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Obtencion de ingredientes alimenticios con capacidad antioxidante mejorada por

aplicacion de distintos procesos a semillas de quinoa (Chenopodium quinoa)

Resumen

En los ultimos afios ha aumentado el interés en especies vegetales no gramineas, consideradas
agrondmicamente como pseudocereales, cuyas semillas pueden ser utilizadas de manera similar a
los granos de cereales. Tal interés se fundamenta en las excelentes propiedades nutricionales de
estas especies y en su contenido de fitoquimicos con potenciales propiedades funcionales. En este
contexto, existe una tendencia a nivel mundial en disefiar nuevos productos alimenticios
utilizando granos ancestrales, ya sea suplementando o sustituyendo granos de cereales
tradicionales. Dentro de estas especies, la quinoa (Chenopodium quinoa) es un cultivo con
importantes propiedades nutritivas con un buen aporte de fitoquimicos antioxidantes tales como
compuestos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides), tocoferoles, entre otros, compuestos que

han demostrado tener capacidad antioxidante con un potencial efecto beneficioso para la salud.

En este contexto, en el presente trabajo se obtuvieron materias primas alimentarias a partir del
grano de quinoa, cuya capacidad antioxidante resulté modificada luego de la aplicacion de
procesos tecnoldgicos y/o bioprocesos seleccionados. El objetivo final fue elaborar un producto
alimenticio utilizando como ingrediente en su formulaciéon aquella materia prima derivada de
granos de quinoa procesados que resultd con el mayor aumento en la capacidad antioxidante

respecto al ingrediente equivalente derivado de granos sin procesar.

En primera instancia se evaluaron y optimizaron las condiciones operativas de extraccién de los
compuestos fendlicos con capacidad antioxidante presentes en semillas de quinoa.
Posteriormente, se evalud el efecto de la aplicacion de diferentes procesos como medios para
mejorar la capacidad antioxidante de las semillas, incluyendo germinacién, tratamiento térmico
con calor seco, irradiacién con luz UV-C y las siguientes combinaciones de los mismos: germinacion
seguida de tratamiento térmico y germinacidon seguida de irradiacién con luz UV-C. Las
propiedades antioxidantes de los ingredientes obtenidos luego de la aplicacién de los diferentes
procesos fueron monitoreadas mediante la determinacidn de los niveles de diferentes compuestos
con actividad antioxidantes seleccionados en cada caso, incluyendo acidos fendlicos, flavonoides,

acido ascdrbico, tocoferoles, betalainas y productos de la reaccién de Maillard, como asi también



mediante la evaluacién de la capacidad antioxidante utilizando los ensayos de inhibicién de
radicales DPPH, decoloracidn del B-caroteno y poder reductor de los extractos. Finalmente, se
seleccioné el ingrediente derivado de semillas de quinoa en el que se consiguid el maximo nivel de
actividad antioxidante luego de la aplicacidn de un proceso, el que fue luego utilizado en Ia
formulacion de un producto alimenticio libre de gluten. En dicho producto se analizaron
composicion centesimal, capacidad antioxidante y grado de aceptabilidad general, y los resultados
fueron contrastados con los correspondientes a los obtenidos con el producto equivalente

elaborado sin el ingrediente derivado de granos tratados.

Los resultados obtenidos mostraron que las condiciones dptimas para extraer los compuestos
fendlicos con actividad antioxidante incluyeron el uso de una mezcla de etanol:agua (80:20, v/v)
como solvente a una temperatura de 60 °C durante 1 hora, resultando inconveniente el uso de
ultrasonido. Bajo estas condiciones se realizaron los extractos a partir de los ingredientes
obtenidos luego de la aplicacién de los distintos procesos ya mencionados a las semillas de quinoa.
En cada caso, los procesos aplicados modificaron el perfil de compuestos con capacidad
antioxidante influyendo sobre los niveles de capacidad antioxidante neta. Se estudié ademas, la
contribucion de los distintos componentes analizados a la actividad antioxidante resultante en
cada caso. El mdximo incremento en la capacidad antioxidante de la matriz se consiguid luego de
germinar los granos durante 72 h y posterior tratamiento térmico con calor seco a 145 °C durante
30 minutos. Luego de someter los granos a este proceso combinado bajo dichas condiciones, se
obtuvo una harina que fue utilizada como ingrediente que sustituyd en un 30 % el componente
base de la formulacidon de un producto alimenticio libre de gluten, el cual resulté con un perfil
nutricional y actividad antioxidante mejorados en relacion al producto elaborado sin dicha

sustitucion.

Del anadlisis de los resultados del presente estudio es posible establecer que la aplicacidn de
procesos tecnoldgicos y/o bioprocesos seleccionados bajo condiciones experimentales controladas
se presenta como una estrategia viable y eficiente para mejorar las propiedades antioxidantes de
semillas como la quinoa, resultando asi la posibilidad de contar con ingredientes derivados que
por su contenido de compuestos con actividad antioxidante, pueden ser aptos para elaborar

alimentos con potenciales propiedades funcionales y de mayor vida util.



“iQué tal si empezamos a ejercer el jamds proclamado derecho de
sofiar? ¢Qué tal si deliramos, por un ratito? El mundo, que estd patas
arriba, se pone sobre sus pies:

el aire estard limpio de los venenos de las mdquinas y no tendrd mds
contaminacion que la que emana de las humanas pasiones;

la gente no serd manejada por el automovil, ni serd programada por la
computadora, ni serd comprada por el supermercado, ni serd contemplada
por el televisor;

el televisor dejard de ser el miembro mds importante de la familia, y serd
tratado como la plancha o el lavarropas;

los economistas no llamardn nivel de vida al nivel de consumo, ni llamardn
calidad de vida a la cantidad de cosas;

la solemnidad se dejard de creer que es una virtud, y nadie tomard en serio
a nadie que no sea capaz de tomarse el pelo;

el mundo ya no estard en guerra contra los pobres, sino contra la pobreza,
y la industria militar no tendrd mds remedio que declararse en quiebra;

nadie morird de hambre, porque nadie morird de indigestion;
la educacion no serd el privilegio de quienes puedan pagarla;

la justicia y la libertad, hermanas siamesas condenadas a vivir separadas,
volverdn a juntarse, bien pegaditas, espalda contra espalda” [...]

Eduardo Galeano. Patas arriba. La escuela del mundo al revés.
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Lista de abreviaturas

AA actividad antioxidante

AAPH 2,2'-azobis (2-amidinopropano) clorhidrato

ABTS' radical 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfonato)

ANOVA Analisis de varianza

AOAC Association of Official Analytical Chemists

AOCS American Oil Chemists” Society

b.s. base seca

BHA butilhidroxianisol

BHT butilhidroxitolueno

CCFD disefio central compuesto centrado en las caras (central composite face-centered
design)

CFI compuestos fluorescentes intermedios

CFT compuestos fendlicos totales

CUPRAC Cupric Reducing Antioxidant Capacity

d didmetro

DPPH radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

EAG equivalentes de acido gdlico

EAM error absoluto medio

EQ equivalentes de quercetina

FOSHU alimentos para usos especificos de salud (Foods for specified health use)

FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power

FT flavonoides totales

g gramo

GP galato de propilo

h hora



HO- radical hidroxilo

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion (High Performance Liquid
Chromatography)

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

Ivg indice de velocidad de germinacion

kg kilogramo

kHz kilohertz

kJ kilojoule

L litro

LDL lipoproteina de baja densidad (Low density lipoprotein)

LOO- radical lipidico peroxilo

M molar

m’ metro cuadrado

MD molécula diana

mg miligramo

min minuto

mL mililitro

mm milimetro

MPa Megapascal

RM reaccion de Maillard

MSR metodologia de superficie de respuesta

mV milivolt

nm nanémetro

NO- oxido nitrico

0" anién superoxido

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity

PR poder reductor

PRM productos de la reaccién de Maillard



r coeficiente de correlacién de Pearson

R® coeficiente de determinacién

ROO- radical peroxilo

rpm revoluciones por minuto

seg segundo

TAH transferencia de atomos de hidrégeno

TBHQ ter-butil hidroquinona

TE transferencia de electrones

TEAC capacidad antioxidante en equivalentes Trolox
TRAP Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter
us ultrasonido

uv luz ultravioleta

W watt

°C grado centigrado

pL microlitro

Aem longitud de onda de emisién

Aex longitud de onda de excitacion

PAL fenilalanina amonio liasa

CHS chalcona sintasa
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Introduccion

I.1. Alimentos funcionales

El concepto de alimentos funcionales surge en Japdén en la década de los ochenta, donde las
autoridades sanitarias advirtieron que los gastos de salud generados por la mayor esperanza de
vida de la poblacién podian controlarse garantizando una mejor calidad de vida. Surge asi el
concepto de "Alimentos para usos especificos de salud" (Foods for specified health use o FOSHU)
que hace referencia a alimentos formulados con ingredientes tales, que ademas de su aporte
nutricional contribuyen con componentes bioactivos que desempefian roles especificos en la
fisiologia humana, reduciendo el riesgo de contraer enfermedades (Arai, 1996). Asi, la ciencia de la
nutricién ha evolucionado a partir de premisas clasicas, que buscan evitar las deficiencias de
nutrientes y asegurar un aporte nutricional basico en la dieta, a conceptos de nutricidon "positiva"
u "Optima", basados en investigaciones actuales que se centran especificamente en la
identificacion de compuestos biolégicamente activos presentes en los alimentos que puedan
mejorar las condiciones fisicas y mentales, asi como reducir el riesgo de contraer enfermedades
(Ashwell, 2005). Se ha descubierto que muchos alimentos tradicionales, como frutas, verduras,
granos enteros y leche contienen componentes que pueden resultar beneficiosos para la salud.
Ademas de éstos, se desarrollan en forma creciente nuevos alimentos que afiaden o incrementan
estos componentes beneficiosos por las ventajas que su incorporacion en la dieta suponen para la

salud psicofisica.

Si bien no existe una definicidn ni legislacién mundialmente consensuada para catalogar este tipo
de alimentos, aquellas generadas por organismos expertos coinciden en que para ser considerado
funcional, un alimento (natural o procesado) debe contener algin componente (sea o no un
nutriente) que beneficie una o un numero limitado de funcionalidades en el organismo,

proporcionando salud (entendida como reduccién del riesgo de contraer una enfermedad) y/o
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bienestar psicofisico, ademas de sus efectos nutritivos intrinsecos (Ashwell, 2005; Hasler y Brown,
2009). Dicho componente puede o no tener valor nutritivo y estar presente en proporciones de
macro o microcomponente. Asi, la fibra alimentaria y los compuestos que intervienen en el
metabolismo secundario de plantas (fitoquimicos) son ejemplos de macro y microcomponentes
sin valor nutritivo intrinseco, respectivamente, mientras que ciertos minerales y vitaminas son
microcomponentes con valor nutritivo, que presentes en proporciones adecuadas en la dieta, se

han relacionado con la reduccién en la incidencia de determinadas patologias (Roberfroid, 2000).

Desde un punto de vista practico, un alimento funcional puede ser:

e Un alimento natural en el que el nivel de uno de sus componentes ha sido incrementado
mediante condiciones especiales de cultivo.

e Un alimento al que se le ha afladido un componente para que produzca efectos positivos
en la salud (por ejemplo, bacterias probidticas de efecto benéfico probado sobre la salud
intestinal).

e Un alimento del cual se ha eliminado un componente para que produzca un menor efecto
adverso sobre la salud (por ejemplo, la disminucidon de acidos grasos saturados o de
sodio).

e Un alimento en el que la naturaleza de uno o mas de sus componentes ha sido modificada
quimicamente con el fin de mejorar la salud (por ejemplo, los hidrolizados proteicos
adicionados en los preparados para lactantes para reducir el riesgo de alergenicidad).

e Un alimento en el que la biodisponibilidad de uno o mas de sus componentes ha sido
aumentada para mejorar la asimilacién de un componente beneficioso.

e Cualquier combinacién de las posibilidades anteriores.

De esta manera, algunos alimentos funcionales se han disefiado para satisfacer ciertas funciones
del organismo, apuntando a diferentes areas de la fisiologia humana, entre ellas:

e Defensa contra el estrés oxidativo: Los sistemas redox y antioxidantes del organismo

requieren una ingesta balanceada de (pro) vitaminas antioxidantes como asi también de
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componentes alimentarios no vitaminicos, tales como polifenoles y otros antioxidantes
naturales de origen vegetal. Las actividades redox y la proteccidon antioxidante son
importantes para las células y tejidos y su desequilibrio se asocia con la aparicion de
diversas enfermedades (Espin y Tomas-Barberan, 2005).

Funciones gastrointestinales: Estas funciones incluyen aquellas que estdn asociadas a la
microflora bacteriana en el colon, a la modulacién en la actividad endocrina del tracto
gastrointesinal, al control de la biodisponibilidad de nutrientes (en particular de minerales)
y al control del tiempo de transito (Cummings y col., 2004).

Metabolismo de macronutrientes: Este punto hace referencia particularmente a la
modulacién hormonal del metabolismo de carbohidratos, aminodacidos y acidos grasos con
el objetivo de reducir el riesgo de efectos patoldgicos asociados con la resistencia a la
insulina y enfermedades cardiovasculares. (Riccardi, 2004; Mensink y col., 2003)
Desarrollo normal del feto: El alimento de la madre y del feto son objetivos en algunos
alimentos funcionales, por ejemplo la importancia del acido félico en la dieta de mujeres
embarazadas (Recio y Lopez Fandifio, 2005).

Salud dsea y osteoporosis: Es un drea de mejora de alimentacién adecuada con el fin de
alcanzar un contenido de calcio 6ptimo en los huesos (Prentice y col., 2003).

Salud mental y rendimiento: Muchos compuestos tienen influencia en estos aspectos. Asi
por ejemplo algunos carbohidratos pueden afectar los niveles de serotonina o bien la
cafeina mantiene el estado de alerta, ya que es un competidor antagonista de los

receptores de adenosina (Westenhoefer y col., 2004).

Una de las dreas mas promisorias para el desarrollo de alimentos funcionales se fundamenta en la

posibilidad de modular los sistemas redox y antioxidante del organismo (Roberfroid, 2000). Por

esta razon, en la actualidad muchos alimentos funcionales tienen como finalidad incrementar el

aporte de antioxidantes naturales en la dieta. En este contexto, la adicion de extractos vegetales

ricos en compuestos fendlicos ha sido propuesta como una estrategia factible para el desarrollo de

alimentos funcionales con una actividad antioxidante incrementada (Larrosa y col., 2002). De

hecho, en el campo del desarrollo de nuevos ingredientes se estd produciendo un aumento en la
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produccién de este tipo de extractos vegetales en los cuales los compuestos bioactivos son
aislados y concentrados para su uso como suplementos y/o para la formulacidon de alimentos

funcionales (Pszczola, 2003).

I.2. Compuestos antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias capaces de prevenir o retardar las oxidaciones cataliticas de
sustratos oxidables y el enranciamiento natural o inducido por accién de diversos agentes, tales
como aire, luz, calor, metales, etc. (Madrid y Cenzano, 2000). Estas propiedades explican el gran
interés en su utilizacién como aditivos en la industria alimentaria, aunque también en la industria

cosmética y farmacéutica.

1.2.1. Clasificacion de los antioxidantes

Dos de los criterios mas utilizados para clasificar los compuestos antioxidantes son: segun el tipo

de accion y segun origen de los mismos.

1.2.1.1. Clasificacidn segun el tipo de accion

Mediante esta clasificacién convencional los antioxidantes se han dividido bdsicamente en dos
grupos; los antioxidantes primarios o chain-breaking y los antioxidantes secundarios o
preventivos. Asi, las moléculas capaces de captar radicales libres durante la iniciacion o
propagacion del proceso de oxidacién, son consideradas antioxidantes primarios, mientras que
aquellas que no estdn implicadas en la captura directa de radicales libres, se consideran
antioxidantes secundarios. Estos Ultimos pueden quelar iones metdlicos (catalizadores de
reacciones que generan radicales libres), secuestrar oxigeno, transformar hidroperdxidos en

especies no radicalarias, absorber la radiacién UV o desactivar el oxigeno singlete (Pokorny, 2007).
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1.2.1.2. Clasificacidon segun origen

De acuerdo a este criterio, los antioxidantes pueden ser: i) sintéticos: cuando son obtenidos por
vias quimicas in vitro o, ii) naturales: cuando se extraen de fuentes naturales. Entre los
antioxidantes sintéticos se encuentran aquellos que son analogos a los naturales (acido citrico,
acido ascérbico, tocoferoles, carotenos, etc.), como también otros que no tienen andlogos en el
medio natural. En la industria se utilizan actualmente tanto unos como otros aunque sélo unos
pocos antioxidantes sintéticos se emplean en los alimentos, ya que es necesario comprobar la
ausencia de toxicidad y actividad carcinogénica de sus formas oxidadas y de sus productos de
reaccién con los constituyentes de los alimentos. El butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno
(BHT), galato de propilo (GP) y ter-butil hidroquinona (TBHQ) son los antioxidantes sintéticos mas
frecuentemente empleados para la conservacion de alimentos. Los tocoferoles también se

emplean como antioxidantes alimentarios, disminuyendo su efectividad en el orden oo >3 >y > 6.

Aungue los mecanismos de accién de antioxidantes sintéticos y naturales pueden ser los mismos,
existe una tendencia a evitar o minimizar el uso de sustancias sintéticas como aditivos
alimentarios debido, por un lado, a la creciente concientizaciéon de los consumidores respecto a
cuestiones de seguridad y toxicidad alimentaria, en particular a la existencia de cierta controversia
basada en estudios sobre los posibles efectos toxicos del BHA y BHT (Thompson y Moldeus, 1988;
Safer y Al-Nughamish, 1999). Por otro lado, los antioxidantes sintéticos poseen una menor
solubilidad en agua y en emulsiones (las cuales son muy frecuentes en sistemas alimentarios), en
comparacién con los antioxidantes naturales que poseen un amplio intervalo de solubilidades
(Frankel, 1998; Wanasundara y Shahidi, 1998; Sherwin, 1990), razén por la cual se limita su

aplicabilidad.
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Como consecuencia, dado que los antioxidantes de origen natural constituyen a priori una
alternativa mas saludable y segura que los antioxidantes sintéticos, en los ultimos afios muchos
estudios se han dedicado a identificar sustancias naturales con capacidad antioxidante, con el fin
de reducir al minimo el consumo de antioxidantes sintéticos. Sin embargo, la inocuidad para la
salud de los compuestos naturales no deberia darse por supuesta, siendo necesario el estudio de
los posibles efectos tdxicos de las sustancias naturales aisladas y afiadidas como sustancias puras a

los alimentos (Pokorny y Parkanyiova, 2004).

1.2.2. Actividad biologica de los compuestos antioxidantes
naturales

Un nimero de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno se generan de forma natural durante
el metabolismo celular. Estas especies se caracterizan por presentar un electron desapareado en
su orbital externo, lo que les otorga una configuracién altamente inestable, tal es el caso del anién
radical superéxido (0O,+), radical hidroxilo (HO-), radical peroxilo (ROO-), dxido nitrico (NO-), entre
otros (Prior y Cao, 2000). Estos radicales libres tienden a reaccionar rapidamente con otros
compuestos del entorno en el que se encuentran, tratando de capturar sus electrones con el fin de
adquirir estabilidad. En general, los radicales libres reactivos atacan preferentemente moléculas
que poseen electrones accesibles, las que se convierten a su vez, en nuevos radicales libres,
dandose origen asi a una reaccion en cadena. Una vez iniciado este proceso, puede
desencadenarse una cascada de reacciones, como la que tiene lugar durante la peroxidacion
lipidica, que resulta en la desestabilizacidon y desintegracidon de las membranas celulares y/o la
oxidaciéon de otros componentes celulares como proteinas y ADN (Halliwell y col.,, 1995).
Numerosos estudios epidemioldgicos han relacionado el dafio oxidativo generado con el
incremento del riesgo de aparicidon de diversas enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de

cancer y enfermedades neurodegenerativas (Ames, 1983; Adom y Liu, 2002).
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En particular, los beneficios ligados al consumo de frutas, hortalizas y granos, se han puesto de
manifiesto por diferentes estudios epidemioldgicos, sugiriendo que las propiedades beneficiosas
para la salud que ejercen estos alimentos superan las que cabrian esperar debido al aporte de sus
nutrientes, vitaminas y minerales, por lo que se ha planteado la hipdtesis que estas propiedades
beneficiosas adicionales se deben a los diversos compuestos bioactivos que contienen estos
alimentos. Estos fitoquimicos naturales actian como antioxidantes al inhibir o retrasar la
oxidacién de otras moléculas mediante la inhibicion de la propagacién de la reaccidén de oxidacion,
como es el caso de los compuestos fendlicos y otros antioxidantes incorporados en la dieta como
el acido ascdrbico, los tocoferoles y los carotenoides (Lee y col., 2004; Kaur y Kapoor, 2001; Shi y
col., 2001). En particular, los compuestos fenélicos han recibido especial atencién debido a que,
ademas de su actividad antioxidante, se ha demostrado que ejercen otras actividades fisioldgicas,
tales como accién antibacterial, antiinflamatoria, antialergénica, hepatoprotectora,
antitrombadtica, antiviral, anticarcinogénica y vasodilatadora (Cao y col., 1997; Middleton y col.,
2000). Estas evidencias han conducido a que se correlacione la actividad antioxidante de estos
alimentos vegetales con sus propiedades beneficiosas para la salud. Como resultado, en los
Ultimos veinte afos se ha producido un aumento considerable en el ndmero de articulos
cientificos publicados sobre actividad antioxidante de distintos alimentos, efectos del
procesamiento y conservacion, y su relacion con la incidencia de patologias asociadas al estrés
oxidativo (Bravo 1998; Kaur y Kapoor, 2001; Yao y col., 2004; Huang y col., 2010; Del Rio y col.,

2013; Mushtaq y Wani, 2013; Tang y col., 2014).

