuesto. Por lo tanto, se procedid a unir las tres fracciones,

obteniéndose 23.6 mg del flavonoide mayoritario aislado (Figura 2.33) con un rendimiento

Pi I
‘ | [ !

H,S0O, al 5%, FeCl; al 5%
Figura 2.36. Flavonoide aislado y sus placas TLC

2.5.4. Identificacion del Flavonoide aislado

El flavonoide mayoritario, se identifico como Mauritianin (Kaempferol-3-0-(2,6-di-O-a-
ramnopiranosil-p-galactopiranosido) usando un analisis espectroscopico de RMN vy
comparacion con datos bibliogréficos.

El mauritianin es un flavonoide glicosilado con un Kaempferol como genina y tres
monosacaridos, unidos al C-3 a través del enlace O-glicosidico. Este compuesto ha sido
reportado previamente en otras variedades de quinua, como uno de los principales
flavonoides (De Simone, 1990). Asi, el espectro de RMNH mostro claramente la genina
(Kaempferol) (Anexo..) observandose dos protones aromaticos acoplados en meta a 6 6.36 d
y 6.14 d (J = 1.8 Hz), correspondientes a los protones H-6 y H-8, y un sistema aromatico
para-di sustituido con dos dobletes acoplados en orto cada uno para dos protones a é 8.03
(2H, d, J =10.2 Hz, H-2', H-6") y 6 6.85 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3', H-5'), correspondiente al
anillo B. Ademas, se distinguen 3 protones anoméricos de tres monosacaridos unidos a la
posicion C-3 del Kaempferol a 6 5.55 d, 5.08 d y 4.76 d, y dos metilos a 6 0.77 (d, J = 6.6
Hz) y 0.97 (d, J = 6.0 Hz), que hacen pensar que dos de los monosacaridos son ramnosas,
gue son metilpentosas, que normalmente se encuentran como ramnopiranosa, todo lo cual

esta de acuerdo con la estructura del Mauritianin (Figura 2.34)
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Figura 2.37. Estructura del Mauritianin

El espectro de RMN *3C, con respecto a la aglicona (Kaempferol), presenta las siguientes
sefiales: se observa 15 sefiales de carbono, caracteristica del esqueleto tipo flavonoide, entre
94.4y 177.5 ppm, se observa la caracteristica sefial del grupo carbonilo (C=0) a é 177.5, que
corresponde al C4, adicionalmente se encuentran las sefiales de los carbonos sustituidos por
oxigeno, como el C4' del anillo B aun desplazamiento de 156.9 ppm, asi mismo, los carbonos
C5 y C7 del anillo A a 6 160.3 y 161.6, respectivamente y el C3 a & 133.0, cuyo
desplazamiento se ve afectado por el grupo carbonilo vecino. La parte glicosidica (-3-O-(2,6-
di-O-a-ramnopiranosil-f-galactopiranosido), se encuentra como O-glicosido unido al C3,
como se puede determinar por el acoplamiento a larga distancia entre el proton anomérico
H-1” con el C3. Finalmente, todas las sefiales fueron comparadas con datos bibliogréficos

(Tabla 2.19), confirmando que el flavonoide aislado es el Mauritianin.




Nancy Alejandra Navia Coarite

Tabla 2.19. Desplazamientos de *C-RMN del Mauritianin

N°de C d1C~* § 13C**
ppm ppm
Aglicona
2 156.9 158.7
3 133.0 1345
4 1775 179.5
5 160.3 163.2
6 99.6 99.8
7 161.6 165.7
8 94.4 94.7
9 156.7 158.5
10 103.9 105.9
1 121.4 123.1
2' 131.2 132.3
3 115.5 116.2
4 156.9 161.3
5' 115.5 116.2
6' 131.2 132.3
3-Galactosil
1" 100.5 100.9
2" 75.3 77.6
3" 74.8 75.8
4" 70.9 70.7
5" 74.3 75.3
6" 68.9 67.1
2-Ramnosil
R 101.0 102.7
2" 71.1 72.5
3" 71.0 72.3
4" 73.7 74.1
5" 65.8 69.9
6" 17.7 17.6
6-Ramnosil
IR 99.5 101.9
2" 68.7 72.1
3 68.6 72.4
4 72.3 73.9
5 65.2 69.7
6"" 18.4 18.0

*) Experimental en DMSO 75MHz, **) Referencia en CD3OD 100MHz (Hirose, 2010)
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A continuacion, se muestra las caracteristicas del mauritianin:

F

L

Mauritianin

Caracteristicas Mauritianin

Nombre Quimico Mauritianin
Nombre Comercial Kaempferol-3-0-(2,6-di-O-a-ramnopiranosil-f-

galactopiranosido
Aspecto Polvo solido, amarillo

Formula Molecular C33H40019

Peso Molecular 740.7 g/mol

Solubilidad Soluble en Metanol, etanol, DMSO

2.5.5. Cuantificacion del compuesto mauritianin en los extractos hidroalcoholicos de las
cuatro variedades de quinua y las fracciones ricas en compuestos fendlicos

Se cuantifico el mauritianin en las cuatro variedades de quinua, asi como en extractos,
fracciones ricas en compuestos fenolicos (Tabla 2.20), mediante el metodo descrito en el
apartado 2.4.7.1. de la parte experimental, que permite identificar el flavonoide glicosilado a

un tg de 19.8 min.

Tabla 2.20. Contenido del mauritianin en granos de quinua, extractos y fracciones ricas en compuestos

fendlicos
Variedad Contenido de Contenido de mauritianin
Extracto (Ex) o e .
de Fraccion (Fr)* mauritianin en Ex o en grano de quinua
Quinua* Fr (mg/g peso seco)* (mg/100 g peso seco)*
QJG EHA 2.48 +0.02 0.13+0.02
AEA-1 5.12 +0.04
AEA-2 3.63+0.01
QRB EHA 3.34+0.07 0.16 + 0.07
QRR EHA 4.46 +0.02 0.20 £ 0.02
QRN EHA 4.04 +0.04 0.17 £0.04

*Promedio de tres repeticiones (n=3) + desviacion estandar
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Como se muestra los resultados en la Tabla 2.20., se puede observar que en las variedades de
Quinua Real del Altiplano Sur (QRB, QRN y QRR) hay una mayor concentracion de este
flavonoide que en la variedad del Altiplano Central QJG. La concentracion mas alta se
observa en la QRR, lo cual es consistente con la consideracion de que los flavonoides
participan en la coloracion de las plantas. Ademas, se observa que la fraccién rica en

compuestos fenolicos, AEA-1, tiene la concentracion mas alta de mauritianin.

Por lo tanto, se tiene el siguiente orden decreciente, con respecto a la cuantificacion del
mauritianin en los extractos hidroalcohdlicos de las cuatro variedades de quinua y las
fracciones ricas en compuestos fenolicos: AEA-1>EHA-QRR >EHA-QRN>AEA-2> EHA-
QRB>EHA-QJG.

2.5.6. Evaluacion de la Actividad Antitirosinasa in vitro de los extractos, fracciones y

del mauritianin

Se obtuvieron los siguientes resultados con respecto al porcentaje de Inhibicidon de la

Tirosinasa de los extractos, fracciones y del mauritianin.