1.2.3. Principales compuestos antioxidantes de origen vegetal

Los antioxidantes naturales pueden ser de origen animal o vegetal. Los antioxidantes de origen
animal son principalmente proteinas o aminoacidos (Ericsson, 2002). Las plantas, por su parte,

ofrecen una amplia gama de compuestos de alto y bajo peso molecular con propiedades
8
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antioxidantes, entre los que se destacan los tocoferoles, el acido ascdrbico, los carotenoides y los

compuestos fendlicos (Lee y col., 2004; Ericsson, 2002; Hagerman y col., 1998).

Cada especie vegetal posee una composicién de fitoquimicos caracteristica, con diversas
estructuras presentes, capaces de ofrecer diferentes tipos y grados de proteccién. En particular,
los granos y sus productos derivados contienen fitoquimicos Unicos que complementan los de las
frutas y verduras cuando se consumen juntos. Por ejemplo, algunas clases de compuestos
fendlicos encontradas en los granos no estan presentes en cantidades significativas en algunas

frutas y vegetales, como es el caso del acido ferulico (Naczk y Shahidi, 2006).

A continuacion se presentan los principales compuestos o familias de compuestos antioxidantes
de origen vegetal y sus mecanismos de accidn antioxidante. Se dara especial atencion al grupo de
los compuestos fendlicos, debido a que la mayoria de los compuestos antioxidantes naturales

estudiados con aplicaciones en la industria alimentaria pertenecen a este grupo.

1.2.3.1. Tocoferoles y tocotrienoles

Son compuestos sintetizados por las plantas y considerados como los antioxidantes liposolubles
mas abundantes, protegiendo la porcion lipidica de las células, especialmente las membranas
celulares. Los tocoferoles consisten en un anillo de cromano con un hidroxilo en la posicién 6 y una
cadena lateral saturada. Los tocotrienoles tienen la misma estructura pero se diferencian por la
presencia de tres dobles enlaces en posicion 3°, 7" y 11 de la cadena lateral hidrofdbica (Figura
1.1). Segun el numero y posicidn de los grupos metilo unidos a las posiciones 5, 7, y 8 del anillo
aromatico, se diferencian los isémeros a, B, v y 6-tocoferol y tocotrienol. Todos estos compuestos
tienen actividad de vitamina E, siendo el a-tocoferol es el mds abundante y el de mayor actividad

bioldgica de todos los isémeros. (Wennermark y col., 1994; Gregory, 1996).
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Los tocoferoles son constituyentes naturales de las membranas bioldgicas mientras que los
tocotrienoles han sido identificados en tejidos de algunos vegetales como repollo, brécoli, granos
de cereales y nueces (Piironen y col., 1986). Los mecanismos antioxidantes de los tocoferoles
incluyen la transferencia de un dtomo de hidrégeno del grupo hidroxilo de la posicién 6 del anillo
cromano, y el secuestro de oxigeno singlete y otras especies reactivas al reaccionar con radicales
lipidicos peroxilo (LOO-) y producir una tocoferil-quinona estable como producto final. Mediante
su actividad antioxidante, los tocoferoles han sido asociados con la reduccién de enfermedades
cardiovasculares al interferir con la oxidacién del LDL (Stampfer y col.,, 1993), retrasar la

enfermedad de Alzheimer y prevenir algunos tipos de cancer (Meydani, 2000).

Tocoferoles

R1
HO
CH, CH, CH,
R3 CH, Isémeros
R1=R2=A3=CH- @
Tocotrienoles :> A1=R3=CHs, R2=H B
R1 Ri=H, R2=R3=CH> ¥
R1=R2=H, R3=CH: &

Figura 1.1. Estructuras quimicas de tocoferoles y tocotrienoles.

1.2.3.2. Acido ascérbico

La vitamina C, o acido L-ascdrbico, es un antioxidante hidrosoluble con estructura de lactona de 6
carbonos y un grupo 2,3-enediol. La actividad antioxidante es causada por la facilidad de pérdida
de los electrones de dicho grupo, siendo asi muy efectivo en sistemas biolégicos. Cuando cede el

primer atomo de hidrégeno y un electrén, se transforma en acido semi-dehidroascdrbico y luego

10
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en dacido dehidroascorbico al ceder el segundo atomo de hidrégeno (Figura 1.2). El acido

dehidroascdrbico posee actividad de vitamina C (Lee y col., 2004).

Los mecanismos antioxidantes del acido ascérbico se basan en la donaciéon de un atomo de
hidrogeno a los radicales lipidicos, secuestro del oxigeno singlete y eliminacién del oxigeno
molecular. El 4cido ascérbico es un excelente dador de electrones debido al bajo potencial de
reduccion estandar (282 mV), la generaciéon del acido semi-dehidroascérbico relativamente
estable y la facil transformacion del acido dehidroascdrbico a acido ascérbico (Rumsey y col.,

1999).

HO

Acido L-ascérbico Radical dcido Acido L-dehidroascérbico
L-semidehidroascdrbico

Figura 1.2. Oxidacién secuencial del 4cido L-ascdrbico.

Un mecanismo de sinergismo antioxidante bien conocido del acido ascérbico es la regeneracion de
radicales tocoferoxilo a tocoferoles. El acido ascérbico puede donar un atomo de hidrégeno a un
radical tocoferoxilo a razén de 2 x 10> M/s debido a la diferencia de potencial de reduccién que
existe entre éstos (282 mV y 480 mV, respectivamente). El grupo fenol del tocoferol se localiza
cerca de la interfase existente entre una membrana bioldgica y la fase acuosa del medio exterior,
desde donde el acido ascérbico puede acceder facilmente al sitio activo antioxidante de los

tocoferoles para regenerarlos (Buettner y Jurkiewicz, 1996).
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1.2.3.3. Carotenoides

Los carotenoides comprenden un grupo de moléculas tetraterpenoides. La estructura basica de los
carotenoides consiste en unidades isoprenoides unidas ya sea, cabeza con cola o cola con cola.
Hay principalmente 2 tipos de carotenoides: carotenos y xantofilas. Los carotenos son
carotenoides hidrocarbonados y las xantofilas contienen oxigeno en su molécula, formando parte
de grupos hidroxilo, metoxilo, carboxilo, ceto o epoxi. El licopeno y B-caroteno son carotenos
tipicos, mientras que la luteina y la astaxantina son xantofilas tipicas (Figura 1.3). Las estructuras
de los carotenoides pueden ser aciclicas, monociclicas o biciclicas. Por ejemplo, el licopeno es
aciclico, el y-caroteno es monociclico y tanto el a como el B-caroteno son carotenoides biciclicos
(deMan, 1999). Los carotenoides presentes en los tejidos de plantas poseen sus dobles enlaces

conjugados y, por lo general, se encuentran en la forma trans.

B-caroteno

Licopeno

0

Figura 1.3. Estructuras de algunos carotenoides prevalentes.

Respecto a la actividad antioxidante de los carotenoides, ésta dependera de los potenciales redox

de los radicales libres y de la estructura quimica del carotenoide implicado, siendo posible que
12
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éste transfiera a los radicales tanto atomos de hidrégeno como electrones (Edge y col., 1997). Por
otra parte se ha observado que los carotenoides son inhibidores muy eficientes de oxigeno
singlete en los sistemas biolégicos y que la tasa de secuestro de oxigeno singlete depende del
numero de dobles enlaces conjugados y del tipo y nimero de grupos funcionales localizados en la

estructura de anillo de las moléculas (Beutner y col., 2000).

Numerosos estudios han demostrado el potencial antioxidante de los carotenoides para la
prevencion de enfermedades relacionadas con el envejecimiento iniciadas por radicales libres,
tales como aterosclerosis, cataratas, degeneracién macular y esclerosis multiple. El licopeno,
principal carotenoide del tomate y productos derivados, tiene varios efectos sobre la salud,
incluyendo la disminucion del desarrollo de ciertos tipos de cancer, como cancer de colon,
prostata, rectal, estdmago, entre otros (Giovannucci, 1999). El licopeno y B-caroteno han
mostrado inhibir la formacidn de productos oxidados de colesterol LDL, los cuales se asocian con la
enfermedad cardiaca coronaria (Weisburger, 1999). El B-caroteno esta implicado en la proteccidn

de la piel contra los efectos deletéreos de la luz solar (Lee y col., 2004).

1.2.3.4. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de metabolitos secundarios sintetizados
por las plantas durante su desarrollo normal y en respuesta a condiciones de estrés causada por
agentes bidticos (patdgenos, herbivoros, etc.) y abidticos (radiacidon ultravioleta, sequia, etc.)
(Naczk y Shahidi, 2006). Quimicamente son estructuras formadas por un anillo aromatico unido a
uno o mas grupos hidroxilo, siendo frecuente encontrarlos naturalmente conjugados con uno o
mas residuos de azlcar, aunque en ocasiones pueden encontrarse unidos a otros acidos, aminas,

lipidos y a otros compuestos fendlicos (Bravo y Saura-Calixto, 1998).
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El perfil de compuestos fendlicos en las plantas es muy diverso, dependiendo de la especie
vegetal, la variedad, la parte de la planta considerada (semilla, fruto, tallo, hojas, etc.), las
condiciones agroclimaticas de cultivo, el grado de maduracidon, como asi también de aspectos
tecnoldgicos relacionados con el procesamiento y almacenamiento, entre otros. (Naczk y Shahidi,
2006).

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

Tabla 1.1. Clasificacion de los compuestos fendlicos

Estructura Clase

Cs Fenoles simples

Ce-C, Acidos fendlicos

Cs-C, Acetofenonas, acidos fenilacéticos
Ce-Cs Acidos cindmicos, cumarinas, isocumarinas
Ce-Cy Naftoquinonas

Ce-Ci-Co Xantonas

Cs-Co-Co Estilbenos, antraquinonas

Ce-C5-Co Flavonoides, isoflavonoides
(Ce-C3), Lignanos

(Ce-C5-Ce), Biflavonoides

(Cs-C3) Ligninas

(Cs-C5-Ce)s Taninos condensados

Adaptado de Harborne, (1989).

14



Introduccion

1.2.3.4.1. Acidos fenélicos

Los acidos fendlicos son abundantes en los alimentos. Los mas frecuentes son el acido cafeico, y
en menor medida el acido ferulico, que se encuentra asociado a la fibra dietética mediante la
formacién de enlaces éster con componentes de la hemicelulosa. El dcido cafeico también se
encuentra esterificado, principalmente con el 4cido quinico, dando lugar al acido clorogénico, que
esta presente en el café y en muchas frutas y verduras (Scalbert y Williamson, 2000). Se pueden
diferenciar dos grupos principales de acidos fendlicos: los derivados del acido benzoico y los
derivados del acido cindmico. Sus estructuras bdsicas y sus derivados mds comunes encontrados

en la naturaleza se muestran en la Figura 1.4.

Ri R4
R2 COOH R3 \
COOH
Rs3 R2 R1
Acidos benzoicos Acido cinamicos

Acido R1 R2 R3 Acido R1 R2 R3 R4
Galico OH OH OH Ferulico H H OH OCH;
Protocatéquico H OH OH p-Cumarico H H OH H
Vanillico H OH OCH;, Cafeico H H OH OH
Siringico OCH; OH OCH; Sinapico H OCH; OH OCH;

Figura 1.4. Estructura quimica de los principales acidos fendlicos.

Los acidos benzoicos o derivados del acido hidroxibenzoico, tienen una estructura basica C6-C1.
Los principales son los acidos galico, salicilico, p-hidroxibenzoico, protocatéquico, vanillico y
siringico. Generalmente se presentan de forma conjugada en los vegetales, aunque pueden ser

detectados en forma libre en algunas frutas o luego de su liberacion como consecuencia del
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procesado. El acido gdlico se puede encontrar conjugado como tal o frecuentemente en su forma
dimérica (acido eldgico). Ambos son componentes esenciales de los taninos hidrolizables, como
por ejemplo los elagitaninos de la frutilla, frambuesa y zarzamora. Generalmente estos acidos no
representan compuestos de gran interés nutricional, ya que sus contenidos en plantas comestibles
son bajos, a excepcién de las frutas rojas, como se ha mencionado (Manach y col., 2004).

Los acidos cindmicos o derivados del acido hidroxicindmico, estdn ampliamente distribuidos en
muchos alimentos vegetales y bebidas. Entre ellos, las frutas rojas constituyen una fuente
significativa de estos compuestos. Salvo en el caso de alimentos procesados, raramente se
encuentran como 4cidos libres y generalmente estan esterificados con acido quinico, tartarico o
glucosa. Tienen una estructura basica C¢-Cs, siendo los mds comunes los acidos cafeico, ferdlico,
sindpico y p-cumarico. Uno de los conjugados mas frecuentes en frutas es el acido clorogénico,
que resulta de la esterificaciéon de los acidos cafeico y quinico. Asi, el acido cafeico, libre o
esterificado, constituye el acido fendlico mas abundante en muchas frutas, mientras que el acido

ferdlico es el mas abundante en granos de cereales (Manach y col., 2004; Lempereur y col., 1997).

1.2.3.4.2. Estilbenos

Los estilbenos tienen un esqueleto basico de 14 carbonos (C¢-C,-C¢) y su distribucidon en los
alimentos vegetales no es muy amplia (Scalbert y Williamson, 2000). Su principal representante es
el resveratrol (3, 5, 4’-trihidroxiestilbeno) presente en uvas, frutos rojos y mani, por lo que estos
alimentos y sus derivados son generalmente la principal fuente de estilbenos en la dieta. Este
compuesto ha ganado popularidad en los Ultimos afios debido a que numerosos estudios han
demostrado los efectos anticancerigenos y su efecto inhibidor de las reacciones que incrementan
el riesgo de enfermedades coronarias (Manach y col., 2004; Hsieh y col., 2005; Garvin y col., 2006;

Atten vy col., 2005).
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1.2.3.4.3. Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo de compuestos fendlicos mas diverso y ampliamente
distribuido en plantas. Su estructura general basica (Figura 1.5a) consta de dos grupos fenilo (Ay
B) unidos por un puente de tres carbonos que forma un anillo heterociclico oxigenado (anillo C),
conformandose asi un esqueleto carbonado C4-C3-Cs (Manach y col., 2004). Los atomos de
carbono en los anillos Cy A se numeran del 3 al 8, y en el anillo B desde el 2" al 6°. El nimero vy la
posicién de los grupos hidroxilo y la subsiguiente adicion de anillos aromaticos determinardn
muchas de sus propiedades. En funcién de los grados de oxidacién e insaturacidon del anillo
heterociclico se pueden diferenciar varias clases de flavonoides y, dentro de cada clase, se pueden
establecer diferencias en base a la naturaleza y nimero de los sustituyentes unidos a los anillos
(Robards y col., 1999). De esta manera, la familia de los flavonoides se subdivide en flavonas,
isoflavonas, flavonoles, flavanoles, flavanonas y antocianidinas. La Figura 1.5b presenta la
estructura molecular general de las distintas clases de flavonoides y los respectivos derivados que

se encuentran con mayor frecuencia en la naturaleza.

La mayoria de los tejidos vegetales pueden sintetizar flavonoides, los cuales se encuentran
generalmente en forma de glicdsidos solubles en agua, tanto en hojas como frutos presentes en la
dieta humana. Las agliconas de los flavonoles y flavonas no se encuentran en el vegetal fresco,
pero pueden presentarse como consecuencia del procesado. Los azUcares predominantemente se
unen al nucleo del flavonoide mediante enlace B-glicosidico, preferentemente en la posicion 3,
aunque las uniones se pueden producir en otras posiciones. Se han identificado mas de 80
azucares diferentes unidos a los flavonoides, pudiendo ser monosacaridos, disacaridos,
trisacdridos e incluso tetrasacaridos (Hollman y Arts, 2000). Dentro de los azlicares mas comunes

estan la glucosa, galactosa, ramnosa, arabinosa, xilosa y acido glucurénico (Manach y col., 2004).
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Por un lado, los flavonoles se caracterizan por poseer un grupo ceto en C4 y una insaturacién entre
C2y C3. Poseen ademas un grupo hidroxilo adicional en C3. Conforman el grupo mds ubicuo de
flavonoides presente en alimentos, siendo la quercetina el compuesto mas comun. Las principales
fuentes de flavonoles son las verduras y las frutas, aunque el té y el vino son también alimentos
ricos en flavonoles. Es importante destacar que la biosintesis de flavonoles se estimula por la luz,
por lo que estos compuestos se localizan principalmente en los tejidos aéreos de la planta. Asi, se
ha observado que la distribucién y concentracién de flavonoles puede ser distinta incluso en frutos
procedentes de la misma planta, en funcién del grado de exposicidon al sol al que se hayan

encontrado los mismos (Cortell y Kennedy, 2006).

Por otro lado, el grupo de las flavonas se caracteriza por poseer un grupo ceto en C4y una
insaturacién entre C2y C3. Constituyen los flavonoides menos abundantes en alimentos, siendo
los principales representantes los glucdsidos de luteolina y apigenina. Se encuentran en
cantidades importantes en perejil y apio, mientras que la piel de citricos contiene grandes

cantidades de flavonas polimetoxiladas (Manach y col., 2004).

A su vez, el grupo de las flavanonas pueden considerarse formado por compuestos analogos a las
flavonas con el anillo C saturado. Generalmente estdn glicosiladas con un disacarido en C7.
Constituyen un grupo minoritario en alimentos, encontrdndose en altas concentraciones
principalmente en frutas citricas, aunque también se encuentran en tomate y ciertas plantas
aromaticas como la menta. Las principales agliconas son naringenina (pomelo), hesperetina
(naranja) y eriodictiol (limoén). Debido a que las flavanonas se localizan en las partes sélidas de
citricos, en particular en el tejido blanco esponjoso del albedo y en las membranas que envuelven
los segmentos. Asi, la fruta entera puede contener hasta cinco veces mas flavanonas que su jugo

(Tomas Barberan y Clifford, 2000).
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Por su parte, las isoflavonas constituyen un grupo de flavonoides que poseen un anillo bencénico
lateral en posicion C3, con una estructura semejante a la de los estrdgenos. Ademdas poseen
grupos hidroxilos en C7 y C4, al igual que ocurre en la estructura molecular de la hormona estriol
(uno de los tres estrégenos mayoritarios junto al estradiol y la estrona). En realidad, las isoflavonas
se pueden unir a receptores de estréogenos, y por ello se clasifican como fitoestrégenos. Se pueden
presentar como agliconas o a menudo conjugadas con glucosa, las que al ser termolabiles pueden
hidrolizarse durante el procesamiento industrial y conservacién. Se presentan casi exclusivamente
en plantas leguminosas, siendo la soja y sus derivados las principales fuentes de isoflavonas

(Cowardy col., 1998).

Por otra parte, las antocianidinas conforman el grupo mas importantes de pigmentos vegetales
hidrosolubles (Mazza y col.,, 2004). Se encuentran principalmente como glicésidos con los tres
anillos de su estructura conjugados. La glicosilacién ocurre principalmente en la posicién 3 del
anillo C o en las posiciones 5 y 7 del anillo A. También es posible la glicosilacién de las posiciones
3’, 4" y 5 del anillo B, aunque con menor frecuencia. Las antocianidinas estan ampliamente
distribuidas en la dieta humana encontrandose en ciertas variedades de cereales, vino tinto y

algunos vegetales, aunque son mas abundantes en frutas, particularmente frutas rojas.

Finalmente, los flavanoles poseen el anillo C saturado y un grupo hidroxilo en C3. A diferencia de
otros grupos de flavonoides, los flavanoles encontrados en los alimentos no estan glicosilados y los
mas representativos son de tipo flavan-3-ol, pudiendo aparecer como mondémeros (catequinas),
oligémeros (procianidinas), o bien como polimeros (proantocianidinas o taninos condensados). La
epicatequina y la catequina son los compuestos mayoritarios en frutas. Las catequinas también se
encuentran en el vino y chocolate, que son las fuentes mayoritarias. En cambio, la galocatequina,

epigalocatequina y galato de epigalocatequina aparecen principalmente en el té (Arts y col., 2000).
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Figura 1.5. a) Estructura quimica basica de los flavonoides. b) Estructuras basicas de distintos tipos

de flavonoides y ejemplos de compuestos representativos.
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1.2.3.4.4.Lignanos

Los lignanos son producidos por dimerizacién oxidativa de dos unidades de fenilpropano, y en la
naturaleza se encuentran principalmente en estado libre, mientras que sus derivados glicosilados
no son frecuentes. La principal fuente alimentaria es la semilla de lino, que contiene hasta 3,7 g/kg
en peso seco de secoisolariciresinol y pequefias cantidades de matairesinol (Adlercreutz y Mazur,
1997). El interés por estos compuestos se debe a que la microflora intestinal de los mamiferos
biotransforma los lignanos a enterodiol y enterolactona, compuestos que presentan actividad
estrogénica débil y para los que se ha sugerido un efecto protector contra ciertos tipos de cancer
(Wang, 2002). Otras fuentes alimentarias que aportan menores cantidades de lighanos en la dieta
son las algas, lentejas, algunos cereales (cebada, centeno y trigo), ciertas verduras (ajo,

esparragos, zanahoria) y frutas (peras, ciruelas) (Thompson y col., 1991).