Tabla 2.21. Porcentaje de Inhibicion de la Tirosinasa, de los extractos, fracciones y del mauritianin

Muestra Inhibicion de la Tirosinasa
%

Acido Kajico (control) 92.44 +0.03
EHA-QJG 48.69 + 0.04
EAEA-1 69.89 + 0.02
EAEA-2 62.84 +0.01
EHA-QRB 58.70 £ 0.04
Mauritianin 74.73 £0.02

*Promedio de tres repeticiones (n=3) + desviacion estandar

La Tirosinasa es la enzima limitante de la velocidad de la biosintesis de los pigmentos de
melanina, responsables de la coloracién de la piel, el cabello y los ojos, asi como el dorado
de los alimentos. Los inhibidores de la Tirosinasa tienen un buen potencial tanto
dermatol6gicamente como en el procesamiento de alimentos, por lo que pueden ser
clinicamente Utiles para el tratamiento de algunos trastornos dermatoldgicos asociados con
la hiperpigmentacion, debido a la alta produccion de melanina; asi como en cosmética para

despigmentacion después de quemaduras (Almeda, 2015). El Acido Kojico se utilizé como

Pag.
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control positivo, ya que muestra una alta inhibicion de esta enzima (Almeda et al., 2015;
Bochot et al., 2014). La Tabla 2.21. muestra que el porcentaje de inhibicién de la Tirosinasa
del mauritianin es comparable al acido kdjico, aunque algo menor, y la fraccion AEA-1

también es interesante.

Segun estudios realizados por Kim-Uyana (2005) y Lee et al. (2016), algunos flavonoides,
como el kaempferol, la quercetina y la morina, mostraron una actividad inhibidora de la
tirosinasa. Los estudios mostraron que los flavonides que contienen un grupo a-ceto muestran
una potente actividad inhibidora de la Tirosinasa (Kim y Uyana, 2005). Esta capacidad de
inhibicion puede explicarse en términos de similitud entre el grupo dihidroxifenilo en L-
DOPA vy el grupo a-ceto en flavonoides. Pero, la actividad de algunos flavonoles que poseen
un resto 3-hidroxi-4-ceto, como el kaempferol y la quercetina, parece estar relacionada con
su capacidad para quelar el cobre en el sitio activo, lo que lleva a una inactivacion irreversible
de la Tirosinasa. Los derivados de 3-O-glicosidos no mostraron actividad. Sin embargo,
aunque el grupo hidroxilo en C-3 de alguna manera se relaciona con la actividad, puede no
ser esencial porque varias flavonas, como luteolina y luteolina 7-O-glucésido, que carecen
de este grupo 3-hidroxilo (Badria y El Gayyar, 2001), o 3-O-glic6sidos como la quercetina-
3-0-(6-0O-malonil)-pB-D-glucopiranosido y kaempferol-3-O-(6-O-malonil)-B-D-
glucopiranosido (Yang et al., 2012), todavia mostraron actividad de inhibiciéon de la
Tirosinasa, pero con otros mecanismos de inhibicion, principalmente asociados con grupos
hidroxilo fenolicos que podrian formar un enlace de puente de hidrogeno con aminoacidos
del sitio activo de la Tirosinasa (Yang et al., 2012; Salleh et al., 2014). EI mauritianin y la
fraccion rica en compuestos fenolicos AEA-1, mostraron un interesante potencial como
inhibidores de la Tirosinasa, pero se necesita mas estudios para demostrar su utilidad en este

campo.

Por lo tanto, se tiene el siguiente orden decreciente, con respecto a la Inhibicion de la
Tirosinasa: Acido Kojico > Mauritianin > EAEA-1 > EAEA-2 > EHA-QRB > EHA-QJG.
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2.5.7. Evaluacion del Contenido Fendlico Total (Folin-Ciocalteu) y la Actividad

Antioxidante (ABTYS) in vitro de los extractos, fracciones y del mauritianin

Se obtuvieron los siguientes resultados con respecto a la actividad antioxidante de los

extractos y del Mauritianin.

Tabla 2.22. Cuantificacidn del contenido fendlico total y la actividad antioxidante en extractos, fracciones y

mauritianin
Muestra Folin-Ciocalteu ABTS
(mg EAG/g peso seco)*  (uM ET/g peso seco)*

EHA-QJG 131.150 £ 0.001 446.04 £ 0.02

EAEA-1 246.084 + 0.007 569.21 £ 0.01

EAEA-2 240.265 + 0.010 563.49 £ 0.01
EHA-QRB 140.439 = 0.004 455.91 £ 0.04
Mauritianin 826.687 + 0.008 1141.38 + 0.03

*Promedio de tres repeticiones (n=3) + desviacion estandar

Los derivados radicales del oxigeno (ROS) son los radicales libres mas importantes en los
sistemas bioldgicos y los subproductos nocivos generados durante las funciones celulares
normales. EI aumento de la ingesta de antioxidantes naturales puede ayudar a mantener un
estado antioxidante tolerable. Los compuestos fenolicos y en particular los flavonoides son
uno de los grupos méas importantes con inhibicion de los radicales libres. (Sarian et al. 2017).
En este sentido, se evalud los contenidos fendlicos totales por Folin-Ciocalteu, y la inhibicién
de los radicales libres por el método ABTS. La Tabla 2.22. muestra que la mayor cantidad
de equivalentes de acido galico (EAG) se encuentra en el mauritianin, esto se esperaba,
porque es un compuesto puro, tiene tres grupos hidroxilo fendlicos en su estructura. Las
fracciones AEA-1 y AEA-2 muestran una mayor concentracion de fenoles que los extractos
EHA, esto demuestra que el proceso para obtener fracciones ricas en compuestos fendlicos
fue exitoso. Finalmente, observamos que la concentracion de fenoles en QRB es mayor que
en la QJG, lo que también puede contribuir al amargor de la quinua real. Con respecto al
método ABTS, el mauritianin también es el que presenta la mayor actividad inhibitoria de
los radicales libres, lo cual estd de acuerdo con estudios previos, donde ya se demostré que
este compuesto tiene propiedades antioxidantes debido a su capacidad para inhibir los
radicales libres. Numerosos estudios han demostrado que el kaempferol y algunos de sus

glicdsidos tienen actividad antioxidante, no solo in vitro, sino también in vivo, esos estudios
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han demostrado que la presencia de un doble enlace en C2-C3 junto con un grupo oxo en C4,
y la presencia de grupos hidroxilo en C3, C5 y C4", son caracteristicas estructurales
importantes involucradas en la actividad antioxidante del kaempferol (Sarian et al. 2017;
Cid-Ortega, Monroy-Rivera, 2018). El mauritianin tiene todas esas caracteristicas
estructurales, excepto el grupo OH en C-3, por lo que probablemente su actividad
antioxidante es algo menor que la del kaempferol, pero eso se tiene que confirmar. Ademas,
también es interesante observar que la fraccion AEA-1 muestra interesantes propiedades
antioxidantes, que aumentan las propiedades funcionales de estas variedades de quinua. Pero
también, se necesita mas estudios para probar la efectividad de la fraccion AEA-1 vy el
mauritianin como antioxidantes, utilizando otros métodos antioxidantes in vitro e in vivo.

Por lo tanto, se tiene el siguiente orden decreciente, con respecto al contenido fendlico total
y la actividad antioxidante: Mauritianin > EAEA-1 > EAEA-2 > EHA-QRB > EHA-QJG.

2.6. CONCLUSIONES

e Se estudid tres variedades de Quinua Real (QRB, QRN, QRR) del Altiplano Sur y
una variedad de grano grande (QJG) del Altiplano Central.

e Con el estudio fitoquimico preliminar del EHA-QJG, se verifica la presencia de
compuestos fendlicos y los flavonoides, que son compuestos de estudio de interes,
también se verifica la presencia de otros metabolitos, como, saponinas, glicésidos
cardiotdnicos, triterpenos y esteroides.

e Con respecto a los resultados de las extracciones hidroalcohdlicas, se obtuvo un
mayor rendimiento en la QJG (5.8%), que en las variedades de quinua real (3.7 %
QBR, 5.0 % de la QRR y 4.6 % de la QRN)

e Para la obtencién de fracciones ricas en compuestos fendlicos, se realizd extracciones
sucesivas con acetato/etanol 96°/agua del EHA-QJG, obteniendo dos fracciones con
los componentes de interés, AEA-1 (rendimiento de 23.1 %) y EAEA-2 (rendimiento
18.8 %)

e De la fraccion EAEA-1, se aislo el flavonoide mayoritario de la quinua, mediante
HPLC-prep, identificandolo por Espectroscopia de RMN, y comparacion
bibliografica de los desplazamientos con respecto a datos bibliograficos
(Kaempferol-3-0-(2,6-di-O-a-ramnopiranosil-p-galactopiranosido)
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e Se cuantifico el Mauritianin por un método HPLC analitico, en los extractos
hidroalcohdlicos y las fracciones enriquecidas en fendlicos, AEA-1 y AEA-2, de las
tres variedades de quinua (Blanca, Roja y Negra) del Altiplano Sur y en la variedad
QJG del Altiplano Central, determinandose una presencia mayoritaria en AEA-1
(5.12 mg/g AEA-1) y mayor presencia en las variedades de quinua real (3.34 — 4.6
mg/g EHA) que en la QJG (2.48 mg/g EHA), observandose una mayor concentracion
en las variedades de quinua real que en la QJG, en particular en la QRR y en la QRN,
lo cual es consistente con la funcion de coloracion de los flavonoides y el amargo de
estas variedades.

e Seevalud laactividad antioxidante (contenido fendlico total y ABTS) y antitirosinasa
(tirosinasa de hongos) de los EHA, fracciones ricas en fenoles y del mauritianin , el
mauritianin mostro una importante actividad antitirosinasa (74,73 %l a 1,67 mg/ml)
y antioxidante (826.68 mg GAE/gy 1141.38 uM trolox/g), asi como la fraccion AEA-
1 que muestra un 69.89 %l de la enzima tirosinasa y significativa actividad
antioxidante (246.08 mg GAE/g y 569.21 uM trolox/g), lo cual sugiere que estos
productos tienen una potencial aplicacion en dermatoldgica, cosmética y en el

procesamiento de alimentos.

2.7. RECOMENDACIONES

- Se recomienda realizar la actividad antioxidante por otros métodos, como FRAP y
DPPH, para realizar la correlacion de los métodos.
- Se recomienda trabajar con las demas variedades de quinua, por el contenido de

compuestos fenolicos, estos podrian tener diferentes actividades biologicas.
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ANEXO 1.1. METODOS PARA ANALISIS PROXIMAL

Anexo 1.1.1. Determinacion de Humedad

NORMA BOLIVIANA NI 312026

5 varledades do los granos do quinua bruta, quinua
rivados,

NB 312003

Nofinicion
NB 312004 ' o

Wsificacion y requisitos
4 DEFINICIONES

Para los fines consiguientes, b
41 Humedad

Se considera como humedad g

. _ contonida en los granos de
quinua, la que pierde cuando s

rminada.

5 METODO DE ENSAYO
51 Principio del Método

Se basa en la determinacién gravimétrica de la
hasta masa constante en una estufa de aire.

uestra desecada
5.2 Equipos y Materiales
Los equipos y materiales necesarios son detallados a cont
5.2.1. Balanza analitica

Con una sensibilidad de 0,1 mg

5.2.2 Molino de cereales

Molino de cuchillas apropiado. Si no se cuenta con el molino puede utili
porcelana.

5.2.3 Estufa de secado

Estufa con circulacion de aire y regulacion de la temperatura.

1



NB 312026

i"inio con tapa y fondo plano de 40 mm de diametro para 5 g de muestra o
O para 10 g de muestra. Pesa substancias de vidrio con tapa esmerilada.

larte o desecante.

alcio por su insuficiente capacidad de absorcién de agua.

el manipuleo de los pesa substancias.
6

Una vez obtenidd
rapidamente para evig

Espotidiente seglin NB 052 realizar la molienda
molerse hasta alcanzaNUiEz

el contenido de humedad, la muestra debe
tria uniforme.

7
El anélisis se realizara simulta
= Secar en la estufa a 104

respectivas cubiertas, des
seguidamente pesar los reds

0S pesa substancias con sus
ambiente en el desecador,

= En los recipientes ya tarad@SSpeScaieaetOINE
preparada, extenderla uniformemente sQhre doda la g
destapados dentro de la estufa previa '

durante 3 h.

de muestra previamente
ar los pesa substancias
asi como las tapas,

= Para refirar de la estufa los pesa substancia
cubiertas, se los transfiere al desecador y se pegg
temperatura ambiente, toda operacion de trasladoRg
con pinzas, evitando en lo posible el contacto con la

sus respectivas
a alcanzado la
er efectuada

« Repetir el secado nuevamente por una hora en las mig
vez enfriadas las muestra volver a pesar.

» Se repite este proceso hasta que la diferencia de entre d
constante.

« No se debe colocar al mismo tiempo las muestras himedas |
secas, debido a la absorcion de la humedad del ambiente por las m

8 EXPRESION DE RESULTADOS

El contenido de humedad presente en la muestra de quinua se expresa en §
masa y se calcula mediante |a siguiente formula:
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M- M,

H = *100
MI—MQ

°N % (en masa)

las dos determinaciones realizadas
las dos determinaciones no debe ser mayor a 0,2 %, si
ZBeNsayo debera ser repetido.

alquier otra identificacion que caracterice

A 82 de la muestra seca hasta el
segundo decimal,

Indicar cualquier mo if|Ga BN el método, y las razones
teécnicas para dichos cafi

10 BIBLIOGRAFIA

La presente norma fue elaboradaie

Official Methods of Analysis of the ASSBRIETER SUCTEEREENA Cal Chemirts “AOAC".
USA : {
Met 945.15 16" Ed.

Manual de métodos de analisis fisico-quimicqag
Instituto de Salud Publica de Ghile
Julio, 1998,



Anexos 1.1.2. Determinacion de Cenizas

NORMA BOLIVIANA NB 312030

grano — Determinacion de cenizas
determinar el contenido de cenizas en los granos de quinua.

variedades de los granos de quinua bruta, quinua
erivados.