1.2.3.4.5. Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos

Los mecanismos de accidon antioxidante de los compuestos fendlicos son diversos. Cada
compuesto fendlico actuara por uno o mds mecanismos, segln sus propiedades caracteristicas. De
manera general, los compuestos fendlicos pueden actuar como antioxidantes mediante dos
mecanismos principales: la neutralizacién de radicales libres y la quelacién de metales (Rice-Evans

y col., 1996).

En la neutralizacion de radicales libres, los compuestos fendlicos actian como donantes de
hidrégeno o electrones debido a su bajo potencial redox, lo que los hace termodinamicamente
capaces de reducir radicales libres altamente oxidantes como el radical superdxido, peroxilo,
alcoxilo e hidroxilo en reacciones de terminacién que interrumpen las reacciones de oxidacion en
cadena (Pietta, 2000). En la Figura 1.6 se ilustra este mecanismo, donde Fl es un flavonoide y FI-O-

el radical aroxilo generado menos reactivo, ya que se estabiliza por resonancia con los electrones
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1t del anillo aromdtico. A su vez, este radical aroxilo puede reaccionar con un segundo radical,

adquiriendo una estructura de quinona estable.

OH .
R® RH
OH \_/ OH
FI - OH FI-0°
OO
R® RH

\J

Figura 1.6. Actividad neutralizante de radicales libres mediante donacion de protones y posterior
estabilizacion de la molécula de flavonoide (Fl).

Diferentes caracteristicas estructurales parecen estar involucradas en la accién antioxidante de los
compuestos fendlicos por este mecanismo. Por un lado, la presencia de un grupo catecol (0-3’,4’-
dihidroxilo) en el anillo B, el cual tiene las mejores propiedades donantes de electrones y por otro
lado, la presencia en el anillo C del doble enlace entre C2 y C3 conjugado con el grupo oxo en C4,
el cual es responsable de la deslocalizacion electrénica, contribuyendo asi a incrementar la

estabilidad del radical aroxilo.

Otros aspectos a considerar que pueden modificar la actividad antioxidante son: el nimero de
grupos hidroxilo en el anillo B y la presencia de sustituyentes en la posicidon 3 del anillo C. Como
ejemplo del primer caso se puede citar a la miricetina, la cual en comparacién con el canferol
posee dos grupos hidroxilos adicionales, otorgandole una mayor capacidad antioxidante. En el
segundo caso, si la posicién 3 del anillo C esta glicosilada, tendrd una estructura menos efectiva
gue su correspondiente glicdsido. Si en cambio el sustituyente es un grupo hidroxilo, la actividad

antioxidante se vera incrementada, mientras que grupos hidroxilo o metoxilo adicionales en las
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posiciones 3, 5 y 7 de los anillos A y C parecen ser menos importantes. De esta manera, los
flavonoles y las flavonas que contienen un grupo catecol en el anillo B son muy activos, siendo los
flavonoles mds potentes que las correspondientes flavonas, debido a la presencia del grupo

hidroxilo en la posicidn 3 del anillo C (Rice-Evans y col., 1996).

Otro mecanismo de actividad antioxidante de ciertos compuestos fendlicos tiene que ver con su
propiedad de quelar iones metdlicos como hierro o cobre, que al unirse a ellos reducen la
capacidad de éstos para generar radicales libres mediante reacciones redox (Hudson y Lewis,
1983; Rice-Evans y col., 1997). Los sitios de unidn propuestos para el secuestro de iones metalicos
son el grupo catecol en el anillo B y los sitios comprendidos entre el grupo 4-oxo y los grupos
hidroxilo en posicion 3 y/o 5 (Figura 1.7). Sin embargo, van Acker y col. (1996), postularon que la
mayor contribucién a la quelacién de metales se debe al grupo catecol, al observar una mayor

quelacién del cobre por la quercetina en comparacion con la del canferol.

@

HQ“..,“M n+

Figura 1.7. Sitios de unién de iones metélicos (Me"") en la molécula de polifenol (Pietta, 2000).

Otra via mediante la cual los polifenoles pueden exhibir capacidad antioxidante parece estar
relacionada con su capacidad para inhibir ciertas enzimas implicadas en la generacién de especies

reactivas del oxigeno. Como evidencia se ha descripto que ciertos flavonoides pueden inhibir la
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xantina oxidasa, ciclooxigenasa, lipoxigenasa, glutatién S-transferasa, succinoxidasa mitocondrial y

NADH oxidasa (Hanasaki y col., 1994; Brown y col., 1998; Cos y col., 1998).

Un aspecto importante a tener en cuenta es la dependencia de la actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos con su solubilidad relativa en fase acuosa o lipidica. Los flavonoides y los
acidos cindmicos poseen coeficientes de particién intermedios, que dependen en gran medida de
su estructura quimica y de los sustituyentes presentes (grupos hidroxilo, metoxilo, azlcares, etc.).
Generalmente, los compuestos hidrofobicos entran en las células mas rapido que los hidrofilicos
por procesos de difusiéon simple. Una vez en el organismo, los compuestos fendlicos mas
hidrofdbicos tendran su destino en ambientes lipidicos y los mas hidrofilicos permaneceran en
medios prevalentemente acuosos (Parr y Bolwell, 2000). Asi, la unidén de azlcares hace a los
compuestos fendlicos mas hidrosolubles pero disminuye su actividad antioxidante (Rice-Evans y
col., 1997). Por ello, los compuestos fendlicos con mas afinidad por los ambientes lipidicos del
organismo podrian tener una mayor relevancia en la prevencién de enfermedades. De hecho, los
compuestos fendlicos de cardcter liposoluble y capaces de unirse a lipidos previenen la oxidacion
de las LDL ex vivo de forma directa y/o mediante la preservacion de otros antioxidantes

liposolubles como el a-tocoferol (Zhu y col., 2000).

1.3. La quinoa

La quinoa (Chenopodium quinoa) es considerada un pseudocereal al igual que el amaranto
(Amaranthus spp) y el trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum). Se trata de especies
dicotiledéneas que no estdn botanicamente relacionadas con los verdaderos cereales (especies
monocotiledéneas), aunque sus semillas son consumidas como granos de manera similar a los

cereales. Estas especies han atraido un gran interés en afios recientes, debido en parte al
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excelente perfil nutricional que poseen, siendo fuentes importantes de energia por su contenido
en almidén, ademas de proveer proteinas de buena calidad, fibra dietaria y lipidos ricos en acidos
grasos insaturados. Ademas, contienen adecuados niveles de vitaminas y minerales y cantidades
significativas de otros componentes bioactivos como saponinas, fitoesteroles, escualeno,
fagopiritoles y polifenoles. Otra particularidad interesante de mencionar es que estas semillas no
contienen proteinas formadoras de gluten y debido a esta caracteristica estan surgiendo
actualmente como alternativas para dietas libres de este componente (Alvarez-Jubete y col.,

2010).

1.3.1. Caracteristicas generales. Ventajas del cultivo

La quinoa es una planta anual encontrada en la regién andina de Sudamérica, cultivada desde
Colombia hasta Argentina y Chile, siendo los principales productores Bolivia, Perd y Ecuador
(Abugoch-James, 2009; Miranda y col.,, 2010). La coloracién de la planta es variable con los
genotipos y etapas fenoldgicas, desde el verde hasta el rojo, pasando por el purpura oscuro,
amarillo, anaranjado, granate y demas gamas que se pueden diferenciar (Figura 1.8). Por formar
parte de la familia Amaranthaceae, la coloracién que pueden adquirir tanto plantas como semillas
de quinoa se debe a las betalainas, pigmentos de estructura y biosintesis diferente a las
antocianinas (Repo-Carrasco-Valencia y col., 2010; Gandia-Herrero y Garcia-Carmona, 2013). Una
caracteristica destacable que presenta la planta de quinoa es la plasticidad para adaptarse a
diferentes condiciones ambientales, ya que existen variedades que se cultivan al nivel del mar y
otras en alturas cercanas a los 4000 metros. Ademas, la gran variabilidad genética existente
permite a los diferentes cultivares tolerar los diferentes factores abidticos adversos como son
sequia, altitud, temperaturas extremas y suelos pobres y salinos (Brady y col., 2007). La habilidad

de la planta de producir granos de alto contenido proteico bajo condiciones ecoldgicas extremas,
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la hace muy importante para la diversificacidon de los sistemas agricolas futuros. De esta manera,
ha sido introducida en Europa, América del Norte, Asia y Africa, con muy buenos resultados, lo que
demuestra el potencial de la quinoa como cultivo industrial y alimentario (Bhargava y col., 2006;
Abugoch-James, 2009) que podria contribuir a paliar la escasez de alimentos en paises en vias de

desarrollo (Brady y col., 2007).

Figura 1.8. a) Planta de quinoa y sus partes: (1) tallo, (2) hoja, (3) inflorescencia, (4) fruto, (5) vista
superior y lateral de la semilla. b) Coloraciones que pueden adquirir las inflorescencias.

El nombre quinoa se aplica tanto a la planta como a la semilla o grano, el cual constituye el fruto
maduro sin el perigonio. Es de forma lenticular, elipsoidal o esferoidal y su color es usualmente
amarillo palido pero puede variar desde rosa hasta negro de acuerdo a la variedad. El tamafio del
grano es pequefio, pudiendo medir desde 1,5 hasta 4 mm de diametro. De acuerdo a la estructura,
Prego y col. (1998) han diferenciado en el grano tres partes bien definidas desde el exterior al
interior: episperma, embridn y perisperma (Figura 1.9). El episperma, esta constituido por cuatro

capas que rodean al embrién y perisperma. La capa exterior (pericarpio) es rica en saponinas que
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le confieren sabor amargo al grano. El embrién, formado por dos cotiledones y la radicula,
envuelve al perisperma como un anillo. Este constituye alrededor del 30% del volumen total de la
semilla y concentra el mayor contenido de grasa y proteina del grano. El perisperma es el principal
tejido de almacenamiento y estd constituido mayormente por granulos de almidén. Sus células

son grandes, de forma poligonal y representa aproximadamente el 60% del volumen de la semilla.

Endospermo

Cotiledones

Figura 1.9. Esquema de la seccién longitudinal media del grano. Adaptado de Prego y col. (1998).

1.3.2. Usos

La quinoa tiene multiples usos y se pueden emplear casi todas sus partes. Su principal uso es la
alimentacién humana, donde se utilizan las semillas enteras (previa eliminacién de las saponinas)
o procesadas de diferentes maneras. El grano entero se agrega a sopas, ensaladas, o como
reemplazo del arroz. Puede ser molido para obtener una harina que se emplea en la elaboracidn
de diversos panificados en combinacion con harina de trigo (pan, galletitas, tortas, etc.) y también

alimentos para bebés. Otras formas en las que se puede consumir incluyen hojuelas, sémola o

polvo instantaneo, pudiendo ser un ingrediente para preparar una enorme cantidad de recetas

tanto tradicionales como innovadoras. Ademas, las semillas pueden ser germinadas (brotes para

ensaladas), tostadas o infladas para elaborar alimentos para desayuno y snacks (Repo-Carrasco y
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col., 2003). También se ha utilizado en la formulacién de bebidas alcohdlicas luego del malteado y
fermentacién (Bhargava y col., 2006). Muchas de las aplicaciones de la quinoa son posibles gracias
a que ha demostrado tener buenas propiedades de gelificacion, capacidad de absorcién de agua,
capacidad emulsificante y estabilizante (Abugoch-James, 2009).

Por otro lado, las hojas y plantulas tiernas se utilizan como reemplazo de las hortalizas de hoja
(acelga, espinaca, repollo, etc.), pudiendo utilizarse hasta la fase fenoldgica de inicio de formacion
de la panoja y ramificacién, respectivamente (Bhargava y col., 2006).

En alimentacién animal se utiliza la planta completa en estado fresco o ensilado. También en
forma de pellets. Con las partes de la planta que quedan después de la cosecha, finamente picada
o molida se elaboran concentrados y suplementos alimenticios para animales. Los granos también
se usan para la crianza de aves en general (Mujica y col., 2001).

Industrialmente, la quinoa puede utilizarse como materia prima para extraer alcohol industrial,
saponinas, quinoina, acido quinoico, cartdon (a partir de la celulosa), almidén, harina, aceite, etc.

(Bhargava y col., 2006).

1.3.3. Aspectos nutricionales

El grano de quinoa es un alimento nutricionalmente muy interesante, dada su composicidon en
macronutrientes en comparacion a la de otros cereales (base seca). En particular, se destaca
principalmente por su alto contenido proteico, el cual varia desde 12 a 23 %, con un valor medio
de 16,3 %. En comparacidn con los granos de cereales tradicionales, este valor resulta mayor que
el de cebada (11 %), arroz (7,5 %) o maiz (13,4 %), y comparable al del trigo (15,4 %) (Abugoch y
col., 2008). Un aspecto notable de las proteinas de la quinoa es su calidad nutricional, la que viene
dada por su composicion aminoacidica, presentando todos los aminodcidos esenciales con un
adecuado balance, con mayores contenidos de lisina (5,1-6,4 %) y metionina (0,4-1 %) que los

cereales tradicionales (Bhargava y col., 2006; Vega-Galvez y col., 2010).
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Por su parte, el contenido lipidico medio en las semillas de quinoa se encuentra en el rango de 5,0-
7,2 % (Valcarcel-Yamani y Caetano, 2012), el cual es mayor que el del maiz (3-4 %) (Vega-Galvez y
col., 2010). El hecho de que algunas variedades de quinoa hayan mostrado concentraciones de
lipidos cercanas a 9,7 % ha llevado a que algunos autores la consideren como un potencial cultivo
oleaginoso (Koziol, 1992; Bhargava y col., 2006). Esta fraccidn lipidica es rica en acidos grasos
insaturados (86 %), destacandose la presencia de grandes cantidades de acidos grasos esenciales
como el linoleico (48,2-56 g/100 g) y linolénico (3,8-8,3 g/100 g) (Valcarcel-Yamani y Caetano,
2012). A pesar de su alto contenido de grasa y grado de insaturacion, se ha sefialado un alto grado
de estabilidad de los lipidos de la quinoa frente a la oxidacién. Esta propiedad ha sido atribuida al
alto contenido de vitamina E (a-tocoferol) presente en el aceite extraido de granos de quinoa

(Koziol, 1992).

Ademas, las semillas de quinoa son ricas en fibra dietaria (Ando y col., 2002) y minerales,
particularmente calcio, magnesio, fésforo, hierro, cobre y zinc (Koziol, 1992; Konishi y col., 2004).
Un aspecto a destacar es que la semilla de quinoa no contiene proteinas formadoras de gluten,
por lo que puede ser consumida por personas celiacas o alérgicas al trigo (Alvarez-Jubete y col.,

2010).

1.3.3.1. Factores antinutricionales

La presencia de factores antinutricionales es de suma importancia en relacion con el valor
nutritivo de los alimentos, ya que éstos pueden ejercer un efecto negativo en la biodisponibilidad
de macro y micronutrientes en animales monogdastricos. En particular, en semillas de quinoa se
han detectado algunos compuestos antinutricionales, como son el 4cido fitico, ciertos inhibidores
de proteasas y las saponinas. Respecto al acido fitico, Koziol, (1992) reporté valores entre 10,5 y

13,5 mg/g de acido fitico para cinco variedades de quinoa, el que se encontrd concentrado en las
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capas exteriores del grano y en el endospermo. Por su parte, las concentraciones de inhibidores de
proteasas detectadas en las semillas de quinoa han sido inferiores a 50 mg/kg (Ahamed vy col.,
1998). Teniendo en cuenta estos valores, se ha encontrado que el contenido de inhibidores de
tripsina en quinoa es mucho menor en relacién a los consumidos normalmente por la ingesta de

otros granos, por lo que no representa un problema serio (Ahamed y col., 1998).

Las saponinas son consideradas el principal factor antinutricional asociado a la quinoa, aunque
también tienen algunas propiedades bioldgicas interesantes (Sparg y col., 2004). Las saponinas son
glicdsidos triterpenoides que se encuentran en la cubierta exterior del grano y son las
responsables del sabor amargo/astringente caracteristico que impide su consumo directo. De
hecho, los diferentes ecotipos de quinoa pueden ser clasificados de acuerdo a la concentracién de
saponinas, diferencidandose variedades “dulces”, cuando el contenido en saponinas libres es < 0,11
% (peso fresco) y “amargas” cuando este valor es superior (Soliz-Guerrero y col., 2002). Segun
Bacigalupo y Tapia, (1990), el contenido de saponinas es el factor limitante mas serio del consumo
del grano de quinoa, donde resultados de pruebas sensoriales determinaron que el nivel maximo
aceptable de saponinas para consumo humano se encuentra entre 0,06 y 0,12 %. Las saponinas
son capaces de producir espuma estable en soluciones acuosas y producir hemdlisis en las células
sanguineas, por lo que son eliminadas por lavado o friccién de los granos antes de ser consumidos.
El procedimiento mas utilizado es el llamado desaponificado tradicional o por via himeda, en el
cual se realizan lavados del grano con cambios sucesivos del agua y friccién de los granos hasta
eliminar las capas superficiales. Esta labor, demanda un proceso de secado adicional, para evitar la
proliferacién de mohos, bacterias y otros microorganismos en el grano humedo y también la
germinacion de los granos (Repo-Carrasco y col., 2003). Los métodos secos (escarificacion o
descascarado abrasivo) utilizan maquinaria para pulir la superficie de los granos y de esta manera

eliminar las saponinas. Este método es mas econdmico que el lavado pero tiene la desventaja que
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no elimina totalmente las saponinas y si se lo realiza muy intensamente, se corre el riesgo de
perder algunos nutrientes, como las proteinas presentes en las capas exteriores del grano. Por lo
tanto el método mas recomendado es un método combinado, comenzando con un pulido rapidoy
luego un lavado breve (Repo-Carrasco y col., 2003). Una vez que las saponinas han sido

eliminadas, la quinoa se comercializa para consumo.

Por otro lado, las saponinas de la quinoa también podrian tener algun valor desde un punto de
vista nutricional o farmacolégico. Por ejemplo, se ha observado que éstas pueden disminuir el
colesterol plasmatico (Oakenfull y Sidhu, 1990) o incrementar la permeabilidad de las membranas,
pudiéndose utilizar entonces para aumentar la absorcidon de nutrientes a nivel intestinal o incluso
la asimilacidon de farmacos (Gee y col., 1993). Otras aplicaciones incluyen su uso como materia
prima para la produccién de hormonas (Blunden y col., 1975) y adyuvantes inmunoldgicos (Kensil y
col., 2004), como asi también se ha detectado que las saponinas de quinoa poseen actividad

antifdngica (Stuardo y San Martin, 2008).

1.3.4. Compuestos fendlicos en el grano de quinoa

Ademas del aporte de nutrientes tales como almiddn, proteinas, lipidos, vitaminas y minerales, las
semillas de quinoa proveen ciertos compuestos de estructura fendlica con potenciales beneficios
para la salud (Abugoch-James, 2009; Pasko y col., 2009; Vega-Galvez y col., 2010; Miranda y col.,
2010; Tang y col.,, 2015). Los principales compuestos fendlicos de las semillas de quinoa

pertenecen a los grupos de los acidos fendlicos y flavonoides.

Dentro de los acidos fendlicos se encuentran tanto derivados del acido benzoico, tales como los
acidos p-hidroxibenzoico, 3-4-dihidroxibenzoico, vanillico y protocatéquico y derivados del acido
cindmico, entre ellos los acidos p-cumarico, cafeico, ferulico e isoferulico (Alvarez-Jubete y col.,

2010; Repo-Carrasco y col., 2010; Hirose y col., 2010; Tang y col., 2015).
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Por otro lado, las semillas de quinoa son una fuente abundante de flavonoides, principalmente
glicésidos de los flavonoles quercetina y canferol (Hirose y col., 2010; Dini y col., 2004), aunque
también se ha detectado epicatequina y glicésidos de miricetina e isorhamnetina en algunas
variedades. (Tang y col., 2015; Repo-Carrasco y col., 2010). En un extracto etandlico de semillas de
quinoa, Zhu y col., (2001) aislaron seis flavonoles glicosilados derivados de las agliconas quercetina

y canferol con residuos azlcarados de L-ramnosa, D-apiosa y D-galactosa.

1.4. Extraccion de biomoléculas con capacidad antioxidante
a partir de fuentes vegetales

Debido a su eficacia y facilidad de aplicacidn, la extraccidn sélido-liquido es la técnica mas utilizada
para la recuperacién de moléculas bioactivas a partir de fuentes vegetales. Se aplica extensamente

tanto en la industria alimentaria como en la obtencién de compuestos de interés farmacéutico.