NB 052 : A
NB 312003 VE : efiniciones |
NB 312004 : (HUaseniarans Asificacion y requisitos [
4 DEFINICIONES 1

Para los fines consiguientes defg dgtiente definicion:

4.1 Ceniza

Es el residuo inorganico o mingie calcinacion de la muestra de

granos de quinua.
5 METODO DE ENSAYO
5.1  Principio del método

El método se basa en la destruccion de la m n la quinua por

calcinacion y determinacion gravimétrica del residu
52 Equipos y Materiales

Los equipos y materiales necesarios son detallados a cont
5.2.1 Balanza analitica

Con una sensibilidad de 0,1 mg.

5.2.2 Molino de Cereales

Molino de cuchillas apropiado. Sino se cuenta con el molino puede utili
porcelana.



NB 312030
la eléctrica

BRI stema regulador de temperatura de 0 2C a 1000 ¢C.

Qila 0 manta calefactora para realizar la precalcinacion.

SEHORO desecante.

No es recom SUaBIGIBRISERISIBIBIS M SalBiEm o su insuficiente capacidad de absorcion de agua.

Pueden ser de pX platino de 3 cm de diametro y si es posible con

sus respectivas cURBEES

5.2.7 Pinzas

Pinza metalica de brazo |3§g ® crisoles a alta temperatura de

la mufla.

Pinzas metalicas de brazo as capsulas o recipientes a

temperatura ambiente.

6 PREPARACION DE LA

2 realizar la molienda

Una vez obtenida fa muest
edad, la muestra debe

rapidamente para evitar cambiSS P
molerse hasta alcanzar una harina de gran

6.1 Preparacién de los crisoles

Los crisoles o capsulas limpios deben ser previam eratura de 550
°C a 600 °C en la mufla durante 15 minutos, se jan enfriar a
temperatura ambiente en el desecador y se pesan al 0,

7 PROCEDIMIENTO

El andlisis se realizard simultaneamente por duplicado. Pe
muestra en los crisoles previamente preparados y tarados col
uniformemente la muestra y realizar una precalcinacion en un
placa calefactora hasta la eliminacion de humos.

Colocar las cépsulas o crisoles en la entrada de la mufla, previamente
600 °C dejando la puerta abierta, cuando las muestras dejen de arder,
en el interior de ia mufla con ayuda de la pinza metalica de brazo lar
durante cuatro horas como minimo hasta que el residuo quede précti
griséceo, enfriar los crisoles en la mufla hasta que descienda la temperatura
200 °C y retirarlos de la mufla al desecador hasta que enfrien a temperatura am



NB 312030

en masa)

Mo [W&cio, en g
M, l§ean\ 1a porcion de la muestra de ensayo antes de
Ma = gorcion de ceniza de la muestra de ensayo

T.omar' como resultadOitias rpedieseritmeticassdemstacmmeios  determinaciones realizadas
simultdneamente, la difereg {Ghes no debe ser mayor de 0,2 %,
si dicha diferencia supera eS{e Jifatese: &Y do.

9 INFORME

En el informe debera indicarse
*» El nombre y/o nimerd i@entificacién que caracterice
correctamente la muestj

= El contenido debera expre
segundo decimal.

« Indicar cualguier modificacion que St
técnicas para dichos cambios.

8~ muestra seca hasta el

odo, y las razones

10  BIBLIOGRAFIA
La presente norma fue elaborada en base a las siguient

Oficial Methods of Andlisis of the Association of Oficial Ana

USA
Met 32.1.05 16" Ed.



Anexo 1.1.3. Determinacion de contenido de materia Grasa

NORMA BOLIVIANA NB 312027

grano - Determinaclén del contenldo de materla grasa

doterminar el conlenldo de materia grasa en los granos de

3

NB 052
NB 312003
NB 312004 g allieaalanaise quisitos

NB 312026 Cereales - b humedad
4 DEFINICIONES
Para los fines consiguientes de nte definicin:
4.1 Grasa

Las grasas naturales compren compuestos por ésteres

glicéridos de dcidos grasos asotieu®
5 METODO DE ENSAYO
51  Principio del método

La grasa cruda corresponde al residuo obtenido d cetra seca
homogenizada con éter de petrdleo, éter etilico o hexa

5.2 Equipos y Materiales
Los equipos y maleriales necesarios son detallados a continua
5.2.1. Balanza analitica

Con una sensibilidad de 0,1 mg



NB 312027

o de cereales

las apropiado. Sino se cuenta con el molino puede utilizarse un mortero de

aire y regulacion de la temperatura.

u insuficiente capacidad de absorcién de agua.

5.2.6 Hoinilla eléctr
Provista de un sistema de
5.2.7 Papel filtro
Whatman N2 2 de 150 mm de
5.3 Reactivos.

5.3.1 Eter de Petréleo, éter

Calidad p.a. (pueden utilizarse los reactivos
la prueba en blanco)

caso se debe realizar

6 PREPARACION DE LA MUESTRA

Una vez obtenida la muestra correspondiente S “ la molienda
rapidamente para evitar cambios apreciables en el co estra debe
molerse hasta alcanzar una harina de granulometria unifd

6.1 Preparacion del balén recolector de grasa

Secar los balones de extraccién en la estufa a 105°C durante 30
temperatura ambiente en el desecador y se pesan al 0,1mg.

7 PROCEDIMIENTO

Pesar al 0,img de 3 a 5 g de muestra en el papel filtro, envolviendo €
manera tal que se evite la pérdida de materia, nuevamente se envuelve e
en un segundo papel filtro siguiendo el método descrito en las figuras del Ane

Se introduce el cartucho preparado con la muestra en el extractor Soxhlet y s
balon recolector de grasa 200 ml de reactivo (éter de petroleo, etilico'o hexano).



accién por un tiempo de 5 a 6 horas, verificando que el solvente gotee desde
rante al centro dol cartucho a una velocidad no menor de 150 gotas por
mantener constante el volumen del solvente durante la extraccion
cantidades de solvente cuando se compruebe que parte del mismo se

destilacion.

n c:e recoleccion se lleva a la estufa a una temperatura de 100
a operacién hasta que su peso sea constante.

peratura ambiente en el desecador y pesar al 0,1 mg.

oo | bglén deben realizarse con al ayuda de una pinza
ible el contacto con las manos.