1.4.1. Principio y mecanismo de la extraccion solido-liquido

La extraccion sdlido-liquido es una operacion fisica de transferencia de materia entre una fase
sélida, que contiene la sustancia a extraer y una fase liquida, el solvente de extraccion (Leybros y
Frémeaux, 1990). Tras el contacto heterogéneo entre el disolvente y el sdlido, las sustancias que
tienen afinidad por el solvente se solubilizan y pasan de la fase sélida a la fase liquida, asi durante
la extraccion, los contenidos de dichas sustancias disminuyen en la fase sdlida y aumentan en la
fase liquida. La transferencia de materia se realiza por difusién molecular y por conveccién. La
extraccidn es un proceso no estacionario que se detiene cuando se establece el equilibrio entre las
dos fases (Dibert y Cros, 1989).

Generalmente, la extraccién no es muy selectiva y ademas del soluto de interés se solubilizan
conjuntamente otras sustancias a partir de la fase sélida. De esta manera se obtendra una

solucidn, que se denomina extracto, y por otro lado el residuo sélido que después de la extraccidon
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contiene muy poco o nada de soluto. En general, el material vegetal se trata previamente con el
fin de que la extraccién resulte mas eficiente. El secado, la molienda y la fragmentacién son
procesos utilizados a menudo como operaciones de pretratamiento. A veces se realizan ademas,
pretratamientos enzimdticos para facilitar la disolucién de las moléculas de interés en el solvente,
por ejemplo, el uso de pectinasas y celulasas con el fin de romper las paredes celulares y promover

la extraccion de polifenoles (Bonilla y col., 1999).
Durante la extraccién se pueden distinguir varias etapas sucesivas:

e Penetracion del solvente en la matriz sélida
e Disolucidn del soluto en el solvente
e Difusidn del soluto hacia el exterior de la matriz sélida
e Separacién del soluto de la matriz sélida y transferencia al seno de la fase liquida
(por difusién o conveccidn)
La duracién de la extraccion sélido-liquido se determinara por la etapa mas lenta que controla la

velocidad de la operacién, que generalmente es la etapa de difusién desde la matriz vegetal.

1.4.2. Métodos de extraccion solido-liquido

Existen varias técnicas para la extraccion de biomoléculas a partir de fuentes vegetales. Las
técnicas de extraccion realizadas a presion atmosférica, con o sin agitacion y/o temperatura
utilizadas desde hace tiempo se consideran como métodos cldsicos o convencionales. Dentro de
las técnicas de extraccion de uso mas reciente se destacan aquellas que utilizan presion (solventes
presurizados o fluidos supercriticos), como asi también las que incorporan tecnologias que

permiten intensificar la extraccion (como por ejemplo ultrasonido o microondas).
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1.4.2.1. Métodos clasicos

Dentro de éstos, en primer lugar se puede nombrar a la maceracién como el método mas simple
de extraccidn solido-liquido. Consiste en poner en contacto el material vegetal con el solvente con
o sin agitacién, por lo general a temperatura ambiente. La extraccién suele ser larga y a menudo
de bajo rendimiento, utilizdndose generalmente para la extraccién de moléculas termosensibles
(Leybros y Frémeaux, 1990). Otro método conocido es la extraccién Soxhlet que segun algunos
autores, es la técnica que permite mejores rendimientos entre las convencionales ya que la
muestra esta en contacto continuo con solvente puro (libre de solutos extraidos) y ademas no es
necesario filtrar luego de la extraccion. Como desventajas se pueden mencionar el tiempo de
extraccién y la gran cantidad de solvente consumido, ademas de que el uso de temperatura puede
destruir las moléculas de interés. Otra desventaja importante es que la extraccidon Soxhlet no es
apropiada cuando es conveniente utilizar mezclas de solventes para lograr una extraccion mds

eficiente y selectiva (Luque de Castro y Garcia-Ayuso, 1998).

1.4.2.2. Métodos alternativos

Actualmente existe una demanda creciente de nuevas técnicas de extraccién que permitan reducir
los tiempos de proceso, el consumo de energia y el uso de solventes organicos con el fin de
minimizar la contaminacién al medio ambiente. Estas operaciones se consideran “extracciones
verdes” o también sostenibles o sustentables. Como ejemplos se pueden mencionar a la
extraccién asistida por ultrasonido o por microondas y a la extraccion mediante fluidos

supercriticos.

1.4.2.2.1. Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

La extraccién mediada por sonicacidn resulta un método simple, eficaz y de bajo costo. Esta
técnica utiliza ondas sonoras con una frecuencia superior a 20 kHz. La vibracién se propaga en el

medio transportando energia mecanica en forma de rapidas variaciones de presion. El medio de
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propagacion de la onda ultrasénica se somete a una sucesion de compresiones y
descompresiones, provocando la formacion de burbujas (Poux y col., 2010). El ultrasonido provoca
grandes modificaciones de la temperatura y la presion dentro de las burbujas hasta que las
mismas alcanzan una dimensién critica, produciéndose su implosidn. Este proceso de compresién-
rarefaccion y el colapso de las burbujas se denomina "cavitacién" (Mason y Paniwnyk, 1996).

Los efectos mecanicos del ultrasonido inducen una mayor penetracidn del solvente en las matrices
vegetales y mejoran la transferencia de masa. También pueden causar ruptura de las paredes
celulares, facilitando la liberacidn del contenido celular. Por lo tanto la aplicacién de la extraccion
ultrasénica acelera la extraccién a partir de fuentes vegetales y en algunos casos también aumenta
los rendimientos (Vinatoru, 2001; Poux y col., 2010; Vilkhu y col., 2008).

La EAU permite trabajar con diferentes tipos de solventes y mezclas de los mismos, consumiendo
cantidades de energia significativamente menores en relacién a los métodos cldsicos con
rendimientos comparables (Poux y col., 2010). Esta técnica permite la extraccion de compuestos
termosensibles al ser altamente eficaz a temperaturas relativamente bajas. Ademas, la EAU se
considera una técnica de extraccidn operativamente simple, siendo posible su ejecucién utilizando
un bafio ultrasénico de laboratorio. Basicamente, la muestra molida se mezcla con el solvente
apropiado y se coloca en un bafio de ultrasonido, en el que es posible ajustar la frecuencia, la
potencia, la temperatura de trabajo y el tiempo de extraccion (Romdhane y Gourdon, 2002). Por
todo lo expuesto, la EAU se considera una técnica que se adapta muy bien a la extraccién de
compuestos fendlicos, siendo ampliamente utilizada con las mas diversas matrices vegetales

(Chematy col., 2011; Vinatoru, 2001; Khan y col., 2010; Suny col., 2011).

1.4.2.2.2. Extraccion asistida por microondas (EAM)

En esta técnica de extraccién alternativa, la matriz sélida se sumerge en un solvente calentado por

microondas (Poux y col., 2010). Las microondas son ondas electromagnéticas de frecuencias entre
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300 MHz y 300 GHz. Su aplicacién permite calentar el solvente de manera rapida y utilizando poca
energia. En general, las muestras se homogeneizan y se mezclan con un solvente y la suspension
se irradia a mds de 2000 MHz por un corto periodo de tiempo. El calentamiento se repite
generalmente varias veces, con tiempos de enfriamiento alternados para evitar la ebulliciéon. La
eficacia de esta técnica se acerca a la de la extraccidon Soxhlet, con la ventaja de realizarse mas
rapido (Pan y col., 2003; Poux y col., 2010). Como desventajas de la misma, se pueden citar la
necesidad de controlar el tiempo total de calentamiento, la falta de homogeneidad en el
calentamiento por las microondas y su limitacién para ser utilizada en la extraccién de compuestos

sensibles al calor (Poux vy col., 2010).

1.4.2.2.3. Extraccion con fluidos supercriticos (EFS)

La extraccién por fluidos supercriticos utiliza como solvente, fluidos en estado supercritico (con
temperatura y presion superiores a las criticas), cuyas propiedades son intermedias entre las de un
gas y un liquido (Taylor, 1996). En este estado, las tasas de transferencia de masa son mayores
debido a los altos coeficientes de difusidon y bajos valores de viscosidad, en comparacion con los
solventes liquidos convencionales (Diaz- Reinoso y col., 2006; Herrero y col.,, 2010). El poder
disolvente del fluido se puede variar cambiando la densidad del solvente o modificando la presiéon
y la temperatura. La amplia variacién de solubilidad de las moléculas de interés y de otras
moléculas extractables de la fuente vegetal, permite encontrar las condiciones para obtener altas
selectividades. A pesar de estas propiedades favorables para la extraccién de moléculas bioactivas,
su principal inconveniente es el elevado costo de esta tecnologia (Poux y col., 2010). El fluido
supercritico mas comunmente utilizado es el CO, debido a que se trata de un solvente abundante,
de bajo costo, inerte, inodoro, no téxico y con valores de temperatura y presidén criticos
relativamente bajos y faciles de conseguir en la practica (31,1 °C y 7,3 MPa, respectivamente)

(Diaz- Reinoso y col., 2006). La gran limitacion del uso de CO, como solvente es su no polaridad,
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por lo que no resulta adecuado para la extraccién de compuestos polares. El agua en estado
supercritico también ha sido utilizada para extraer compuestos polares, sin embargo, el punto
critico del agua se presenta bajo condiciones de temperatura y presion relativamente altos (374 °C
y 22,1 MPa, respectivamente), por lo que no puede utilizarse para extraer compuestos

termolabiles (Lang y Wai, 2001).

1.4.3. Parametros que influyen en la extraccion sdlido-liquido

Para llevar a cabo una extraccién bajo condiciones éptimas, se deben tener en cuenta varios

pardmetros que influyen sobre la eficacia y selectividad del proceso.

1.4.3.1. Naturaleza del solvente

El rendimiento y la actividad antioxidante de un extracto obtenido a partir de una matriz dada
dependen, en parte, de la naturaleza del solvente utilizado en el proceso extractivo. Esto se debe a
que en dicha matriz se pueden encontrar compuestos fendlicos antioxidantes con estructuras
guimicas muy diversas, que van desde moléculas sencillas a compuestos altamente condensados.
Por otra parte, estos compuestos pueden estar o no asociados con otras moléculas, tales como
glucidos o proteinas. Esta variabilidad en la naturaleza quimica de los componentes condiciona la
solubilidad de los mismos, y por ende la naturaleza del extracto obtenido, de acuerdo al solvente

utilizado (Marinova y Yanishlieva, 1997).

Asi, queda claro que la naturaleza del solvente es muy importante en la extraccién selectiva de
moléculas de interés. Ademas, si se elige un solvente de baja viscosidad se facilita el proceso de
imbibicién de la matriz sélida, asi como la transferencia de materia al seno de la fase liquida. Si por
otro lado, el solvente posee una temperatura de ebullicidn baja, permitird concentrar o,
eventualmente, secar el extracto, utilizando menos energia. También, siempre es preferible

utilizar solventes no inflamables ni explosivos. Otro factor a tener en cuenta en la seleccion del
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solvente es la potencial aplicaciéon de los extractos que se desea obtener. Asi, si se prevé que
dichos extractos van a ser utilizados en la industria alimentaria, el uso de solventes no toxicos es
imperativo. En particular, el agua redne una serie de condiciones que frecuentemente la hacen
apta como solvente para la extracciéon de biomoléculas de naturaleza fendlica a partir de fuentes
vegetales, tales como su alta constante dieléctrica (que facilita la disolucién de moléculas de
media a elevada polaridad), facil disponibilidad, costo, inocuidad, aceptabilidad desde el punto de
vista ecoldgico, etc. Dado que se ha mencionado que las mezclas de solventes extraen de manera
mas eficiente determinadas sustancias de interés en relacidon a los solventes puros (Yilmaz y
Toledo, 2006; Pinelo y col., 2005), varias mezclas acuosas de solventes como metanol, etanol,
propanol, acetona, acetato de etilo se han utilizado ampliamente en la extraccién de compuestos
fendlicos (Madhujith y Shahidi, 2006; Wang y col., 2011; Dent y col., 2013; Boeing y col., 2014). En
particular, las mezclas agua-etanol son los solventes mas utilizados para la obtencion de extractos
fendlicos antioxidantes, dado su eficiencia, selectividad, bajo costo, baja toxicidad, facilidad de
eliminacion, etc. (Liyana-Pathirana y Shahidi, 2005; Silva y col., 2007; Wang y col., 2008; Zhang y
col., 2011; Gong y col., 2012). Al modificar las proporciones de agua y etanol, varia la polaridad del
solvente y como consecuencia se consigue cambiar la naturaleza del extracto obtenido, en funcién
de la solubilidad de los diferentes compuestos fendlicos presentes en la matriz vegetal (Galvan

d’Alessandroy col., 2012).

1.4.3.2. Tamaio de particula

Para facilitar la extraccién, a menudo el material vegetal se corta o se muele. La reduccién del
tamanfio de particula aumenta la superficie de intercambio y la rapidez de extraccidn (Bucic-Kojic y
col., 2007). La difusion interna es también mas rapida en el caso de particulas finas. Sin embargo,
las particulas de tamafio muy fino plantean problemas tecnolégicos como por ejemplo, la

formacién de un lecho de sdlidos que provoca una disminucién de la permeabilidad al solvente,
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estableciendo sectores con corrientes preferenciales y sectores del lecho donde el solvente no
circula (Mafart y Béliard, 1992). Las particulas muy finas también son mas dificiles de separar del

extracto liquido después de la extraccion.

1.4.3.3. Temperatura

El aumento de la temperatura durante la extraccién aumenta la solubilidad y difusividad en la
solucidn, al tiempo que reduce su viscosidad. El calor también facilita la extraccidn, ya que
aumenta la permeabilidad de las paredes celulares. Sin embargo esto puede causar una

disminucién en la selectividad de la extraccion (Mafart y Béliart, 1992).

Por otro lado, una temperatura excesiva puede causar la desnaturalizacién de las moléculas a
extraer. La alta temperatura durante el secado y/o extraccidon afecta la estabilidad de algunos
compuestos fendlicos debido a reacciones de degradacion quimica y/o enzimatica, pérdida por
volatilizacion y/o por descomposicion térmica. Larrauri y col., (1997) encontraron que la
temperatura es el pardmetro de extraccién que afecta en mayor medida las propiedades de los
polifenoles. Por otro lado, varios estudios han demostrado la destruccién térmica de ciertas

antocianinas a temperaturas elevadas (Fischer y col., 2013; Kechinski y col., 2010).

1.4.3.4. Agitacion

La agitacion mecdnica de las particulas en el solvente permite mantenerlos en continua
suspension y homogeneizar el medio, con un efecto positivo en la operacidn, ya que reduce la
resistencia a la transferencia de solutos en la interfase sélido-liquido y aumentar el coeficiente de
transferencia. Si la agitacion es muy intensa y/o mantenida por un largo periodo, puede favorecer
choques entre las diferentes particulas y permitir de esta manera la ruptura de células que

liberaran su contenido en el medio (Dibert, 1989; Leybros y Frémeaux, 1990).
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1.4.3.5. pH de extraccion

La polaridad de muchos compuestos varia con el pH del solvente. En consecuencia, su solubilidad
también dependera de la acidez/basicidad del solvente. Ademas, la extraccion a diferentes valores
de pH puede permitir una extraccion selectiva de diferentes grupos de sustancias. (Mafart y

Béliart, 1992).

1.4.3.6. Relacion sélido/solvente

Si bien a menor relacion sélido/solvente, mayor rendimiento de extraccion, la cantidad maxima
conveniente de solvente en la practica estd limitada por las consecuencias relacionadas con la
concomitante dilucidon que se produce de los sustratos de interés al utilizar mayores volimenes de
solvente, en particular las referidas a la obtencidon de un extracto concentrado o seco (Mafart y
Béliart, 1992). Por otro lado, el rendimiento del extracto en compuestos de interés estd
directamente relacionado con la cantidad de material sélido de partida, por lo que la relacién
optima de sodlido/liquido a emplear en la extraccion resultard del compromiso de éstas

consideraciones.

1.4.3.7. Tiempo de extraccion

El tiempo de contacto entre las dos fases es también un parametro muy importante a controlar en
una extraccién. Este parametro estd estrechamente relacionado con la cinética de la extraccidn. La
comprension de la cinética permitird detener la extraccion en el momento en que se logre el
rendimiento deseado y de esta manera se logra economizar energia y mano de obra (Mafart y

Béliart, 1992; Wettasinghe y Shahidi, 1999).
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1.5. Actividad antioxidante

La evaluacién de la actividad antioxidante de un alimento puede abordarse de distintas maneras.
Es comun utilizar ensayos de actividad antioxidante total in vitro mediante distintas pruebas
guimicas, cuyos resultados no pueden ser directamente extrapolados a la situacién que ocurre
bajo condiciones fisioldgicas. Otra serie de pruebas, verifican la efectividad de proteccién de un
antioxidante ex vivo, induciendo un dafio oxidativo en cultivos celulares. Por ultimo, los ensayos
gue abordan la evaluacion de la actividad antioxidante in vivo, tras la suplementacién de dietas de
animales o humanos, permiten la determinacidn de ciertos biomarcadores de dafio oxidativo, y/o

del estado antioxidante total de los individuos (Collins 2005).

La diversidad quimica de los compuestos antioxidantes (que incluye glicdsidos e isdmeros) en una
matriz compleja hace dificil separar y cuantificar los mismos de manera aislada. Por otro lado, el
analisis de compuestos bioactivos individuales conduce a pérdida de informacién sobre los efectos
sinérgicos que pueden existir entre dichos compuestos y otras sustancias con capacidad
antioxidante que estén presentes en la matriz analizada. Dado que en la mayoria de los casos
estos procesos dan lugar a una actividad antioxidante total mayor que la correspondiente a la
suma de las actividades de los antioxidantes individuales, la medicion del nivel de actividad
antioxidante total en extractos de plantas y alimentos brinda una aproximacién mas real del

efecto potencial que podria ejercer in vivo un alimento rico en sustancias antioxidantes (Liu, 2003).

Asi, se han propuesto numerosos métodos para evaluar la actividad antioxidante total in vitro, los
cuales se han aplicado a diferentes muestras bioldgicas y alimentos. Estos métodos se basan
generalmente en la captacion o secuestro de radicales libres generados en la mezcla de reaccién
(0,7, HO., ROO., etc.) o radicales extrafios al organismo humano (como el DPPH. y ABTS."),

. , ., . s. 2
mientras que otros estan basados en la reduccidn de iones metélicos tales como el Fe* o el Cu®*
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(Sanchez -Moreno, 2002; Schlesier y col., 2002; Prior y col., 2005). Los diferentes métodos se
distinguen por el agente oxidante y sustrato utilizados, la técnica instrumental y las potenciales
interacciones de la muestra con el medio de reaccién (Pérez y col., 2000, Wang y col., 2004). Los
resultados obtenidos se expresan generalmente en forma de indices o valores equivalentes, por
ejemplo es comun utilizar el valor TEAC (Capacidad Antioxidante en Equivalentes Trolox). El trolox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) es un andlogo hidrosoluble de Ia

vitamina E, utilizado como estandar antioxidante.

1.5.1. Métodos para evaluar la actividad antioxidante in vitro

Una clasificacién general de los ensayos antioxidantes se basa en el tipo de reaccién involucrada,
diferenciando los ensayos basados en la transferencia de atomos de hidrégeno (TAH), de aquellos

basados en la transferencia de electrones (TE).

1.5.1.1. Ensayos basados en la transferencia de atomos de hidrégeno (TAH)

Este tipo de ensayos evalla la capacidad que tiene una muestra particular para proteger una
molécula diana (usualmente monitoreada mediante absorcion UV-visible o espectroscopia de
fluorescencia) expuesta a una fuente de radicales libres. Usualmente se emplea el 2,2'-azobis(2-
amidinopropano) clorhidrato (AAPH, también abreviado ABAP) como fuente de radicales peroxilo,
los cuales son estabilizados por la donacidn de un atomo de hidrégeno proveniente de los
antioxidantes presentes en la muestra. La incubacion del AAPH con una molécula diana particular
(MD) conduce a un cambio en la absorciéon UV-visible o de intensidad en la fluorescencia de la MD.
Por lo tanto, la incubacidn conjunta de la MD, el AAPH vy los antioxidantes puros o sus mezclas
complejas produce generalmente la inhibicién del consumo de la MD. De esta manera, estas
metodologias monitorean reacciones competitivas y la cuantificacion se obtiene a partir de curvas

de cinéticas de reaccién (Lopez-Alarcén y Denicola, 2013). Los ensayos basados en TAH incluyen
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métodos ampliamente utilizados como ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) que utiliza
como MD los compuestos fluorescentes beta-ficoeritrina o fluoresceina y el método TRAP (Total
Radical-Trapping Antioxidant Parameter) que se basa en la absorcién de oxigeno asociado al
proceso de peroxidacién del plasma humano (Huang y col., 2005). Entre otros métodos que
integran este grupo se pueden mencionar también el método de la decoloracidn de la crocina y el

ensayo de la decoloracion del B-caroteno (Huang y col., 2005; Prior y col., 2005).