8

uestra de quinua se expresa, en porcentaje
e la siguiente férmula:

El contenido de mat
de masa de la muestra

donde:
EMG = Extracto
M, = Masa del Dai0
M2 = Masa del balén mas el obtenido en ¢.
M = Masa de la muestra ana

pes realizadas

Tomar como resultado la media aritmética d
or de 0,2 %,

simultineamente, la diferencia entre las dos determi
si dicha diferencia supera este limite el ensayo debe se

8.1 Utilizacién de solventes organicos de grado téc

En caso de utilizar solventes de calidad diferente a la
acompanados simultaneamente por una prueba en blanco, es de
de materia grasa se calcula con la siguiente formula:

(Mz— M|) = (Mo“ MJ)

EMG=
M



NB 312027

xtracto de materia grasa, en % (en masa)
sa del baldn de recoleccion vacio utilizado como blanco, en g.
2 del baldn de recoleccién vacio, en g.
el balén mas el extracto de materia grasa obtenido en g.
I balén mas las impurezas del solvente utilizado como blanco g.
a muestra analizada en g.
extracto de materia grasa obtenida, en g.
S impurezas del solvente, en g.

a, cualquier otra identificacion que caracterice

* El contenido
segundo decim
* Indicar cualquie
técnicas para dich

entaje de masa de la muestra seca hasta el

en el método, y las razones

10 BIBLIOGRAFIA

La presente norma fue elaboraq

Oficial Methods of Analisis of t emists “AOAC”

USA =
Vol 2, Met. 945.38 (see 920.39 C). 15 ™ Ed.

Manual de métodos de andlisis fisico-quimicos
Instituto de Salud Pdblica de Chile
Julio, 1998.



Anexo 1.1.4. Determinacion de Proteina

Quinua Real Blanca

Universidad Mayor de Say, Andrés

Facultad de Ciencias Pyyqg Y Naturales

Instituto de Ecologia

Laboratorio de Calidad Ambientaql
oo e

informe de Ensayo; MO 17716 Giionidid

INFORME DE ENSAYO EN MATERIA ORGANICA MO 17/16

Cliente:

Solicitante:

Direccion def cliente:
Procedencia de la muestra:

UMSA

Lic. Lily Salcedo Ontiz
Villa Copacabana. C/Samuel Oropeza # 1329
La Paz

Pravincia: Murillo
Departamento: La Paz
Laboratorio BO-2

Lic. Lily Salcedo Oriiz

28 de julio de 2016

10:00

03 de agosto de 2016

Del 03 al 15 de agosto. 2016
Harina de quinua

Punto de muestreo;

Responsable de) muestreo:

Fecha de muestreq;

Hora de muestreq:

Fecha de recepeion de la myestro:
Fecha de gjecucian del ensayo;
Caracterizacian de la muesiry;
Tipo de muestra:

Simple, 2 g

Envase: Viales

Cédigo LCA: 17-1

Cadigo original : Q1

Resultado de Analisis
Limite de 17 -1

Parametro™ Método Unidad determinacién Q1
Nitrégeno total ASPT-88 % 0,0030 24

Los resultados de este informe no deben ser modificados sin la autorizacién del LCA.
La difusion de Ios resultados debe ser en su integridad.

La Paz, agosto 18 de 2016

€c. Aren
JCHACA
itario: Calle 27, Cota Cota * Casilla 1007 Correo Central * Te!f/Fax: 2772522
CampusUnivgrSlf:f'|:-aC?e;ya';oo com - Web:lca.umsa.bo * La Paz- Bolivia
mail: Ica_ -

Nota: Proteina = Nitrégeno total x 6.25



Anexo 1.1.4. Determinacion de Proteina

Quinua Jacha Grano

Universidad Mayor de San Andrés
Facultad de Ciencias Puras y Naturales
Instituto de Ecologia

Laboratorio de Calidad Ambiental

LCa

Informe de Ensayo: MO 28/17 Pégina 2 de 12

INFORME DE ENSAYO EN HARINAS MO 28/17
Cliente: FACULTAD DE CIENCIAS PURAS Y NATURALES
UMSA
Msc. Lily Salcedo Ortiz
Cota Cota C/27, Instituto de Investigaciones Quimicas
No especificado
Provincia: Murillo
Departamento: La Paz
Instiluto de Investigaciones Quimicas
Msc. Lily Saleedo Ortiz
24 de novicmbre, 2017
11:50
24 de noviembre, 2017
Del 24 de noviembre al 07 de diciembre, 2017
Harina de Quinua Jacha
Simple

Solicitante:
Direccién del cliente:
Procedencia de la muestra;

Punto de muestreo:

Responsable del muestreo:

Fecha de muestreo:

Hora de muestrea:

Fecha de recepeion de 1a muestra
Fecha de ejecucion del ensayo:
Caracterizacion de la muestra:
Tipo de muesira;

Envase: Frasco de Vidrio 1g,
Cédigo LCA: 282
Cadigo original Harina Quinva Jacha
Resultado de Analisis
Limite de Harina Quinua Jacha
Parametro Método Unidad determinacion 28-2
Proteina cruda NFTA 3.1 % 0,0630 13

Los resultades de este informe no deben ser modificados sin la aulorizacidon del LCA.
La difusidn de los resultados debe ser en su integridad

La Paz, Diciembre 07 de 2017

ce:tuch. |
JCHLCA

iversitario: If /Fax: 2772522
Universitario: Calle 27 de Cota Cota, La Paz, Te‘ g
e Casilla Correo Central 10077, La Paz - Bolivia



Anexo 1.1.5. Determinacion de Fibra Cruda

NORMA BOLIVIANA NB 312028

n Grano ~ Determinaclon de Fibra Cruda

determinar el contenido de libra cruda de los granos de quinua.

variedades de los granos de quinua bruta, quinua
rivados.

NB 312003 efiniciones

NB 312004 ificacion y requisitos

NB 312026 RiRasisRde humedad

NB 312029 Cereales — bl contenido de materia

4 DEFINICIONES
Para los fines consiguientes de * ‘ g l@hte definicion:
41  Fibra Cruda

Es el residuo insoluble obtenidSEEESHEDoRNORSE e A una hidrélisis acida y
posteriormente a una hidrélisis basica.

5 METODO DE ENSAYO
5.1 Principio del Método

Es la pérdida de masa que corresponde a la inciner que queda
después de la digestion con soluciones de acido sodio en
condiciones especificas.

5.2 Equipos y Materiales

Los equipos y materiales necesarios son detallados a continuacid
5.2.1 Balanza Analitica
Con una sensibilidad de 0,1 mg.

5.2.2. Molino de Cereales

Molino de cuchillas apropiado. Si no se cuenta con el molino puede utilizarse u
porcelana.



NB 312028

5.2.6 Crisoles

De porcelana cuya ak gga un diametro de 1 mm.

5.2.7 Estufa de Secad
Con sistema para la regulach
5.2.8 Desecador

Provisto de un deshidratante o

NOTA.

No es recomendable el uso de cloruro de d

5.2.9 Mufla

agua.

Con un sistema regulador de temperatura de 5
5.2.10 Pinzas

Metdlicas, para el manipuleo de las capsulas o recipie
5.2.11 Papel pH

Que indigue el grado de acidez y basicidad.

5.2.12 Asbesto o amianto

Previamente tratado.

5.3 Reactivos

Los reactivos a utilizarse se detallan a continuacién



NB 312028

lna antiespumante
de acido sulftrico

partir de acido sulfirico concentrado calidad p.a.

Bf@endiente segin NB 052 realizar la molienda
& en el contenido de humedad, la muestra debe

rapidamente para &8
pmetria uniforme que pase por la malla de 1

molerse hasta alca
mm.

7 PROCEDIMIENTC

El analisis se realizara simulta

en su defecto pesar al 0,1 mg.

Desgrasar la muestra de ensa
psas segun la NB 312028.

2 g. de muestra proveniente de

un matraz Erlenmeyer de

Se transfiere la muestra junto [
0,255 N, unas gotas de

1000 ml y agregar 200 m! de |
antiespumante y perlas de ebu Mo
s en el sistema de

atraz Erlenmeyer
las paredes.

Proceder a la digestion a temperatura de e
reflujo evitando la formacién de espuma y agt
con un suave movimiento circular, para evitar que

el embudo
con agua
bn acida,

Una vez transcurridos los 30 minutos de digestion
Buchner el residuo filtrado debe ser lavado en el m
destilada caliente hasta que el agua proveniente de los |

El residuo sdlido obtenido de la hidrdlisis 4cida debe ser tr
Erlenmeyer en forma cuantitativa, con la ayuda de 200 ml
sodio 0,313 N caliente dejando en digestién nuevamente a temp
30 minutos. Agregar unas gotas de antiespumante si es necesari

Filtrar nuevamente a través del crisol de Gooch preparado con ami
debe ser lavado en el mismo sistema de filtracion con agua destilada
agua proveniente de lavados no presente reaccion basica.

El residuo de la digestién 4cida basica debe ser lavado con etanol, en el mi
filtracion.



NB 312028

soles de Gooch en la estufa a 130°+ 2 °C durante 2 h, retirar de la estufa y dejar
peratura ambiente en un desecador y pesar al 0,1 mg.

s en una mufla e incinerar a temperatura de 600° = 15 °C, calcinar hasta
fle las particulas carbonosas (cenizas blancas). Retirar los crisoles de la
temperatura ambiente en el desecador y pesar inmediatamente con

determinaciones realizadas
o debe ser mayor a 0,2 %, si
ido.

Tomar como resultado la
simultaneariente, la diferencia
dicha diferencia supera este li

9 INFORME
En el informe debera indicarse:

= El nombre y/o niimero de muestra,
correctamente la muestra.

= El contenido debera expresarse en porce ra seca hasta el
segundo decimal.

* Indicar cualquier modificacién que se haya
técnicas para dichos cambios.

ion que caracterice

las razones

10 BIBLIOGRAFIA
La presente norma fue elaborada en base a las siguientes refe
Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytica
USA 1990

Met. 945.38 (see 962.09 E) 15" Ed.

Manual de métodos de andlisis fisico-quimicos de alimentos, aguas y su

Instituto de Salud Ptblica de Chile
Julio, 1998.

Anexo 1.1.6. Determinacion de Hidratos de Carbono



NORMA BOLIVIANA NB 312031

RN grano — Determinacion de hidratos de carbono

B\determinar el contenido de hidratos de carbono en los granos de

Esta normd

varied i i
beneficiada, ¢ ades de los granos de quinua bruta, quinua

vados.

3

NB 052
NB 312003

NB 312004 Cereales

4 DEFINICIONES

Para los fines consiguientes de 8l ente definicion:

4.1 Hidratos de carbono

ia% organicas no nitrogenadas

Se define como hidratos de cg 3
ehla celulosa, pentosanos,

como los almidones, dextringg
pectinas, gomas y olros.

5 METODO DE ENSAYO

51  Principio del método

Determinacién indirecta de la diferencia de 100 de |2 GELHIEBE Ben masa seca

de las proteinas totales, fibra cruda, materia grasa, ce

6 PROCEDIMIENTO

Una vez obtenidos los resultados de proteinas totales, fibra
humedad, se realiza el calculo indirecto de la diferencia de
porcentajes de los parametros mencionados anteriormente.

La cifra obtenida se considera el porcentaje de hidratos de carD
muestra de quinua.

8 EXPRESION DE RESULTADOS

esentes en la muestra de quinua SEENEL

E| contenido de hidratos de carbono pr
lcula mediante la siguiente férmula:

porcentaje del peso de la muestra y se ca
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HC = 100~ (P + EMG +FC +C + H)

Hidratos de carbono, en % (en masa)
Proteinas, en % (en masa)

xtracto de materia grasa, en % (en masa)
@ilra cruda, en % (en masa)

BRkzas, en % (en masa)

dlad, en % (en masa)

Qliestra, cualquier otra identificacion que caracterice

orcentaje de masa de la muestra seca hasta el



ANEXO 1.2. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

Andlisis estadistico para el Andlisis Proximal de ambas variedades

Componente | Variedad Media Sig. Analisis
Humedad HQRB 10,673 ,000 | Existe diferencia entre las dos
variedades
HQJG 11,380
Cenizas HQRB 2,370 ,000 | Existe diferencia entre las dos
HOIG 2917 variedades
Grasa HQRB 5,700 ,088 | No existe diferencia entre las dos
HOIG 6.500 variedades
Proteina HQRB 15,000 ,000 | Existe diferencia entre las dos
HOIG 13,033 variedades
Fibra HQRB 3,067 ,484 | No existe diferencia entre las dos
HOIG 3013 variedades
Carbohidratos HQRB 63,100 ,196 | No existe diferencia entre las dos
variedades
HQJG 63,190

Si el ANOVA p <0.05, existe diferencias significativas entre variedades




ANEXO 1.3. DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS (GH) - METODO PH STAT

Grado de hidrolisis para las dos variedades de quinua con la enzima Alcalasa

QRB QJG
Tiempo
(min) % GH % GH

5 11,05+ 0.03 11,07 £ 0.06
10 15,30 + 0.04 15,25 +0.03
15 17,88 + 0.05 17,73+ 0.01
20 19,38 £ 0.06 19,59 £ 0.05
25 20,62 £ 0.02 20,48 + 0.06
30 21,58 £ 0.02 21,36 £ 0.05
35 22,18 £ 0.03 22,46 + 0.06
40 22,92 + 0.04 22,86 + 0.05
45 23,30 £ 0.02 23,14 £ 0.07
50 23,75+ 0.03 23,74 £ 0.03
55 24,14 + 0.06 23,94 £ 0.03
60 24,64 + 0.06 24,37 £ 0.02
65 24,98 + 0.07 24,90 £ 0.07
70 25,34 £ 0.02 25,58 + 0.07
75 25,72+ 0.01 25,75+ 0.03
80 25.92 £ 0.08 25,94 +0.01
85 26,10 + 0.08 26,14 + 0.01
90 26,10 £ 0.08 26,14 +0.01
95 26,20 + 0.08 26,24 + 0.01
100 26,20 + 0.08 26,24 £ 0.01
105 26,20 £ 0.08 26,24 + 0.01
110 26,20 £ 0.08 26,24 £ 0.01
115 26,20 £ 0.08 26,24 + 0.01
120 26,20 £ 0.08 26,24 + 0.01

Promedio de tres repeticiones (n=3) * desviacién estandar



ANEXO 1.3. DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS (GH) - METODO PH STAT
Grado de hidrolisis para las dos variedades de quinua con la enzima Flavourzyme