1.5.2.2. Ensayos basados en la transferencia de electrones (TE)

Los ensayos basados en la TE involucran una reaccién redox donde los antioxidantes reaccionan
con un compuesto fluorescente o coloreado (agente oxidante) en lugar del radical peroxilo, en los
gue se monitorea la capacidad del antioxidante para reducir al compuesto oxidante, que cambia
de color cuando se reduce. El grado de cambio de color del agente oxidante (usualmente una
disminucién en la intensidad de absorcién a una longitud de onda determinada) se correlaciona
con la concentracidn de antioxidantes en la muestra. En este tipo de ensayos generalmente se fija
un tiempo para que se produzca la reaccién redox, midiendo durante este periodo la conversion
termodinamica (oxidacidén) y el valor de capacidad antioxidante obtenido se expresa generalmente
en equivalentes Trolox (Sanchez-Moreno y col., 1998). Dentro de los ensayos basados en TE se
incluyen los métodos basados en el secuestro de radicales libres DPPH. (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) y ABTS." [2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfonato)], los cuales son dos tipos de
radicales libres estables y coloreados que han sido ampliamente utilizados para medir capacidad
antioxidante (Miller y col., 1993; Brand-Williams y col., 1995). Una diferencia entre ambos es que
el DPPH. se comercializa como radical, mientras que ABTSs" debe ser generado a partir de la

oxidacion del ABTS por oxidantes (Henriquez y col., 2002).
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Otros ensayos basados en la TE son aquellos basados en la reduccién de iones metalicos como son
los métodos FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant
Capacity) y el método de la ferriciadina/Azul de Prusia, los cuales utilizan diferentes reactivos
redox cromogénicos con diferentes potenciales estandar (Benzie y Strain, 1996; Berker y col.,
2010). El fundamento de estos métodos se basa en que los complejos de los cromdforos utilizados
con la forma reducida de los iones metdlicos presentan bandas caracteristicas de absorcidn visible
con intensidad maxima a una determinada longitud de onda. Asi, la capacidad de una muestra
para reducir los complejos metalicos en un tiempo de incubacidn fijo genera la banda de absorcion
visible correspondiente que se utiliza para expresar el valor de poder reductor. Otro método
ampliamente utilizado y que también estd basado en la TE es el ensayo de fenoles totales
utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteau (Singleton y col., 1999). El reactivo de Folin—Ciocalteu
consiste en una solucién de 4cido fosfomolibdico y acido fosfowolfrdmico que oxida los
compuestos fendlicos a fenolatos en medio alcalino. La oxidacion de los fenoles presentes en la
muestra causa la aparicidn de una coloracidn azul que presenta un maximo de absorcién a 765 nm
y que puede cuantificarse espectrofotométricamente en base a una curva patrén de acido gélico.
Consiste de un método simple, preciso y ampliamente usado en el estudio de las propiedades
antioxidantes de extractos vegetales, al tratarse de un parametro que generalmente muestra una
estrecha correlacion con diferentes métodos de medida de la actividad antioxidante (Schlesier y
col., 2002; Sun y col.,, 2002). Asi, cuando se evallan las propiedades antioxidantes de estos
extractos, el andlisis de fenoles totales constituye un método complementario al analisis
cromatografico de los principales grupos de compuestos fendlicos que caracterizan a cada
alimento vegetal, a la vez que proporciona informacidn valiosa a la hora de seleccionar aquellos

con mayor potencial antioxidante.
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1.5.2 Factores que influyen sobre la actividad antioxidante de los
extractos

Existen diferentes factores que pueden afectar la capacidad antioxidante de los extractos
naturales. Dichos factores pueden ser intrinsecos al material de estudio o inherentes al propio

proceso de extraccidn y al periodo de almacenamiento posterior de los extractos.

1.5.2.1. Variedad, planta y estado de madurez

La composicion y el contenido total de compuestos fendlicos y en consecuencia, la actividad
antioxidante, son diferentes para las diferentes variedades de plantas, y a su vez son diferentes
para las diferentes partes de una misma planta. Por ejemplo, se observd variacién en la
composicion fendlica entre los extractos de hojas, corteza y madera de pinos (Kahkonen y col.,
1999). También se han observado diferencias en el contenido de polifenoles de acuerdo a la fase
de maduracion de cada dérgano de la planta, como entre las hojas nuevas y viejas de diversos
vegetales (Sawa y col., 1999). Finalmente factores como zona de cultivo, condiciones climaticas,
almacenamiento, etc. condicionan el contenido de compuestos con actividad antioxidante

presentes en plantas (Naczk y Shahidi, 2006; Liy col., 2012).

1.5.2.2. Composicion del extracto

Como regla general, la actividad antioxidante de un extracto se incrementa con el aumento en el
contenido de compuestos fendlicos, aunque se encuentran en la bibliografia resultados
contradictorios. Por un lado, varios autores han descripto una correlacidon directa entre el
contenido fendlico y la actividad antioxidante (Andarwulan y col., 1999; Tsaliki y col., 1999) en
distintas matrices vegetales. Por otro lado, otros autores no han logrado encontrar tal correlacién
(Bocco y col., 1998; Kahkonen y col., 1999), y han atribuido la actividad antioxidante resultante a la

presencia de otras sustancias de naturaleza no fendlica en los extractos. Varios factores pueden
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justificar estos resultados. Asi como ya fue mencionado, a partir de un matriz dada, la composicion
del extracto puede variar con las condiciones de extraccién, principalmente con la naturaleza del
solvente utilizado, una vez que su polaridad determinara la fraccién de compuestos fendlicos que
seran extraidos (Galvan d’Alessandro y col., 2012), como asi también hara posible en distinto
grado, la extracciéon conjunta de otros componentes que pueden intervenir en el balance redox.
En este ultimo caso, deben considerarse los potenciales efectos sinérgicos y/o inhibitorios que
pueden ejercer dichos compuestos sobre la capacidad antioxidante neta del extracto. (Hassimotto

y col., 2005; Wang y col., 2011).

1.5.2.3. Condiciones de almacenamiento de los extractos

La temperatura y la luz son dos factores que afectan la capacidad antioxidante de los extractos
durante su almacenamiento. Extractos obtenidos a partir de un mismo material presenta distinta
estabilidad dependiendo del solvente empleado en la extraccion de los compuestos fenélicos. Por
ejemplo, los extractos metandlicos de subproductos del chocolate son mds estables a Ia
temperatura (50 °C) que los extractos obtenidos utilizando cloroformo o dicloroetano como
solventes (Azizah y col., 1999). Por otro lado, se comprobd que la exposicion a la luz de extractos
de cdscara de papa degradd completamente en una semana el acido clorogénico presente,
mientras que el acido cafeico desaparecié por completo luego de 20 dias bajo dicha exposicion

(Rodriguez de Sotillo y col., 1994)

1.5.2.4. Accesibilidad a las zonas activas de oxidacion

La actividad antioxidante de un compuesto no depende Unicamente de sus propiedades quimicas,
también se debe considerar su accesibilidad a la zona donde se produce la oxidacion (Frankel,
1998). La distribucion de los antioxidantes en un sistema muestra que los compuestos hidrofilicos

son mas eficaces en medios apolares, tales como los aceites, debido a que se sitian en la interfase
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activa aire/aceite, que es justamente la zona en donde los lipidos son mas susceptibles a la
oxidacion (ya que presentan mayor contacto con el oxigeno). Los antioxidantes lipofilicos, por su
parte, son menos activos inhibiendo la rancidez de los aceites, ya que se diluyen en la fase oleosa.
Sin embargo, en las emulsiones aceite en agua, los antioxidantes lipofilicos son mas eficaces que
los hidrofilicos, pues éstos se concentran en la interfase aceite/agua, donde tiene lugar la
interaccion entre los promotores de la oxidacién (iones metalicos, perdxido de hidrégeno, etc.) y
el sustrato lipidico. Los antioxidantes hidrofilicos en cambio, se sitian en el seno de la fase acuosa
en estos sistemas. Este comportamiento diferencial de los antioxidantes en emulsiones y en

sistemas homogéneos no polares se denomina “paradoja polar” (Frankel y col., 1994).

1.6. Procesos seleccionados con potencial aplicacion en la
mejora de propiedades de alimentos

1.6.1. Consideraciones generales de los procesos

1.6.1.1. Germinacidn

La germinacion de semillas produce cambios radicales en la composicién de metabolitos primarios
y secundarios como consecuencia de la compleja red metabdlica que se activa durante este
periodo. Dada la importancias de las semillas en la dieta, la aplicacién de la germinacion ha sido
planteada como una alternativa para mejorar tanto el valor nutritivo como las propiedades
saludables de semillas de numerosas especies (Lintschinger y col., 1997). El proceso de
germinacion puede abarcar diferentes periodos y se define como aquel que comienza con la
imbibicién de agua por parte de la semilla seca y que concluye con la formacién de una plantula
capaz de desarrollarse de manera independiente de la semilla. Las sefiales visibles que indican el
inicio y la finalizacion de la germinacion son la emergencia de la radicula y el desprendimiento de

los restos de las cubiertas seminales de los cotiledones, respectivamente. Durante la germinacion
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se lleva a cabo una diversidad procesos sincronizados en los que los procesos anabdlicos y
catabdlicos son simultdneos (Bewley, 1997). Para que la germinacidn tenga lugar, es necesario que
se den una serie de condiciones ambientales favorables como son: un sustrato humedo, suficiente
disponibilidad de oxigeno que permita la respiracién aerobia y una temperatura adecuada para los
distintos procesos metabdlicos y para el desarrollo de la plantula. Este proceso de germinacion
comprende tres fases sucesivas que se superponen parcialmente y que se representan en la Figura
1.10 (Garcia-Agustin y Primo-Millo, 1993; Barceld y col., 2001).

Fase | o de hidratacidon: es el periodo durante el cual la semilla embebe agua, provocando el
hinchamiento de la misma (aumento de su peso fresco). Se produce la hidratacién enzimatica,
reactivandose numerosos sistemas metabdlicos que conducen a la sintesis de ATP, proteinas y
comienzo de la actividad respiratoria.

Fase Il o de germinacién: una vez que el agua atraviesa los envoltorios seminales y llega al
embridn en cantidad suficiente, éste se activa y comienzan los procesos metabdlicos necesarios
para su crecimiento y transformacién en una planta auténoma. En esta fase, la toma de agua y de
oxigeno se reduce considerablemente, llegando incluso a detenerse.

Fase Ill o de crecimiento: se asocia a la emergencia de la radicula (cambio morfolégico visible),
movilizacién de las reservas y desarrollo de la plantula. Durante este periodo vuelve a
incrementarse la actividad respiratoria y la absorcidn de agua, debido a que parte de las proteinas
y los carbohidratos almacenados son hidrolizados a compuestos de menor peso molecular, los

cuales son transportados al eje embrionario en crecimiento.

La duracién de cada fase depende de ciertas propiedades intrinsecas de cada semilla, como su
tamanfo, contenido en compuestos hidratables y la permeabilidad de las cubiertas al agua y al
oxigeno. Pero en estas fases, también intervienen condiciones del medio de germinacién, como el

nivel de humedad, la temperatura, pH, luz, etc.
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Figura 1.10. Fases de la germinacién de semillas medida a través de la absorcion de agua
(Adaptado de Bewley, 1997).

Entre los factores externos que influyen en la germinacién se puede citar la disponibilidad de agua,
ya que ésta juega multiples papeles en los distintos procesos de la vida vegetal y controla el nivel
de la actividad metabdlica de las plantas, por lo que su pérdida afecta notablemente la naturaleza
de las reacciones fisicas y bioquimicas (Crowe y col., 1992). La cantidad de agua presente en una
semilla madura apenas alcanza entre 10-15%, por lo que su contenido debe aumentar para
comenzar las reacciones metabdlicas. La rapidez en la imbibicién estd determinada por procesos
fisicos de difusidon donde tiene importancia las propiedades de la semilla (tamafio, permeabilidad
de la cubierta, contenido de sustancias hidratables, etc.). Es importante controlar la tasa de
imbibicidn inicial de agua, ya que si es muy alta puede ser daiiina para la semilla. Sin embargo, en
la mayoria de los casos, la rapidez en la entrada de agua viene controlada por la cubierta seminal,

la cual evita una imbibicion excesivamente rapida que pudiera dafar irreversiblemente a las
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membranas de las células superficiales. En este sentido, el proceso de imbibicion estd ligado a la
humedad del sustrato donde germinard y la temperatura (Bradford, 1995).

La temperatura es tal vez el factor ambiental de mayor influencia en los procesos fisiolégicos y
bioquimicos de las plantas, condicionando por tanto su crecimiento y desarrollo. Dependiendo de
la época del ano en que la planta cumple su ciclo y la ubicacidén geografica donde se desarrolle, las
semillas pueden germinar en un rango de temperatura entre los 0 °C hasta los 45 °C. Por lo tanto,
la sensibilidad de las especies difiere y no necesariamente una mayor temperatura se corresponde
con un incremento en la germinacion. Las semillas de cada especie pueden germinar dentro de un
intervalo de temperaturas, sin embargo existe un valor éptimo donde se obtiene el mayor
porcentaje de germinacidn en menor tiempo, y por arriba o debajo del cual la germinacion se lleva
a cabo pero mas lentamente (Bewley, 1997).

Otro de los factores que puede influir en la germinacién de las semillas es la luz, ya que es uno de
los recursos mds importantes para la vida de las plantas. Estas poseen un sofisticado conjunto de
fotorreceptores que les permiten percibir la luz y utilizarla eficientemente para distintos fines
(Neff y col., 2000). Durante la germinacién de las semillas, existen especies que sélo germinan bajo
luz continua, mientras que otras sélo germinan en la oscuridad y otro grupo de semillas son
indiferentes a la presencia de luz u oscuridad (Colbach y col., 2002).

Respecto de la concentracion de oxigeno (0,), éste tiene efectos complejos en la germinacion de
las semillas. La mayoria de las semillas requiere O, para germinar, pero este requerimiento
depende en gran parte de la especie, ya que es el embridn el que lo necesita, siendo las cubiertas
que lo recubren (debido a su estructura, grosor y/o propiedades bioquimicas de sus tejidos), las
qgue reducen su entrada y determinan la sensibilidad de la semilla a este gas (Corbineau y Come,

1995).
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Otro de los factores es el pH del medio. La mayoria de los suelos se encuentran en un rango de pH
que va desde 4,5 para suelos muy acidos hasta 8,5 para suelos alcalinos. Las semillas de muchas
especies germinan en altos porcentajes en un rango amplio de valores de pH, mientras que otras
solo alcanzan niveles elevados a un pH determinado (Ne’eman y col., 1999). Esto se debe a que
incrementos o disminuciones en los valores de pH fuerza a las plantas a enfrentar problemas como
la toxicidad por metales pesados, exceso de bicarbonatos, carencia de micronutrientes o baja

disponibilidad de minerales.

1.6.1.2 Tratamiento térmico

El tratamiento térmico aplicado a los alimentos es uno de los procesos mas utilizados tanto en la
industria alimentaria como en el hogar. Algunos alimentos se procesan térmicamente durante la
preparacion antes de ser consumidos, o con el fin de ampliar su vida util y/o mejorar aspectos
organolépticos. Particularmente en los granos, el procesamiento térmico consiste generalmente
en someterlos a la accion directa de calor seco y dependiendo de la temperatura y tiempo de
proceso se producird el secado o tostado de los mismos. Dichas condiciones se establecen de
acuerdo al grado de humedad y tamafio del grano (Bates, 1994). Como consecuencia del
procesado se produce en los mismos una serie de cambios fisico-quimicos que también son
dependientes de la intensidad y duracién del mismo. El cambio fisicos mas notable que se produce
durante el tostado es la deshidratacion de las semillas, donde se desarrollan caracteristicas
texturales de crocancia (Alamprese y col., 2009). Dentro de las reacciones quimicas, se destaca la
reaccion de Maillard (RM), la que ha sido reconocida como la principal ruta implicada en las
propiedades organolépticas de los alimentos tratados térmicamente, las cuales definirdn la

aceptabilidad de los mismos por parte de los consumidores (van Boekel, 2006; Cerny, 2008).
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La RM fue descrita por primera vez en 1912 por el quimico francés Louis Camille Maillard, sin
embargo, fue John Hodge quien en 1953 propuso por primera vez un esquema de las etapas de
esta compleja reaccién (Hodge, 1953). La RM se inicia con una reaccién de condensacidn entre un
grupo amino libre y un grupo carbonilo. Posteriormente, y mediante una serie de reacciones
complejas da lugar a los denominados, de manera genérica, productos de la reaccién de Maillard
(PRM). En un andlisis mas detallado, la RM puede dividirse en tres etapas: inicial, intermedia y
final. La etapa inicial involucra la condensacion entre un grupo amino libre de un aminoacido,
péptido o proteina y el grupo carbonilo de azlcares reductores, de lipidos oxidados o de
compuestos fendlicos oxidados (grupos o-quinona) para formar una base de Schiff, la cual se
reordena posteriormente formando los llamados compuestos de Amadori. En la etapa avanzada,
los productos de Amadori se descomponen dependiendo del pH, la actividad de agua, la presencia
de metales divalentes o la temperatura, dando lugar a la formacién de diferentes compuestos
intermedios. La etapa final engloba un gran ndmero de reacciones que incluyen ciclaciones,
deshidrataciones, reorganizaciones y condensaciones que conducen a la conversién de los
precursores de bajo peso molecular (furfurales, productos de fision y reductonas) en
melanoidinas, polimeros coloreados de elevado peso molecular que contienen nitrégeno (Ames,
2001). Se considera que las melanoidinas se originan por reacciones de condensacion de grupos
aldol y por polimerizaciones entre grupos aldehido y amino, cuya estructura estd poco definida
pero se ha postulado que ésta varia dependiendo de las condiciones en las que haya tenido lugar

la reaccidn, asi como del tipo de alimento implicado (Morales y col., 2012).

Asi, desde un punto de vista tecnoldgico, la reaccién de Maillard resulta de gran interés en la

industria alimentaria, ya que sus productos aportan color, aroma y sabor a los alimentos

procesados térmicamente. Sin embargo, desde un punto de vista fisiopatoldgico existe poco

concenso de acuerdo a los efectos sobre la salud derivados de la ingesta de PRM en la dieta.
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Algunos trabajos de investigaciéon han descripto ciertos mecanismos por los cuales los PRM
pueden causar dafo en los tejidos. Estos incluyen: modificacién de la funcion proteica debido a
alteraciones en su estructura/conformacién, cambios en los tejidos debido a entrecuzamientos
inter/intramoleculares, promocion de la formacién de radicales libres e induccidn de la respuesta
inflamatoria luego de unirse a receptores de la membrana celular (Delgado-Andrade, 2013). Bajo
estos mecanismos se han relacionado ciertos PRM con el progreso y desarrollo de varios
trastornos degenerativos, principalmete complicaciones relacionadas con la diabetes (Tessier,
2010; Morgan y col., 2002; Hofmann y col., 2002) y enfermedades cardiovasculares (Bucala y col.,
1994; Xu y col., 2003; Birlouez-Aragdn y col., 2010), aunque también se mencionan enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer o Parkinson (Li y col., 2012; Dalfo ycol., 2005) y patologias

relacionadas con huesos y cartilagos (Takahasi y col., 1997; Hein y col., 2006).

Aunque muchos estudios se han enfocado en el potencial efecto perjudicial por parte de los PRM,
la evidencia de actividades bioldgicas benéficas también ha depertado el interés de ciertas
investigaciones en las que se describen los mecanismos de accidn y los compuestos particulares
responsables de estos efectos positivos sobre la salud. De todos los PRM formados durante el
procesado térmico de alimentos, varios autores coinciden que aquellos que se asocian en mayor
medida con efectos biolégicos positivos son llos obtenidos en etapas finales de la reaccion, es
decir, las melanoidinas. Asi, varios estudios han destacado el potencial antioxidante de las mismas
(Manzocco y col., 2001; Natella y col., 2002; Valls-Bellés y col., 2004; Rufian-Henares y Morales,
2007), mientras que otros estudios les atribuyen actividad prebidtica (Borrelli y Fogliano, 2005),
antiinflamatoria (Vitaglione y col., 2010), antialergénica (Gruber y col., 2004), antimicrobiana
(Rufian-Henares y de la Cueva, 2009), anticancerigena (Vitaglione y col., 2012), antihipertensiva
(Rufidn-Henares y Morales, 2007), antimutagénica (Yen y col., 1992) y detoxificante (Morales y

col., 2012).
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En este contexto, es dificil establecer conclusiones firmes acerca de las consecuencias fisioldgicas
derivadas de la ingesta de PRM, debido a la diversidad de compuestos formados en las diferentes
matrices alimentarias. En general se considera que en los alimentos procesados térmicamente
coexisten PRM con potenciales efectos benéficos y perjudiciales, por lo que la mejor estrategia
para limitar los efectos negativos y preservar las acciones positivas de los PRM ingeridos con la
dieta parece ser manteniendo una dieta equilibrada y variada, no sélo en el tipo de alimento

consumido, sino también en la forma que es procesado.