Tiempo QRB QJG
(min) % GH % GH

5 10,54 £ 0.01 10,59 + 0.03
10 14,54 £ 0.05 14,65 £ 0.03
15 16,75 £ 0.04 16,30 £ 0.02
20 17,98 + 0.01 17,69 + 0.06
25 18,74 £ 0.04 18,55+ 0.03
30 19,62 £ 0.01 19,74 £ 0.03
35 20,32 + 0.08 20,44 £ 0.01
40 20,78 £ 0.02 20,91 +0.08
45 21,36 + 0.03 21,49 + 0.03
50 21,71 £ 0.03 21,84 + 0.04
55 22,18 £ 0.05 22,28 + 0.06
60 22,76 = 0.03 22,83 £ 0.06
65 23,54 + 0.06 23,41 £ 0.07
70 23,92 £ 0.03 23,99 + 0.02
75 24,38 + 0.02 24,46 + 0.09
80 24,65 + 0.01 24,72 + 0.05
85 24,65 = 0.01 24,72 + 0.05
90 24,95 + 0.06 24,92 + 0.02
95 24,95 + 0.06 24,92 + 0.02
100 24,95 = 0.06 24,92 + 0.02
105 24,95 + 0.06 24,92 + 0.02
110 24,95 + 0.06 24,92 + 0.02
115 24,95 = 0.06 24,92 + 0.02
120 24,95 + 0.06 24,92 + 0.02
120 24,95 + 0.06 24,92 + 0.02

Promedio de tres repeticiones (n=3) + desviacion estandar



ANEXO 1.4. Protease from Aspergillus oryzae

P6110  Sigma-Aldrich

Protease from Aspergillus oryzae

2500 U/g
Synonym: Flavourzym e®

|EC Number 232-752-2 MDL number MFCD00132092

SDS Specification Sheet (PDF)

’ - ’ Price
SKU-Pack SizeAvailability Pack Size (USD/EUR)
P6110-50ML Available to ship on 21.11.19 - FROM50 ML 90.35
P6110-250ML Available to ship on 21.11.19 - FROM250 ML 252.44

To order products, please contact your local dealer. Click here

Product Recommendations

P1236 P0029 P2143 P0107 P3111
Protease from Bacillus Protease from Bacillus sp.  Protease from Aspergillus  Protease from Rhizopus Protease from Bacillus sp.
amyloliquefaciens saitoi sp. liquid, 216 Ulg
liquid, 20.8 U/g Type XIlI, 20.6 unit/mg solid
Properties
Related Categories Analytical and Industrial Enzymes, Application Index,
Biochemicals and Reagents, Enzymes, Inhibitors, and
Substrates, Novozymes: Quality Environmentally-Friendly
Enzymes,
More...
storage temp. 2-8°C

Description

General description
Fungal protease/peptidase complex produced by submerged fermentation of a selected strain of Aspergillus oryzae and contains both endoprotease and exopeptidase
activities.

Application
Protease is an enzyme used to break down proteins by hydrolyzing peptide bonds. Protease is used to degrade proteins, to study protease inhibitors and to study thermal
inactivation kinetics. Protease is used in nucleic acid isolation procedures in incubations. Product P6110 is a fungal protease/peptidase complex produced by submerged

fermentation of a selected strain of Aspergillus oryzae. It has been injected into flies with a nanoject apparatus for infection and survival experiments(].

The enzyme from Sigma has been used in the semi-purification of mouse colorectal mucins during protein digestion.[2]

Packaging
250 mL in glass bottle

Biochem/physiol Actions
Protease catabolizes proteins by hydrolysis of peptide bonds. Protease, from Aspergillus oryzae, contains both endoprotease and exopeptidase activities.

Unit Definition


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=232-752-2&interface=EG/EC%20No.&lang=en&region=US&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=MFCD00132092&interface=MDL%20No.&lang=en&region=US&focus=product
javascript:submitMSDSSearch('BO','');
javascript:submitMSDSSearch('BO','');
https://www.sigmaaldrich.com/site-level/corporate/worldwide-offices.html
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p1236?cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-1
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https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p2143?cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-3
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p0107?cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-4
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p0107?cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-4
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ANEXO 1.5. Protease from Bacillus licheniformis

P4860  Sigma-Aldrich

Protease from Bacillus licheniformis
22.4 Ulg
Synonym: Alcalase® 2.4L, Proteinase from Bacillus licheniformis, Subtilisin A

CAS Number 9014-01-1 ‘ Enzyme Commission (EC) Number 3.4.21.62 (BRENDA@ | IUBMB@) ‘ EC Number 232-752-2 MDL number MFCD00132092 ‘ eCl@ss 32160410

SDS Specification Sheet (PDF) Similar Products
) R~ . Price
SKU-Pack SizeAvailability Pack Size (USD/EUR)
P4860-50ML Available to ship on 21.11.19 - FROM50 ML 83.04
P4860-250ML Available to ship on 21.11.19 - FROM250 ML 200.40

To order products, please contact your local dealer. Click here

Product Recommendations

[_\ Vs a Vs [_\ 4
1 e v, 7 «
o4 Preg’d A
i
P5459 P5380 P3910 P1236 P0029
Protease from Bacillus Protease from Bacillus Protease from Bacillus Protease from Bacillus Protease from Bacillus sp.
licheniformis licheniformis licheniformis amyloliquefaciens
glycerol solution (50%) Type VIII, lyophilized powder, 7- lyophilized powder, for use in Total liquid, 0.8 U/g
15 units/mg solid Dietary Fiber Assay, TDF-100A
Properties
Related Categories 3.4.x.x Peptidases, 3.x.x.x Hydrolases, Analytical and
Industrial Enzymes, Application Index, Biochemicals and
Reagents,
More...
form aqueous solution
storage temp. 2-8°C

Description

Application
Protease is an enzyme used to break down proteins by hydrolyzing peptide bonds. Protease is used to degrade proteins, to study protease inhibitors and to study thermal
inactivation kinetics. Protease is used in nucleic acid isolation procedures in incubations.

The enzyme from Sigma has been used to prepare chicken (leg) bone protein hydrolysates while evaluating ACE inhibitory peptides.[?! It has also been used for the
hydrolysis of Chlorella pyrenoidosa protein extracts during a study of their antitumor activities.l1]

Biochem/physiol Actions
Alcalase is an endo-protease of the serine type. It has a broad substrate specificity and can hydrolyze most peptide bonds within a protein molecule. It is active between
pH 6.5 and 8.5 and has an optimum temperature of 60 °C. The enzyme is is used in detergent formulations to remove protein-based stains.

Protease catabolizes proteins by hydrolysis of peptide bonds. Proteases are inactivated by serine active-site inhibitors, such as phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and

diisopropylfluorophosphate .

Analysis Note
Activity expressed in Anson Units

Legal Information
A product of Novozyme Corp.

Alcalase is a registered trademark of Novozymes Corp.
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javascript:submitMSDSSearch('BO','');
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https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/proteasefrombacilluslicheniformis12345901401111?lang=en&region=BO
https://www.sigmaaldrich.com/site-level/corporate/worldwide-offices.html
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p5459?cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-1
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p5380?cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-2
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p3910?cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-3
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p1236?cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-4
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p0029?cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-5
https://www.sigmaaldrich.com/etc/controller/controller-page.html?TablePage=14572943
https://www.sigmaaldrich.com/etc/controller/controller-page.html?TablePage=16116847
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ANEXO 1.6. Angiotensin Converting Enzyme from rabbit lung

A6778  Sigma-Aldrich

Angiotensin Converting Enzyme from rabbit lung

22.0 units/mg protein (modified Warburg-Christian)
Synonym: ACE, Peptidyl-dipeptidase A, Peptidyldipeptide Hydrolase

CAS Number 9015-82-1 | Enzyme Commission (EC) Number 3.4.15.1 (BRENDA@| IUBMB@) | MDL number MFCD00130325 | eCl@ss 42010109

SDS Product Information Sheet (PDF) Specification Sheet (PDF)

) S . Price
SKU-Pack SizeAvailability Pack Size (USD/EUR)
Increased
‘ Reabsorption
of Na' and H.O
AB778-.1UN Available to ship on 12.12.19 - FROMO0.1 UNIT 78.53
AB778-.25UN Available to ship on 12.12.19 - FROMO0.25 UNIT 144.81
Bicad vasiale A6778-1UN Available to ship on 12.12.19 - FROM1 UNIT 404.37
constrict
Lungs A6778-2UN Available to ship on 12.12.19 - FROM2 UNITS 768.63
A6778-5UN Available to ship on 12.12.19 - FROM5 UNITS 1,626.38

To order products, please contact your local dealer. Click here

Product Recommendations

Similar Products

H1635

N-Hippuryl-His-Leu
hydrate

powder, 298% (HPLC)

A2580

Angiotensin Converting
Enzyme from porci...
lyophilized powder, 210 units/mg
protein (Bradford)

SAE0075

Angiotensin Converting
Enzyme, ACE, huma...

recombinant, 210 U/mg, expressed
in HEK 293 cells

859052

N-Hippuryl-His-Leu
hydrate

99%

H4884

Hippuryl-His-Leu acetate
salt

Properties

Related Categories 3.4.x.x Peptidases, 3.x.x.x Hydrolases, Angiotensin
Converting Enzyme, Angiotensin Metabolism,

Biochemicals and Reagents,

More...
form lyophilized powder
shipped in dry ice
storage temp. -20°C

Description

General description
The angiotensin-converting enzyme (ACE) is a dipeptidyl-carboxypeptidase which exists in somatic and testicular isoforms with zinc binding motif HEXXH in their active

site.[5] ACE regulates blood pressure through renin-angiotensin system. ACE elevates blood pressure by converting angiotensin | to a key vasoconstrictor angiotensin Il
and inhibiting a potent vasodilator bradykinin. Inhibition of ACE is a targeted therapeutic strategy for high blood pressure.ll]lz] Several ACE synthetic inhibitory peptides
available for clinical use include captopril, enalapril and lisinopril.[X] Currently, developing inhibitory peptides from natural food sources,[1I[2I[4] or phenolic compounds from
plant sources to inhibit ACE is underway.l3] ACE plays a critical role in fertilization by releasing the proteins anchored to glycosylphosphatidylinositol (GPI) in sperm
membrane.[5]

Application
Angiotensin converting enzyme from rabbit lung has been used:

« for measuring inhibitory effect of egg white protein hydrolysates on ACE activity by high performance liquid chromatography (HPLC)[!I
« to measure the ACE inhibition by litchi pericarp[3l and cooked chicken breast4! using hippuryl-L-histidyl-L-leucine (HHL) as substrate by reverse phase-HPLC (RP-
HPLC)3 and HPLC! respectively

« in releasing GPI anchored protein in vitro in few cell lines like HeLa, HEK293 and in vivo in mice sperm.[5]

Biochem/physiol Actions
Removes C-terminal dipeptides from susceptible substrates, e.g., angiotensin | and bradykinin.
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ANEXO 2.2.

COMPARACION DE LOS CROMATOGRAMAS DEL MAURITIANIN (ROJO)
CON LOS CROMATOGRAMAS DE EXTRACTOS DE QUINUA (AZUL)
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ANEXO 2.2.

COMPARACION DE LOS CROMATOGRAMAS DEL MAURITIANIN (ROJO)
CON LOS CROMATOGRAMAS DE EXTRACTOS DE QUINUA (AZUL)
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ANEXO 2.3. TIROSINASA DE HONGO

71272018 Tyrosinase from mushraom lyophilized powder, 21000 unitimg eolid | Polyphencl Oxidase | Gigma-Aldrich
Boiya Home  T3224 - Tyromnase from maushroom
SIGMA~-ALDRICH"
TI0N

Tyrosinase from mushroom
lyophiced powder, 21000 uniUmg sold

Symomym Catechol Oxidase, M. yoe N’ o ¥ ) Gaygen Ty phvncd 1 atane

CAS Number 5002-10-2 | Enzyme Commission (EC) Number 1,14 18 1 (BRENDA T LIUBMEL') MO number 17 CLOGMZ1 1R

SDS  Datasheet (FOF) Specification Sheet (POF)

Siredlor Producia
Price
SKU-Pack SlzeAvallabinity Pack Sire (USDEUR)
Taaze Iy Avalathe 1 Vg on G712 14 - FROM 24000 UNITS, 1oas
TISLE0KY Avalatis v the on 67 1215 . FROM L0000 UNITY, 101064
T3824-25041) Avalatin to ship on 87 1216« FROM 255000 UNITS 700 8%
13374.500€ Only 4 left in stock (more on the way) - FROMAU0000 UNITS 1134 4%
Ta828. 1000 Only § left In stock (more on the way) - FROM 000200 UNITS 1854 54
To order products, please conact your local dealer, Clck hare
Product Recommendations
P I i
i iy ores
- - .
D952 NS T8 )
Tyrosinase Fragment 363-  3,4-Dihydroxy-L- Tyrosinase Inhibitor L-Dopa<{phenyl-d,) L-Tyrosine
377 human phenylalanine Screening Kit (Colo... 298 slom % 0, 298% (CP) reogent grade, 58% (HPLC)
268% (TLC) sufficient for 100 colodmetric tests.
Properties
Related Categonies 1,14 x x Asting on pared donons with Incorporaon o
teouchon of molecutar oxygen, 1. x x Owidoreductases,
Index, Cell
Biokogy,
More .
form lyophilized powder
Featured Industry Diagnostic Assay Manufacturing
shipped in wet lca
storage lemp. -20'C
Description
General description
Isoslectric point (pl). 4.7-5
pH optimum is 6-7

Molecular weight: 128 kDa by sedimentation velocity diffusion: 133 kDa by light-scatiering measurements, and 1185 kDa by electrophoresis.
Tyrosinase is a copper-containing oxidase, which has actvity for both and cresol. itis

The enzyme is reporied to have two
binding sites for aromatic substrates and a different binding site for oxygen-Copper. mmhmmmmmmuo‘mm
Tyrosinase is a copper-containing oxidase, which has activity for both and cresol. fis for This enzyme s reported (o have two
binding sites for aromatic substrates and a different binding site for axygen-copper.

Application
Tyrosinase actvity has been assessed in 2 study that d an agent for g 1@ Tyromnase has atso been used in a

study lo the atinism in the Pakistani pooulation I']
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