1.6.1.3. Irradiacion con luz ultravioleta (UV)

La radiacién UV comprende la regién del espectro electromagnético entre 200 y 400 nm de
longitud de onda. Una subdivisién comunmente utilizada en la literatura divide la regién UV en

tres subregiones (Shama, 2007):

— Radiacidn ultravioleta de onda larga (UV-A): entre 320-400 nm

— Radiacién ultravioleta de onda media (UV-B): entre 280-320 nm

— Radiacidn ultravioleta de onda corta (UV-C): entre 200-280 nm
En la industria alimentaria, la radiacion UV se utiliza principalmente dado su efecto germicida para
la desinfeccion de los ambientes donde se procesan o elaboran alimentos, en la desinfeccién de
agua y de superficies de empaque. Con el mismo objetivo se ha evaluado la posibilidad de
extender su uso para tratamientos directos sobre los alimentos frescos y procesados. De esta
manera en los Ultimos afios, el tratamiento con radiacidon UV se propuso como un método para
reducir las pérdidas postcosecha de frutas y hortalizas ocasionadas por el ataque de
microorganismos, a la vez que se observd que retrasa la maduracidn excesiva y la senescencia de

este tipo de productos durante el almacenamiento (Shama y Alderson, 2005; Shama, 2007).
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El efecto de la radiaciéon UV sobre los organismos vivos es mas acentuado a medida que disminuye
la longitud de onda. De esta manera la radiacién UV-C resulta la mds dafiina, debido a que es
absorbida por proteinas, lipidos y acidos nucleicos, provocando alteraciones funcionales de estas
macromoléculas en las células. Ademads, se ha mencionado que induce una sobreproduccién de
radicales libres que conducen al desarrollo de estrés oxidativo que provoca, finalmente,
disminucién de la viabilidad y/o la muerte celular (Danon y Gallois, 1998; Jansen, 2002; Zacchini y
de Agazio, 2004; Schreiner y col., 2012). Este mecanismo explica la accién germicida de altas dosis
de radiacion UV-C, la que se utiliza cominmente para la eliminacién de muchos tipos de

microorganismos tales como bacterias, levaduras, algas y mohos (Bolton, 2001).

Por otro lado, se observé que bajas dosis de radiacién UV-B o UV-C (0,5 — 9.0 kJ/m?) pueden
desencadenar respuestas de aclimatacion sobre ciertas plantas (Lavola y col., 2003; Zu y col.,
2011), donde los radicales libres generados juegan un rol clave en los procesos de sefalizacion
involucrados en dicho proceso (Dat y col., 2000). Las respuestas a la aclimatacién bajo las
condiciones de radiacion incluyen la activacidn de sistemas de defensa enzimaticos y no
enzimaticos que ayudan a la planta a protegerse contra la misma y a reparar el dafio que causa
(Loyall y col., 2000; Jansen, 2002; Lavola y col., 2003; Katerova y col., 2009; Rai y col., 2011).
Particularmente, varios autores han comprobado incrementos en la produccién de metabolitos
secundarios en plantas irradiadas a dosis relativamente bajas de luz UV-B o UV-C, entre los que se
incluyen ciertos compuestos fendlicos (Kreft y col., 2002; Antognoni y col., 2007; Nadeau vy col.,
2012; Schreiner y col., 2012). Como las vias de produccion de metabolitos secundarios estan
interrelacionadas, el hecho de que algunos de estos compuestos aumenten y otros disminuyan no
es sorprendente, siendo prevalente la biosintesis de aquellos compuestos que poseen mayor

actividad antiradicalaria o propiedades de proteccion contra la radiacion UV (Jansen y col., 2008).
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1.6.2. Efectos de los procesos seleccionados sobre las propiedades
antioxidantes en alimentos

Las frutas, hortalizas y granos son productos que se consumen tanto frescos como procesados. En
este Ultimo caso, se incluyen tanto procesos llevados a cabo por la industria alimentaria, como
aquellos que se practican a nivel doméstico, previo a su consumo. En cualquier caso, el fin ultimo
es ampliar la vida util y/o modificar las propiedades organolépticas del producto. Durante el
procesamiento, la composicion nutricional del alimento puede verse alterada, como asi también el
contenido, biodisponibilidad y actividad (incluyendo capacidad antioxidante) de compuestos
bioactivos presentes en el mismo (Nicoli y col.,, 1999; Podsedek y col., 2008; Wootton-Beard,
2011). En algunos casos los productos procesados tienen valores nutricionales menores que sus
respectivos productos frescos, debido principalmente a la pérdida de nutrientes y fitoquimicos
que se produce durante su procesamiento (Podsedek 2007, Podsedek y col., 2008). En otros casos,
el proceso aplicado conserva atributos sensoriales y previene las oxidaciones enzimaticas,
conservando la capacidad antioxidante original, tal como ocurre en el escaldado de vegetales
(Mazzeo y col.,, 2011). En términos generales, las consecuencias del procesamiento sobre la
actividad antioxidante neta de los alimentos, resultan de la ocurrencia consecutiva o simultanea
de diversos eventos (Nicoli y col., 1999). Como resultado, no es posible predecir de manera
general, los cambios que un determinado compuesto antioxidante presente en un alimento puede
experimentar bajo diferentes condiciones de un proceso. Dichos cambios dependeran, en parte,
de la matriz considerada, de las condiciones experimentales y duracién del tratamiento y de
factores externos, como la concentracion de oxigeno y la presencia de luz (Wen y col., 2010). A
continuacién se enumeran algunas de las posibles consecuencias que el procesado puede inducir

sobre las propiedades antioxidantes intrinsecas de los alimentos:

e Sin efecto
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En algunos casos, el procesamiento de un alimento no provoca un cambio significativo en el
contenido y la actividad de los antioxidantes naturalmente presentes en el mismo. Este es el caso,
por ejemplo, del efecto de tratamientos térmicos intensos o prolongados sobre ciertos
carotenoides, como licopeno y B-caroteno, compuestos que resultaron ser altamente
termoestables luego someter zanahorias, batatas o jugo de tomate a procesos de esterilizacién o

cocién (Mayer-Miebach y col., 2005; Wildman, 2007; Vasquez-Caicedo y col., 2007).

e Pérdida de antioxidantes naturales

En la mayoria de los casos, la elaboracidon de alimentos a nivel industrial, o incluso la preparacién
de los mismos en el hogar, puede conducir a una pérdida significativa de antioxidantes naturales.
Por ejemplo, varios estudios han demostrado la inestabilidad del acido ascérbico en varias
matrices alimentarias luego de la aplicacién de procesos tales como escaldado, coccidn,
pasteurizacién, esterilizacion, deshidratacién y congelacion (van den Broeck y col., 1998; Sikora y
col., 2008; Marfil y col., 2008). También, se han registrado pérdidas de compuestos fendlicos y de
tocoferoles en alimentos sometidos a procesos térmicos, tales como escaldado, pasteurizacion,
coccion y fritura, en los que intervinieron efectos combinados de la luz, la presencia de oxigeno y
alta temperatura (Patras y col., 2010; Hoffmann-Ribani y col., 2009; Corsini y col., 2009). Otra
causa del descenso en la actividad antioxidante en alimentos vegetales tratados térmicamente es
el consumo del acido ascdérbico y de ciertos polifenoles en la reaccidon de Maillard, la que se vio
propiciada bajo las condiciones del tratamiento (Manzocco y col., 2001; Sikorski y col., 2007).
Otras operaciones tales como pelado, corte y rebanado indujeron una disminucién enzimatica de
ciertos antioxidantes naturales tales como el dcido ascdrbico o los polifenoles en frutas y verduras

(Mc Carthy y Mattheus, 1994; Brown y col., 2006).

e Mejora de las propiedades antioxidantes de compuestos antioxidantes
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A pesar de que las oxidaciones quimicas/enzimaticas causan una disminucidn progresiva en las
propiedades antioxidantes de los alimentos durante el almacenamiento, ciertos autores han
observado un efecto contrario (Manzocco y col., 1999; Cheng y col., 2006). Por ejemplo, en el vino
tinto se ha observado que los compuestos fendlicos que presentan un estado de oxidacién
intermedio incrementan su habilidad de transferir electrones y/o donar atomos de hidrégeno, lo
gue se traduce en una mayor eficiencia en la inhibicién de radicales libres en comparacién con uno

no oxidado (Manzocco y col., 1999; Nicoli y col., 1999).

e Formacién de nuevos compuestos con actividad antioxidante

Este es el caso de los productos de la reaccion de Maillard (PRM) formados como consecuencia de
un tratamiento térmico intenso o almacenamiento prolongado, los cuales han sido evaluados en
diferentes alimentos y sistemas modelo, demostrado poseer propiedades antioxidantes

significativas (Yilmaz y Toledo, 2005; Acar y col., 2009; Kim y Lee, 2009).

e Formacién de nuevos compuestos con actividad pro-oxidante

Se ha mencionado que ciertos PRM formados luego de tratamientos térmicos a baja temperatura
o de corta duracién poseen propiedades pro-oxidantes que contribuirian a disminuir la capacidad
antioxidante inicial, como ha sido observado en muestras de jugo de tomate sometidas a

calentamiento (95 °C) durante diferentes tiempos (Anese y col., 1999; Kaur y Kapoor, 2001).

e Interaccidn entre los diferentes componentes de los alimentos

Este es el caso que se presenta cuando se producen reacciones redox en el seno de una matriz
alimentaria, ya sea entre diferentes antioxidantes naturales (tal como la regeneracién de los
radicales tocoferoxilo a tocoferoles por intervencién del acido ascérbico) (Buettner y Jurkiewicz,
1996; Laguerre y col., 2007) o entre los compuestos antioxidantes y productos de la oxidacion
lipidica (Nicoli y col., 1997). Estos eventos tienen lugar principalmente cuando se ponen en

contacto diferentes matrices alimentarias (por ejemplo una fase acuosa y una fase lipidica)
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mediante el mezclado o batido, donde el procesamiento favorece o incrementa estas reacciones

(Nicoliy col., 1999).

Bajo estas consideraciones, la Tabla 1. 2. presenta un resumen de las consecuencias que puede
acarrear la aplicacion de diversos procesos sobre el perfil de compuestos y/o propiedades

antioxidantes en los alimentos.

Tabla 1.2. Efecto neto y causas generales del procesamiento de los alimentos sobre sus

propiedades antioxidantes

Sin cambios e La concentracidn de antioxidantes naturales no es afectada significativamente
aparentes
e La pérdida de antioxidantes naturales es contrarrestada por la formacién
simultanea de nuevos compuestos con actividad antioxidante
Aumento e Se acentuan las propiedades antioxidantes de ciertos compuestos naturales

e Existe sintesis de nuevos compuestos con actividad antioxidante

Disminucidn
e Se produce pérdida de antioxidantes naturales

e Hay formacion de nuevos compuestos con actividad pro-oxidante

1.6.2.1. Aplicacion de los procesos seleccionados como estrategias para
mejorar las propiedades antioxidantes del grano de quinoa

Los procesos que se aplicaron a las semillas de quinoa en el presente estudio fueron seleccionados
en base a datos publicados que dan cuenta de un efecto positivo del procesamiento sobre la
actividad antioxidante en matrices similares. Asi mismo, se consideré como criterio de eleccion de
los procesos, la viabilidad de aplicacién del material final obtenido en la preparacion de alimentos.
En este sentido, diversas investigaciones han abordado el estudio de las modificaciones en las

propiedades antioxidantes luego de la aplicacidon de diversos procesos tecnoldgicos a diferentes
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matrices alimentarias. Por ejemplo, el procesado térmico de baja intensidad (100 - 120°C) mostré
incrementos en la actividad antioxidante neta del maiz directamente relacionados con la
temperatura de calentamiento (Dewanto y col., 2002). Los autores atribuyeron este hecho al
aumento progresivo en el contenido de compuestos fendlicos totales libres, a la vez que se
observé una disminucidn en los niveles de acido ascérbico durante el proceso. En otra
investigacion, se analizé el efecto del tiempo de aplicacién de un proceso térmico a 100 °C durante
9 dias sobre las propiedades antioxidantes del grano de trigo, resultando en aumentos progresivos
en el contenido de acidos fendlicos y en la actividad antioxidante de las harinas obtenidas (Cheng y
col., 2006). En este caso los autores atribuyeron el hecho a la liberacidon de compuestos fendlicos

gue se encontraban previamente conjugados por efecto del tratamiento térmico.

Acar y col. (2009) demostraron que un tratamiento de tostado a 150 °C aplicado durante
diferentes tiempos a varios tipos de semillas, frutas secas y leguminosas ejercié un efecto positivo
o negativo sobre la actividad antioxidante neta, de acuerdo al tipo matriz considerada. Los autores
postularon que el efecto observado del tostado sobre la actividad antioxidante resultd del balance
qgue se produjo en cada caso entre el proceso de degradacion de compuestos antioxidantes
naturales y la formacién de PRM con capacidad antioxidante. Asi, ademas de las condiciones de
tostado, la cantidad de sustratos de la reaccion de Maillard presentes en cada matriz resultd
determinante de la actividad antioxidante medida luego del procesamiento. A pesar que la
degradacion de antioxidantes naturales fue el fendmeno prevalente como consecuencia del
tostado, en el caso de materiales ricos en almiddn, se observé que dicho proceso condujo a un

desarrollo progresivo de la capacidad antioxidante relacionada con la formacién de PRM.

Por otro lado, otras investigaciones han descripto el efecto de la aplicacién de distintos

bioprocesos en las propiedades antioxidantes de diversos materiales vegetales. Asi por ejemplo,
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en el caso del lupino (Lupinus angustifolius y Lupinus albus), tanto el proceso de germinacion de
las semillas como el de fermentacion natural e inducida de la harina mejoraron el valor nutritivo
de esta legumbre, produciendo ademds, un aumento de la capacidad antioxidante total

(Fernandez-Orozco y col., 2006; Fernandez-Orozco y col., 2008).

También, la irradiacidon con luz UV, aplicada principalmente como tratamiento para reducir las
pérdidas poscosecha de frutas y hortalizas (Shama, 2007) ha demostrado ejercer un efecto
promotor de la biosintesis de estilbenos en uva (Vitis vinifera) y arandano (Vaccinium myrtillus)
(Wang y col., 2009; Cantos y col., 2000). Asi, este proceso permitid en ambos casos, incrementar
considerablemente el contenido en resveratrol y de otros estilbenos derivados en dichas frutas,
resultando factible su aplicacidon para obtener ingredientes o materias primas con propiedades
antioxidantes mejoradas para la elaboracidn de nuevos alimentos. Si bien el efecto de la aplicacion
de radiacién UV sobre las propiedades antioxidantes de semillas o brotes ha sido menos
estudiada, algunas investigaciones han demostrado incrementos en la actividad antioxidante luego
de aplicar este proceso a semillas de soja (Glycine max), habas (Vicia faba), o trigo sarraceno

(Fagopyrum esculentum) (Boveris y col., 2001; Shetty y col., 2002; Tsurunaga y col., 2013).

Las referencias bibliograficas citadas previamente son representativas de los numerosos trabajos
que sirvieron de base para la seleccidn de los procesos que fueron aplicados al grano de quinoa en
el presente estudio con el fin de obtener materias primas con propiedades antioxidantes
mejoradas con respecto al grano sin tratar. Es de esperar que dichas mejoras sean consecuencia
de un cambio en el perfil cuali-cuantitativo de compuestos con actividad antioxidante luego del
tratamiento, ya sea por el aumento de compuestos antioxidantes naturales y/o la sintesis de

nuevos componentes con capacidad antioxidante presentes en la matriz.
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1.7. Consideraciones finales

La revision bibliografica realizada en este capitulo, como marco referencial conocido a la fecha en
relacidn a la tematica que se aborda en este estudio, permitié establecer las bases sobre las cuales
se sustentan la hipdtesis y objetivos posteriormente planteados para la presente tesis.

Una de las estrategias mas promisorias para el desarrollo de alimentos funcionales se fundamenta
en la posibilidad de modular los sistemas redox y antioxidante del organismo. Asi, los compuestos
antioxidantes naturales presentes en la dieta adquieren gran importancia al permitir reforzar las
defensas antioxidantes enddgenas, restableciendo el balance oxidativo celular cuando la accion de
las primeras se torna insuficiente frente a la presencia y ubicuidad de agentes oxidantes
deletéreos. Los alimentos de origen vegetal son fuente de fitoquimicos antioxidantes, tales como
acido ascorbico, tocoferoles, carotenoides y compuestos fendlicos. Dentro de las posibles fuentes
vegetales, se ha establecido que los granos y sus productos derivados contienen fitoquimicos
Unicos que complementan los aportados por frutas y verduras cuando se consumen como parte
de una dieta normal. En particular, las semillas de quinoa, ademas de presentar un elevado valor
nutricional, representan una fuente de compuestos fendlicos. Particularmente éstos compuestos
se destacan por presentar diversas actividades bioldgicas, ademas de la actividad antioxidante
mencionada, dando lugar a potenciales aplicaciones en la industria alimentaria. En este sentido
una manera de incrementar los antioxidantes presentes en la dieta, es incorporando alimentos
que han sido enriquecidos con compuestos fendlicos, utilizando extractos obtenidos de fuentes
vegetales seleccionadas mediante un proceso de extraccion selectivo. Otra estrategia factible es
la aplicacién de ciertos procesos a dichas especies vegetales con el fin de inducir cambios en su
perfil de compuestos antioxidantes que conduzcan a un incremento neto en la capacidad
antioxidante total. De esta manera lo que se obtiene es, por un lado aumentar la vida util del

alimento mediante una alternativa a la utilizacion de antioxidantes sintéticos, como asi también la
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posibilidad de contar con un extracto y/o ingrediente para la formulacidon de nuevos alimentos con

potenciales propiedades funcionales.
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1.8. HIPOTESIS DE TRABAJO

Los procesos tecnoldgicos aplicados a semillas modifican su contenido y perfil de sustancias
antioxidantes. La aplicacidn de uno o mas procesos, bajo un conjunto seleccionado de condiciones
experimentales, genera un producto con mayor capacidad antioxidante.

1.9. OBJETIVO GENERAL

Obtener materias primas a partir de semillas de quinoa, con contenido de componentes bioactivos
antioxidantes aumentado mediante la aplicacién de procesos, que puedan ser utilizadas en la
elaboracion de nuevos productos alimenticios con potenciales propiedades funcionales.

1.9.1. Objetivos particulares

e Optimizar los parametros de mayor influencia en la extraccion de los compuestos
fendlicos a partir de semillas de quinoa, evaluando la conveniencia de la utilizacién de

ultrasonido.

e Evaluar la aplicacion de los procesos de germinacidn, tratamiento térmico, irradiacion con
luz UV-C y combinaciones de los mismos (germinado con tratamiento térmico y germinado
con irradiacién UV-C), como estrategias tecnoldgicas para obtener ingredientes a partir de
semillas de quinoa, que resulten enriquecidos en compuestos antioxidantes,
seleccionando en cada caso, aquellas condiciones experimentales que demuestren ser las

Optimas a tal fin.

e Analizar las posibles contribuciones de componentes, tales como 4acidos fendlicos,
flavonoides, acido ascérbico, tocoferoles, productos de la reaccidn de Maillard, etc. a la

capacidad antioxidante de los productos obtenidos luego de cada proceso aplicado.

e Elaborar y evaluar un producto alimenticio utilizando uno de los ingredientes obtenidos
luego de la aplicacién de los procesos mencionados a semillas de quinoa, el que sera

seleccionado por su aporte de componentes antioxidantes a dicho producto.
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Materiales y Métodos

Il. 1. MATERIALES

11.1.1 Material vegetal

Las semillas de quinoa (Chenopodium quinoa Willd., variedad Real) utilizadas en la presente tesis
fueron obtenidas de la firma comercial Dietética Cientifica SACIFI (Argentina), las cuales se
comercializan bajo la marca Yin Yang. Se adquirié un lote de 5 kg de semillas cosecha 2011 aptas
para consumo (libres de saponinas). Las mismas fueron fraccionadas en bolsas plasticas y
almacenadas en un contenedor pldstico hermético que se mantuvo en cdmara a una temperatura

de 5 °C, hasta su uso.

11.1.2 Reactivos

Los reactivos de uso especifico utilizados en las diferentes técnicas descriptas en este capitulo, asi
como los estandares y solventes utilizados en las metodologias por HPLC fueron adquiridos de las
empresas Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, EE.UU.) y Merck (Darmstadt, Alemania). Los

reactivos y solventes de uso general fueron de calidad p.a. y de procedencia nacional.

Il. 2. METODOS

11.2.1. Composicion centesimal

Las muestras para realizar los ensayos de composicién centesimal fueron obtenidas por molienda
de las semillas de quinoa, utilizando un molinillo de café de cuchilla horizontal (modelo KSM 2,
Braun, México) durante 30 segundos. A partir de la harina resultante se realizaron, por triplicado,

las determinaciones que se mencionan a continuacion.

11.2.1.1. Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad se determind gravimétricamente segln la técnica de la AOAC (1990)
para harinas de cereales. Para ello se distribuyd uniformemente 2 g de harina en capsulas de
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aluminio previamente taradas, las cuales fueron secadas en estufa con circulacidn forzada de aire
(modelo SR5070, FAC, Argentina) durante 1 h a 130 °C. La muestra se llevd a temperatura
ambiente en un desecador antes de determinar su peso. El contenido de humedad se expresd

como porcentaje en base seca segun la ecuacion:

Ph—Ps

% Humedad = x 100 (Ec. 11.1)

donde:
Ph: peso humedo de la muestra (g)

Ps: peso seco de la muestra (g)

11.2.1.2. Determinacion del contenido de proteinas

El contenido de proteina se determind utilizando el método de Kjeldahl (AOAC, 1990), empleando
un equipo de digestién y destilacion automaticos (B-316, Biichi, Suiza). Primero se realizd una
digestiéon de la muestra con acido sulfurico concentrado y caliente en presencia de sulfato de
cobre como catalizador y sulfato de potasio para aumentar el punto de ebullicion del acido.
Posteriormente la muestra digerida se neutralizdé con hidréxido de sodio al 30 % y el amoniaco
liberado se destiléd sobre un exceso de solucidn de acido bérico y se determiné por titulacion con
acido clorhidrico 0,1 N. Paralelamente se realizé un blanco de reactivos. Para calcular el contenido

proteico de la muestra se multiplicé el contenido de nitrégeno presente por 6,25.

, Vi-Vg xN
% Proteinas = +XHCI x 1,4 x 6,25 (Ec. 11.2)
m

donde:
V;: volumen de HCl consumido en la titulacidon de la muestra (mL)

Vg: volumen de HCl consumido en la titulacién del blanco (mL)
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P.: peso seco de la muestra (g)

Nyc: Normalidad del acido clorhidrico utilizado en la titulacion

11.2.1.3. Determinacion de grasas totales

Se realizé en un equipo Soxhlet utilizando n-hexano (grado analitico, CAS N2110-54-3) como
solvente, siguiendo la norma IUPAC 1.122 (IUPAC, 1992). Para ello, se dispusieron
aproximadamente 10 g de harina de quinoa en cartuchos de papel Whatman N° 3. El proceso se
efectud durante 8 h a ciclos de reflujo continuo con una temperatura de 80 °C. Pasado ese tiempo,
el solvente fue removido del aceite utilizando un rotavapor (R-114, Biichi, Flawil, Suiza) a 40 °Cy
presion reducida. El contenido de grasa fue determinado gravimétricamente y se expresé como

porcentaje en peso sobre base seca segun la ecuacion:

% Grasa = Pb?—_Pbx 100 (Ec. 11.3)

m

donde:
Pp+g: peso del balon + grasa (g)
Py: peso del balén (g)

Pm: peso seco de la muestra (g)

11.2.1.4. Determinacion del contenido de cenizas

La determinacion de cenizas se baso en la técnica AOCS (1998). Aproximadamente 2 g de harina
de quinoa se colocaron en un crisol de porcelana, el que se calentd sobre tela metdlica con
mechero hasta residuo carbonoso para posteriormente llevarlo a mufla a 550 °C hasta obtener un
residuo blanquecino, libre de particulas carbonosas El contenido de cenizas se expresdé como

porcentaje en peso sobre base seca segun la ecuacion:
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% Cenizas = F;ﬁ x 100 (Ec. 11.4)

m

donde:

Pmc: peso de la muestra calcinada (g)

Pm: peso seco de la muestra (g)

11.2.1.5. Determinacion de fibra dietaria total

El contenido de fibra dietaria total (FDT) se determind utilizando el método enzimatico
gravimétrico descripto segun Prosky y col., (1988). La muestra de harina (2 g) fue tratada con a-
amilasa termoestable a 100 °C y luego digerida enzimaticamente con proteasa y amiloglucosidasa
para eliminar las proteinas y el almiddn. Posteriormente, se adiciond etanol al 95% y la mezcla se
reposo durante 1 h para asegurar la precipitacién de la FDT. El precipitado fue filtrado y lavado en
pasos sucesivos con etanol al 78%, etanol al 95% y acetona, posteriormente fue secado y pesado
(w1). A partir de estos residuos se determind el contenido de cenizas por calcinacion de la muestra

a 550 °C (w2), y se calculd el contenido de proteinas por el método de Kjeldahl (w3).

El contenido de FDT se calculé de la siguiente manera:

(wl-w2-w3)

% FDT = x 100 (Ec. 11.5)

donde:

w1: peso del precipitado filtrado seco (g)
w2: peso correspondiente a cenizas (g)
w3: peso correspondiente a proteinas (g)

P: peso de la muestra, expresado en base seca (g)
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1.2.2. Metodologia relativa al proceso de extraccion de
compuestos fendlicos

Dentro de los antioxidantes naturales encontrados en las semillas de quinoa se destaca la
importancia de los compuestos fendlicos, cuya aplicacién en la formulacién de potenciales
alimentos funcionales, hace interesante su extraccién de manera selectiva. Con el fin de optimizar
la extraccion de compuestos fendlicos de la quinoa, las actividades llevadas a cabo se
desarrollaron en dos etapas de experiencias sucesivas. En primera instancia se evaluaron los
efectos de los principales parametros operacionales (naturaleza del solvente, temperatura,
tamanio de particula, tiempo, etc.) utilizando un parametro como variable mientras el resto de los
parametros adquirieron valores fijos, con el fin de identificar aquellos que tienen mayor influencia
sobre el proceso de extraccion. Dentro de estos parametros, se evalué también la utilizacién de la
asistencia de ultrasonido, ya que ha demostrado ser eficaz en la extraccion de compuestos
fendlicos a partir de diversas matrices vegetales. Posteriormente, se optimizé el proceso de
extraccioén utilizando un disefio experimental y metodologia de superficie de respuesta que incluyd

como variables aquellos parametros de mayor influencia sobre el dicho proceso.

11.2.2.1. Pretratamiento de las muestras

Previo a las experiencias de extraccion las semillas de quinoa fueron secadas en estufa (modelo
SD755, ORL, Argentina) a 40°C durante 48 hs y luego fueron molidas en molinillo de laboratorio (A-
10, IKA Werke, Alemania). Las particulas obtenidas fueron posteriormente tamizadas utilizando un
equipo vibrador provisto con un juego de tamices (modelo LR2006, Zonytest, Argentina). Asi, se
obtuvieron tres fracciones de diferente didametro (d): d < 0,5 mm; 0,5<d < 0,71 mm; yd > 0,71

mm, resultando la primera la fraccién la mas abundante.
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11.2.2.2. Extraccidn sélido-liquido sin y con asistencia de ultrasonido

El conjunto de experiencias de extraccién se realizé en un reactor de vidrio de 1 L de capacidad,
equipado de un generador de ultrasonido de potencia regulable (Nexus P198-R, SinapTec,
Lezennes, Francia), al cual se le acopld un agitador de paletas axiales conectado a un motor de
velocidad regulable. El encamisado del reactor permitid controlar la temperatura de las

extracciones por circulaciéon de agua desde un bafio termostatico externo (Figura 2.1)

Motor del agitador

Extractor

Ol

— Bafio termostatico

0O OO0 )
Generador de ultrasonido

Figura 2.1. Representacidon esquematica del reactor termostatizado asistido por ultrasonido

utilizado en la extraccion.

Para todas las experiencias de extraccion, la velocidad de agitacién se fijé en 120 rpm, ya que
dicha velocidad permitié mantener en suspension las particulas en el volumen de solvente
utilizado. El generador de ultrasonido trabajé en una frecuencia fija de 30,8 kHz y, de acuerdo a las
experiencias, la potencia de ultrasonido se regulé entre 0 y 100 W, la temperatura de extraccidn
entre 20 y 60 °C, el tiempo de extraccion entre 5 y 120 min, la relacion sélido/solvente en 1/10,

1/20 o 1/40, los solventes utilizados fueron agua, etanol o mezclas de etanol-agua. El volumen de
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solvente utilizado en todas las experiencias se fijo en 400 mL. Los extractos liquidos obtenidos
luego de cada condicidon de extraccion se centrifugaron durante 10 min a 10677 xg (centrifuga
Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemania) para eliminar las particulas sélidas en suspension. Luego

se retiré el sobrenadante, el cual se transvasé y almacend a -20 °C hasta su uso.

11.2.2.3. Diseiio experimental y analisis estadistico

De acuerdo a los resultados de la primera etapa de experiencias, los pardametros a optimizar
fueron: temperatura, composicion del solvente (diferentes mezclas de etanol-agua) y potencia de
ultrasonido, ya que fueron los de mayor influencia sobre el proceso de extraccion. La velocidad de
agitacion, la granulometria de la muestra, el tiempo de extraccidon vy la relacidn sélido/solvente se
establecieron como parametros fijos. Se definieron de esta manera tres variables de entrada (X) y

seis respuestas a evaluar luego de realizar las extracciones (Y) (Figura 2.2).

T . L
X,: Temperatura . 5 ——  Y1: Compuestos fendlicos totales (CFT)
: —— Y,: Flavonoides totales (FT)
Xa: % Etanol en ) |—— Y3 Actividad antioxidante (DPPH)
el solvente - T o
E L » Y,:Rendimiento del extracto
Xs: Potencia 5 L Ys:Pureza del extracto en CFT

de ultrasonido

| o Ys: Pureza del extracto en flavonoides

Figura 2.2. Factores de entrada y respuestas a estudiar en el proceso de extraccion.

La optimizacidn la extraccion de los compuestos fendlicos de la quinoa se realizd sobre la base de
un disefio experimental de 3 variables a 3 niveles, para lo cual se escogié un disefio central
compuesto centrado en las caras (en inglés CCFD, central composite face-centered design). Los
pardmetros y sus niveles fueron: temperatura de extraccion (20, 40, 60 °C), concentracidén de
etanol en el solvente (0, 40, 80 %, v/v) y potencia de ultrasonido (0, 50, 100 W).) La Tabla 2.1

muestra los valores codificados de los tres niveles (variables) utilizados en el disefio experimental
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y su correspondiente valor real para los factores de entrada. Como respuestas se tomaron: el
contenido de compuestos fendlicos totales (mg EAG/100g materia seca), contenido de flavonoides
totales (mg EQ/100g materia seca), actividad antioxidante (% inhibicion DPPH), rendimiento total
del extracto (g de extracto seco) y pureza del extracto en CFT y en flavonoides (g/100g materia

seca).

Tabla 2.1. Correspondencia valores codificados/valores reales del domino experimental evaluado.

X:: Temperatura | X,: Solvente Xs: Potencia de
(°C) (% etanol) Ultrasonido (W)
20 0 0

Nivel -1
Nivel 0 40 40 50
Nivel +1 60 80 100

Se requirieron por lo tanto de 18 experiencias, agrupadas en 8 para testear el modelo a dos
niveles (-1,1) para los 3 factores (2, k=3); 4 réplicas en el punto central para evaluar el error puroy
6 ensayos restantes para testear los valores centrales de las caras del plan (puntos en estrella). La
Tabla 2.2 presenta el plan de experiencias utilizado, mostrando los valores reales y codificados de

las variables y sus interacciones.

Para predecir el valor de cada una de las respuestas estudiadas se utilizé un polinomio de segundo

orden (Ec. 11.7) que incluyé todos los términos de interaccién entre las variables:
— 3 3 2 3
Y= bO + i=1 bi X + i=1 bii X; + [#j=1 bl] xixj (Ec. "7)

donde Y representa la variable respuesta, by es una constante, b;, b;;, b;; son los coeficientes
lineales, cuadraticos y de interaccion y x;, x;j son los niveles de las variables independientes. Los

resultados fueron analizados estadisticamente utilizando el programa Design Expert (version
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8.0.7.1, Stat-Ease Inc., Minnesota, EE.UU.) y los coeficientes se interpretaron usando el test F. Para
establecer las condiciones éptimas de extraccion se realizaron tres pasos estadisticos principales:
analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95 %, andlisis de regresion y graficos de
superficie de respuesta, variando dos de las variables dentro de los rangos experimentales y

manteniendo la otra variable constante (en el punto central).

Tabla 2.2. Plan de experiencias e interacciones entre variables.

X1:
Temp
(°)
1 20 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 1
2 60 0 0 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1
3 20 80 0 -1 1 -1 -1 1 -1 1 1 1
4 60 80 0 1 1 -1 1 -1 -1 1 1 1
5 20 0 100 -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1
6 60 0 100 1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1
7 20 80 100 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 1
8 60 80 100 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9 40 40 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 40 40 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 40 40 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 40 40 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 20 40 50 -1 0 0 0 0 0 1 0 0
14 60 40 50 1 0 0 0 0 0 1 0 0
15 40 0 50 0 -1 0 0 0 0 0 1 0
16 40 80 50 0 1 0 0 0 0 0 1 0
17 40 40 0 0 -1 0 0 0 0 0 1
18 40 40 100 0 1 0 0 0 0 0 1

11.2.2.4. Evaluacion del desempeiio de la extraccion solido-liquido

Una extraccion ideal se caracteriza por un rendimiento maximo de extracto, una alta selectividad y
una concentracién maxima de la molécula de interés en el extracto. Sin embargo, algunos de estos

factores pueden ser antagonistas, como por ejemplo el rendimiento y la concentracién, que dan
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una idea de la pureza del extracto. Como algunos de estos conceptos se han evaluado como

respuestas del disefio experimental, es importante definirlos previamente:

1.2.2.4.1. Rendimiento total

El rendimiento es un parametro que tiene en cuenta la eficiencia de la operacidn. Se define como
la cantidad de extracto seco (g) en relacion con la cantidad inicial de material vegetal (g). Esta
materia seca representa el conjunto de moléculas extraidas a partir de las semillas de quinoa y se

expresa como porcentaje en base seca.

11.2.2.4.2. Rendimiento en compuestos fendlicos totales

De manera similar, este parametro se define como la cantidad de compuestos fendlicos totales (g)

respecto de la cantidad inicial de material vegetal (g) y se expresa como porcentaje en base seca.

11.2.2.4.3. Pureza del extracto en compuestos fendlicos

Este pardmetro caracteriza la selectividad de la extraccion y se define como la cantidad de
sustancia de interés extraida respecto a la cantidad de extracto seco total. En forma practica es el
cociente entre los pardmetros definidos anteriormente, se expresa de manera porcentual y

corresponde al contenido de compuestos fendlicos en el extracto seco.

11.2.2.5. Procedimiento de extraccion

Se pesaron aproximadamente 2 g de harina de quinoa en un tubo plastico de 50 mL con tapa rosca
y se agregaron 20 mL de etanol 80 %. La mezcla se homogeneizd y se mantuvo en agitacion por 30
min (160 rpm, 60 °C) en incubadora termostatizada con agitador orbital (MaxQ 8000, Thermo
Scientific Inc., Massachusetts, EE.UU.). Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 10677 xg durante
10 min (centrifuga Eppendorf 5804, Hamburgo, Alemania) y el sobrenadante fue retirado y

almacenado. A partir del residuo sélido se realizd una segunda extraccién bajo las mismas
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condiciones. Finalmente los sobrenadantes fueron reunidos, filtrados (membrana de nylon de 0,45

pum, Gamafil, Argentina) y almacenados a -18 °C hasta su uso.

11.2.3. Metodologia relativa a la caracterizacion de los extractos
11.2.3.1. Determinacion de la materia seca en los extractos

El rendimiento total de sélidos se obtuvo por medio de una termobalanza automatica (modelo
XM®60, Precisa, Poissy, Francia). Para ello se depositd 5 g de extracto en una bandeja de aluminio y
se expuso a una temperatura de 105 °C hasta la evaporacion completa de la muestra liquida. Los

resultados se expresaron como porcentaje de materia seca, a través de la siguiente ecuacién:

P
R % m.s. = P—es x 100 (Ec. 11.8)

m

donde:
R¢: rendimiento total (% m.s.)
P.s: peso de extracto seco obtenido (g)

P.: peso seco de la muestra (g)

11.2.3.2. Determinacion de compuestos fenolicos totales (CFT)

La cuantificacion de CFT se realizé utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu (soluciéon de acido
fosfomolibdico y acido fosfowolframico) que oxida los compuestos polifenélicos a fenolatos en
medio alcalino, formando un complejo de molibdeno-tungsteno de color azul. La determinacién
se realizé siguiendo el protocolo propuesto por Singleton y col., (1999): se mezclaron 100 uL de
muestra con 1,5 mL de agua destilada, luego se agregaron 100 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu y
300 pL de solucién de carbonato de sodio saturada. La mezcla se homogeneizd y se dejo reposar 2
h en oscuridad hasta la medicién de la absorbancia a 765 nm en espectrofotémetro UVmini 1240

(Shimadzu, Francia). Los resultados fueron expresados como EAG por 100 g de semillas (b.s.),
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utilizando una curva de calibracion obtenida a partir de soluciones estandar de acido gdlico (Figura

2.3).

2 e 2 b
I <] £ = N
I | I | |

Absorbancia a 765 nm
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Acido gélico (mg/L)

Figura 2.3. Curva de calibracién para la determinacidén de compuestos fendlicos totales (n=3).

y=0,0042x + 0,0083 (R*: 0,9993).

11.2.3.3. Determinacion de compuestos flavonoides totales (FT)

El contenido de FT se determind de acuerdo al método descrito por Dini y col. (2010). El
fundamento del método consiste en la formacidon de un complejo flavonoide-aluminio de color
rosado que absorbe a una longitud de onda de 510 nm cuando se encuentra en medio alcalino. En
este caso se mezclaron 0,25 mL de extracto con 2 mL de agua destilada y 0,15 mL de una solucién
de nitrito de sodio al 5 %. Luego de 5 min se agregd 0,15 mL de una solucién de cloruro de
aluminio al 10% y se mezclé. Luego de 6 min se agregd a la mezcla 1 mL de una solucidn de
hidréxido de sodio 1 M. Inmediatamente la solucidon se diluyd con 1,2 mL de agua destilada y la
absorbancia de la mezcla final se determind a 510 nm contra un blanco de reactivos en
espectrofotometro UVmini 1240 (Shimadzu, Francia). El contenido de flavonoides totales en los
extractos se expresé como EQ cada 100 g de semillas (b.s.) utilizando una curva de calibracién

obtenida a partir de soluciones estandar de quercetina (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Curva de calibracién para la determinacién de compuestos flavonoides totales (n=3).

y=0,0145x — 0,0009 (R%: 0,9997).

11.2.3.4. Determinacion de betalainas totales

La determinacion de betalainas totales (BT) se realizd segun la descripcidn de Castellanos-Santiago
y Yahia (2008), la cual permite estimar los contenidos de los dos subgrupos que componen las
betalainas: betacianinas (pigmentos de coloracidn rojiza-violeta) y betaxantinas (pigmentos
amarillo-anaranjados), mediante la medicién directa de la absorbancia de los extractos a 538 y 483
nm, respectivamente. Para la conversiéon de las unidades de absorbancia en unidades de

concentracién se utilizé la expresion:

_A.Pp.d. 103

B £l

(Ec. 11.9)

donde:

B: contenido de betacianinas o betaxantinas (mg/L)

A = absorbancia (538 nm para betacianinas o0 483 nm para betaxantinas)

P..: peso molecular (betanina: 550 g/mol, indicaxantina: 308 g/mol)

d: factor de dilucion

&: coeficiente de extincién molar (betanina: 60 000 L/mol cm, Indicaxantina: 48 000 L/mol cm)

I: longitud del camino 6ptico (1 cm)
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10%: factor de conversion de g a mg

Los resultados de betalainas totales (betacianinas + betaxantinas) se expresaron como mg de
betalaina por 100 g muestra (b.s.).

11.2.3.5. Determinacidn de la actividad antioxidante

11.2.3.5.1. Método del 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

Este ensayo evalla la capacidad que tiene un posible antioxidante para neutralizar un radical. El
compuesto DPPH es un radical estable que presenta una intensa coloracién violeta y absorbe a
517 nm. En el ensayo se determina la concentracién inicial de DPPH y la concentracién resultante
una vez que se ha afiadido el posible antioxidante, de forma que una reduccién del valor de
absorbancia a 517 nm se traduce en una disminucién de la concentracién de DPPH debido a la
cesion de electrones por parte de la especie antioxidante. Los resultados obtenidos se expresan
generalmente en forma de indices o valores equivalentes, como el porcentaje de inhibicion de la
concentracién inicial de radical DPPH o también es comun utilizar el valor TEAC (Capacidad
Antioxidante en Equivalentes Trolox).

El ensayo se realizd siguiendo el protocolo descrito por Brand-Williams y col., (1995). Se hicieron
reaccionar 50 pL de la muestra con 1950 pl de una solucion de DPPH 100 uM preparada en
metanol. La mezcla se incubé en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego se
registro el valor de absorbancia a 517 nm en espectrofotémetro (UVmini 1240, Shimadzu, Francia).
La actividad antioxidante de las muestras se calculd a partir de la disminucidn de la absorbancia y
los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion de radicales DPPH, mediante la
siguiente ecuacidn (Liyana-Pathirana y Shahidi, 2007):

% Inhibicion de radicales DPPH = [(Abs-0) — Abs=30)) / Abs(t=g)] X 100 (Ec. 11.10)

donde:

Abs o) : absorbancia inicial de la solucién metandlica de DPPH a t =0 min
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Abs_30) : absorbancia de la solucién de DPPH + muestra a t = 30 min

En ciertos casos los resultados obtenidos se expresaron también como equivalentes de Trolox (ET)
en umol/100g de muestra en base seca, para realizar comparaciones con los resultados obtenidos

por otros autores.

1.2.3.5.2. Método de la decoloracion del 8-caroteno

Este método se basa en la pérdida del color de B-caroteno, debido a su reaccién con los radicales
formados por la oxidacién inducida del acido linoleico en una emulsién. La tasa de decoloracion
del B-caroteno puede verse disminuida en presencia de antioxidantes. El procedimiento
experimental se realizé de acuerdo al protocolo descripto por Suja y col., (2005), de la siguiente
manera: se disolvieron 0,2 mg de B-caroteno, 20 mg de acido linoleico y 200 mg de Tween 20 en 1
mL de cloroformo vy luego el disolvente fue evaporado en rotavapor (R-114, Blichi, Suiza) bajo
vacio. El residuo seco se resuspendié con 50 mL de agua destilada y se agitd vigorosamente para
formar una emulsién. Para analizar la capacidad antioxidante se transvasaron 4,8 mL de la
emulsién resultante a un tubo de ensayo al que se afiadié 0,2 mL de extracto. Una solucion de 0,2
mL de etanol 80 % y 4,8 mL de la emulsidn se utiliz6 como control. Posteriormente los tubos se
mantuvieron en bafio de agua durante 2 h a 50°C. Pasado el tiempo de incubacién, se midid la
absorbancia a 470 nm en espectrofotémetro UVmini 1240 (Shimadzu, Francia) y se calculé el

porcentaje de inhibicidn de la oxidacion del B-caroteno utilizando la siguiente expresién:

% Inhibicion de la oxidacion del B-caroteno = [(Am(20) — Ac(120) / Acio) - Acia20))] X 100 (Ec.11.11)

donde:
Awm(120): absorbancia de la muestra a t = 120 min
Ac(120): absorbancia del control a t = 120 min

Ac(o): absorbancia del controlat=0
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11.2.3.5.3 Método del poder reductor

El poder reductor de los extractos se determiné de acuerdo al método propuesto por Oyaizu
(1986) modificado por Lin y Li, (2010). Para ello se mezclaron 0,25 mL del extracto con 0,25 mL de
una solucidn buffer fosfato 0,2 M (pH 6,6) y 0,25 mL de una soluciéon de ferricianuro de potasio al
1%. Posteriormente la mezcla se incubd a 50 °C durante 20 min en bafo termostatico y pasado ese
tiempo se adicionaron 0,25 mL de Aacido tricloroacético al 10% para detener la reaccidn.
Finalmente, se anadieron 0,4 mL de agua destilada y 0,1 mL de cloruro férrico al 0,1 %. Después de
10 min se midié la absorbancia a 700 nm, debido a la formacion del complejo ferrocianuro férrico

(Ilamado comiUnmente azul de Prusia), de acuerdo a la siguiente reaccion:

Fe(CN)¢” + ArOH —> Fe(CN)s" + ArOe + H*
Fe(CN)s" + Fe** + K" —> KFe[Fe(CN)¢]

Se utilizé el valor de absorbancia obtenido en cada caso para calcular la concentracion de poder
reductor equivalente de una solucién de acido galico (ug/mL), utilizando una curva de calibraciéon
estandar de acido galico (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Curva de calibracién para expresar los valores de absorbancia del poder reductor de los

extractos en equivalentes de acido galico (ug/mL, n=3). y=0,0401x — 0,0009 (R% 0,9996).
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11.2.3.6. Determinacion cualicuantitativa de compuestos fendlicos

La identificacion y cuantificacién de los compuestos fendlicos mayoritarios presentes en los
extractos se llevd a cabo utilizando cromatografia liquida de alta resolucidon de fase reversa con
deteccién UV de arreglo de diodos, mediante una adaptacién del método descripto por Ross y col.,

(2009). La descripcién del equipo y condiciones de trabajo se especifican en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Condiciones operativas empleadas para la determinacién de 4cidos fendlicos vy

flavonoides por cromatografia liquida de alta resolucion

Cromatografo HPLC Waters 600 (Mildford, Massachusetts, EE.UU.)

Columna Gemini C6-Phenyl, 250x4,6 mm, 3 um de tamafio de particula
(Phenomenex, Torrance, California, EE.UU.)

Detector Arreglo de diodos (Waters 2996, Mildford, Massachusetts, EE.UU.)
A ac. fendlicos: 280 nm; A flavonoides: 370 nm

Fase movil A: Solucidn acuosa de acido férmico 0,1% (v/v)
B: Metanol con acido formico 0,1% (v/v)

Gradiente Elucién isocratica con 10% B, 0-10 min; gradiente lineal 10%B a 35%B, 10
40 min; elucidn isocratica 35%B, 40-45 min; gradiente lineal 35%B a
100%B, 45-60 min; elucidn isocratica 100%B, 60-65 min; gradiente lineal
100%B a 10%B, 65-67 min.

Velocidad de flujo 0,6 mL/min

Volumen de inyeccion 20 puL

En cada caso, se tomaron 10 mL del extracto y se evaporé a sequedad en rotavapor (R-114, Biichi,
Suiza) (40 °C y presion reducida). Posteriormente, el residuo fue resuspendido en 0,5 mL de una
mezcla metanol: agua (50:50) y filtrado (membrana de nylon de 0,45 um, Gamafil, Argentina) para
su posterior inyeccion en el cromatdgrafo. La identificacion de los diferentes acidos fendlicos y
flavonoides de los extractos se realizd por comparacién de los tiempos de retencion y espectros

UV de los compuestos desconocidos con estandares. Todos los compuestos fueron cuantificados
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como agliconas mediante el método de estandar externo, y los valores se expresaron en mg/100 g

semillas (b.s.).

11.2.3.7. Determinacion de tocoferoles

La identificacién y cuantificacién de tocoferoles se llevé a cabo utilizando cromatografia liquida de
alta resoluciéon con deteccidon de fluorescencia sobre la fraccion lipidica obtenida mediante la
extraccién con solvente (n-hexano, Soxhlet, 80 °C, 8 h) siguiendo la metodologia descripta en las
normas IUPAC 2.432 (1992) y AOCS Ce8-89 (1998). La descripcién del equipo y condiciones de
trabajo se especifican en la Tabla 2.4. Las muestras se prepararon en el momento de ser
analizadas. Se pesaron aproximadamente 0,5 g de aceite en un matraz aforado de 5 mL y se
disolvieron con hexano de calidad HPLC en baino ultrasénico previa inyeccién en el cromatdgrafo.
La identificacion de los picos correspondientes a los compuestos: a-tocoferol, B-tocoferol, y-
tocoferol y 6-tocoferol se realizd en funcién de los tiempos de retencidn relativos con los patrones
correspondientes. La concentracion de cada tocoferol se determind por el método de estandar
externo, expresando dicho valor en mg de tocoferol/100g muestra b.s., teniendo en cuenta los
rendimientos de extraccidon de aceite obtenido a partir de las semillas de quinoa. Para ello se
utilizaron curvas de calibracidon construidas con estandares. A modo de ejemplo, la Figura 2.6

corresponde a la curva obtenida para a-tocoferol.
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Figura 2.6. Curva de calibracién de a-tocoferol mediante HPLC (n=3).

y=4,8961x + 0,993 (R*: 0,9998).
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Tabla 2.4. Condiciones operativas empleadas en la determinacién de tocoferoles por

cromatografia liquida de alta resolucién

Cromatografo HPLC Hewlett Packard Serie 1050 (Palo Alto, California, EE.UU.)

Columna Lichrosorb Si 60; 250 x 4,6 mm, 5 um de tamafio de particula
(Phenomenex, Torrance, California, EE.UU.)

Detector Fluorescencia (Agilent 1100, Santa Clara, California, EE.UU.)
A excitacion: 290 nm; A de emision: 330 nm

Fase movil Isopropanol:hexano, 0,5:99,5 (v/v), en modo isocratico.

Velocidad de flujo 1,5 mL/min

Volumen de inyeccion 20 puL

De acuerdo a las concentraciones obtenidas de cada isdmero de tocoferol, se estimé ademas la
actividad de vitamina E en las muestras. Esta se expresd en equivalentes de a-tocoferol (a-TE)

cada 100g de muestra b.s., de acuerdo con la siguiente expresion (Fernandez-Orozco vy col., 2009):

a-TE/100g = [a-toc (mg/100g) x 1,0] + [B-toc (mg/100g) x 0,5] + [y-toc (mg/100g) x 0,1] +

[6-toc (mg/100g) x 0,03] (Ec. 11.12)

11.2.3.8. Determinacion de acido ascorbico

La determinacién de dacido ascorbico presente en los extractos se llevé a cabo utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa con deteccion UV, mediante una
adaptacion del método descripto por Kafkas y col., (2006). La descripcidn del equipo y condiciones
de trabajo se especifican en la Tabla 2.5. Las condiciones de pretratamiento de la muestra fueron

adaptadas en funcién de la matriz de estudio analizada en el presente trabajo.
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Figura 2.7. Curva de calibracion de acido ascérbico (n=3). y=6489,3x + 513,94 (R*: 0,9998).

Tabla 2.5. Condiciones operativas empleadas en la determinacién de acido ascorbico por

cromatografia liquida de alta resolucidn

Cromatografo HPLC Hewlett Packard Serie 1050 (Palo Alto, California, EE.UU.)

Columna Lichrocart C-18; 25 x 0,4 cm, 5 um de tamano de particula
(Merck Millipore, Darmstadt, Alemania)

Detector UV (Hewlett Packard Serie 1050 (Palo Alto, California, EE.UU.)
A=245nm
Fase movil Solucidn acuosa de acido meta-fosférico 0,8 % (v/v), en modo isocratico

Velocidad de flujo 1,0 mL/min

Volumen de inyeccion 20 puL

Para la extraccion del acido ascérbico, las semillas o brotes congelados (-18 °C) fueron molidos en
mortero. A continuacion, se pesaron en cada caso aproximadamente 15 g de muestra en un tubo
plastico con tapa rosca de 50 mL, y se agregaron 25 mL de una solucidn acuosa de acido meta-
fosférico al 10 %. La mezcla se homogenizé durante 5 min en agitador orbital (modelo M-23,
Vicking, Argentina) a 120 rpm y se centrifugd a 10677 xg durante 5 min (centrifuga Eppendorf

5804, Hamburgo, Alemania). Luego se tomaron 10 mL del sobrenadante y se filtraron (membrana
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de nylon de 0,45 um, Gamafil, Argentina) previo a la inyeccién en el cromatégrafo. La
identificacion del pico correspondiente al dcido ascdrbico se realizd en funcién del tiempo de
retencién relativo en comparacién con el patrén correspondiente. La concentracién de dacido
ascoérbico en las muestras se determind por el método de estdndar externo, y dicho valor se
expresé en mg de acido ascérbico/ 100g de muestra. La Figura 2.7 corresponde a la curva de
calibracién obtenida utilizando soluciones acuosas de un estandar de acido ascérbico preparadas

en acido meta-fosférico al 0,8 %

1.2.3.9. Extraccidon y cuantificacion de los productos de la reaccion de
Maillard (PRM)

El contenido de PRM se determind en el caso de muestras obtenidas a partir de semillas de quinoa
sometidas a procesamiento térmico. Se estimaron aquellos PRM que poseen potencial actividad
antioxidante, es decir aquellos formados en etapas avanzadas y finales de la reaccién de Maillard.
Para la extraccion de los PRM se siguio el método descripto por Michalska y col. (2008). Para ello,
a 0,1 g de la muestra de harina tostada se le adiciond 2 mL de una solucién acuosa (6 %, p/v) de
dodecilsulfato sddico (SDS). La mezcla se mantuvo en agitacién 30 min en agitador orbital (M-23,
Vicking, Argentina) y posteriormente se centrifugd a 10677 xg durante 10 minutos (centrifuga
Eppendorf 5804, Hamburgo, Alemania). El sobrenadante obtenido se diluyd a un volumen final de
10 mL con agua destilada y se filtré utilizando filtros de nylon de 0,45 um (Agilent Technologies). El

extracto filtrado se utilizé para las determinaciones de los diferentes PRM.

11.2.3.9.1. Compuestos fluorescentes intermedios (CFl)

En etapas avanzadas de la reaccion de Maillard se forman compuestos fluorescentes que se miden
a la maxima emisidn de fluorescencia cuando son excitados a una longitud de onda de 340-370 nm
(Morales y van Boekel, 1997). El contenido de CFl se determind por fluorescencia siguiendo el

método descripto por Michalska y col. (2008). Los espectros de emisidon de fluorescencia se
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obtuvieron utilizando un espectrofluorémetro (modelo LS 50B, Perkin Elmer, Massachusetts,
EE.UU.) con un ancho de banda de excitacion de 2 nm. Las lecturas fueron llevadas a cabo en
celdas de cuarzo de 1 cm de paso dptico. En base a los datos espectrales, para las lecturas de los
CFl se selecciond una longitud de onda de excitacidon, Ag, = 353 nm y de emisién, Ag, = 438 nm.
Para la cuantificacién de los CFl se realizé una curva de calibracién utilizando como estandar una
solucion de sulfato de quinina preparada en H,SO, 0,2 M (Figura 2.8). Los valores CFl de las
muestras se expresaron en ug equivalentes de quinina por gramo de muestra seca de acuerdo a la

siguiente expresion (Matiacevich y Buera, 2006):

UF = JExb . d.v (Ec. 11.13)

m. p

donde:

UF: intensidad de fluorescencia medida en pg de quinina/g m.s.

UFx: medida de intensidad de fluorescencia obtenida para cada muestra

d: factor de dilucion

b: ordenada al origen de la curva de calibracion realizada con sulfato de quinina
m: pendiente de la curva de calibracion

v: volumen de extraccidn

p: peso seco de la muestra utilizada en la extracciéon
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Figura 2.8. Curva de calibracién de sulfato de quinina para la cuantificacién de los CFl de las

muestras de quinoa tostadas (n=3). y=4170,2x + 0,8356 (R*: 0,9999).

11.2.3.9.2. Compuestos finales de la reaccion de Maillard (melanoidinas)

Los productos finales de la reaccidon de Maillard son melanoidinas, las cuales son las responsables
del desarrollo de color pardo en los alimentos sometidos a tratamiento térmico (Morales, 2005).
La formacion de melanoidinas fue estimada mediante el valor de absorbancia a 420 nm (Morales,
2005; Ramirez-lJimenez y col., 2001; Michalska y col., 2008). El ensayo se llevd a cabo utilizando un
espectrofotometro UVmini 1240 (Shimadzu, Francia) empleando cubetas plasticas de 1 cm de
paso Optico. Las determinaciones fueron hechas por triplicado. Los resultados de las
determinaciones fueron expresados como el promedio + D.E. de unidades arbitrarias de

absorbancia.
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11.2.4. Metodologia relativa a los procesos aplicados a la semilla
de quinoa

11.2.4.1. Germinacion

11.2.4.1.1. Estudio preliminar de germinacion

Para determinar las condiciones de germinacion mds adecuadas para las semillas de quinoa, se
realizaron una serie de experiencias previas controlando los principales factores extrinsecos que
influyen en la germinacidn: temperatura y humedad del grano (Jacobsen y col., 1999). Para ello se
elaboré un disefio experimental factorial de 3% considerando como factores la temperatura de
germinacion (X;) y el tiempo de remojado (X,). Los tres niveles para cada una de estas variables
fueron: 10,20y 30°Cy 0, 6 y 12 h, para X,y X,, respectivamente. Estos niveles se seleccionaron de
acuerdo a condiciones informadas en la bibliografia para la misma matriz de estudio (Jacobsen y
col., 1999; Bois y col., 2006; Alvarez-Jubete y col., 2010). Para llevar a cabo las experiencias se
tomaron tres lotes de 100 semillas homogéneas en tamafio y aspecto para cada una de las
temperaturas ensayadas, las cuales (cuando correspondid) se remojaron previamente en agua
destilada estéril durante 6 o 12 h de acuerdo a la experiencia. Posteriormente las semillas se
distribuyeron de manera uniforme en bandejas plasticas (30 x 20 cm) entre dos capas de papel de
filtro saturado de agua destilada estéril y se colocaron en estufa de incubacién (serie BF, Delta
Labo, Francia) a temperatura constante de acuerdo a cada ensayo (10, 20 y 30 °C), bajo oscuridad.
Como variables de respuesta se seleccionaron el porcentaje de semillas germinadas y el indice de
velocidad de germinacién (lvg) durante un periodo de cinco dias. Para el primer caso se considerd
como semilla germinada aquella en la que se hizo visible la radicula y para el segundo caso se

efectud un recuento diario de las semillas germinadas, realizando el calculo en base a la expresion:
Ilvg=(a/1+b/2 +c/3...+ z/n) (Ec. 11.14)
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donde a, b, ¢, ... z, es el nUmero de semillas que germinan cada dia y n es el nimero de dias que

dura el experimento (Jain y Saha, 1971; Chilo y col., 2009).

Con los valores de respuestas obtenidos para cada combinacién temperatura/humedad se
determind una categoria para cada respuesta. Para el porcentaje de semillas germinadas se evalué
la germinabilidad utilizando las categorias propuestas por Devesa y col. (1998). Estds son:
germinabilidad nula (0 %), baja (0 < % <30), moderada (30 £ % <70), alta (70 < % < 100) y maxima
(100 %). Respecto del indice de velocidad de germinacion, se utilizaron las categorias propuestas
por Cabello y col. (1998): velocidad lenta (0 < Ivg < 5), mediana (5 < Ivg <11.11), répida (11,11 < Ivg

<33.33) y muy rapida (33,33 < lvg £ 100).

11.2.4.1.2. Proceso de germinacion y andlisis de los materiales obtenidos

De acuerdo a los resultados de los ensayos preliminares de germinacion, se seleccionaron las
condiciones que permitieron obtener la mayor cantidad de brotes en menor tiempo.

Previo al proceso de germinacion, las semillas fueron esterilizadas superficialmente mediante
remojo en una solucién de hipoclorito de sodio al 2,5 % durante 5 min, para evitar la proliferacién
microbiana. Luego las semillas fueron enjuagadas con agua destilada estéril hasta pH neutro.
Posteriormente las semillas se colocaron en placas de Petri plasticas de 15 cm de diametro (25 g
por placa, formando una sola capa), entre discos de papel secante (1 mm de espesor) previamente
saturado de agua y se cubrié con una capa de gasa hidrdfila saturada de agua, con el fin de
mantener constante el suministro de humedad. Las placas fueron incubadas a 20 °C (80 — 90 % de
humedad relativa) en oscuridad en cdmara con circulacién de aire (serie BF, Delta Labo, Avignon,
Francia) durante tres dias (Figura 2.9), el cual es el tiempo en el que los brotes pierden las

cubiertas seminales generando una plantula capaz de desarrollarse por si misma.
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Figura 2.9. Cdmara de incubacidn con semillas de quinoa germinadas durante 24,48 y 72 h.

Para evaluar el impacto de la germinacién sobre la actividad antioxidante de las semillas de quinoa
se tomaron muestras entre 0 y 72 h, a intervalos de 24 h, correspondientes a los dias 1, 2, y 3 de
germinacidn, los cuales se compararon con un control de semillas sin germinar. Los brotes
obtenidos en cada estadio de germinacion se secaron a 40 °C en estufa con circulacion de aire
forzado (modelo FD 23, Binder, Alemania) hasta peso constante y luego se molieron usando un
molinillo de laboratorio (Yellow line A 10, IKA-Werke, Staufen, Alemania). Las particulas
resultantes fueron tamizadas para obtener una fraccién de particulas inferior a 0,5 mm, a partir de
las cuales se realizaron los extractos correspondientes. En los extractos obtenidos para cada
estadio de germinacién se determinaron los contenidos de compuestos fendlicos y flavonoides
totales y se analizé cualicuantitativamente el perfil de compuestos fendlicos individuales. Ademas,
se evalud la actividad antioxidante por el método de DPPH y de decoloraciéon del B-caroteno.
También se determind en cada estadio de germinacion los contenidos de acido ascérbico vy

tocoferoles.
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11.2.4.1.3. Andlisis estadistico

Los resultados experimentales se obtuvieron por triplicado a partir de ensayos individuales y se
presentan como promedio + D.E. El analisis estadistico se llevé a cabo utilizando el programa
InfoStat (2011) (grupo InfoStat, Argentina), mediante el cual se realizé el andlisis de la varianza con
comparaciéon de medias de los tratamientos mediante la prueba de Tuckey (p < 0,05). Con el
mismo software se llevaron a cabo también los andlisis de regresion y de componentes
principales. En los ensayos preliminares de germinacién se utilizé ademas el programa Design
Expert (versidn 8.0.7.1, Stat-Ease Inc., Minneapolis, EE.UU) para la construccion de los graficos de

superficie de respuesta de las variables analizadas.

11.2.4.2. Tratamiento térmico

En el presente trabajo, los ensayos de tratamiento térmico se realizaron en dos series
independientes. Por un lado, se evalud el efecto sobre el nivel de compuestos con capacidad
antioxidante y actividad antioxidante de las semillas de quinoa y por otro lado se evalud el efecto
sobre la harina de brotes germinados en el tercer dia de germinacion, combinando de esta manera

dos de los procesos aplicados.

11.2.4.2.1. Procesado térmico de semillas de quinoa

Para abordar esta parte del estudio se selecciond un rango amplio de temperaturas y tiempos,
tomando como referencias las condiciones encontradas en la bibliografia para diferentes granos
de consumo (Jeong y col., 2004; Acar y col., 2009). Para llevar a cabo las experiencias se tomaron
porciones de 20 g de semillas de quinoa, las cuales se distribuyeron uniformemente en placas de

aluminio (7 cm de didmetro) y se colocaron en estufa eléctrica (modelo SD755, ORL, Argentina) a
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temperatura de 100 °C, 130 °C, 160°C y 190 °C durante 15, 30, 60, 90 y 120 min. Luego del
tratamiento térmico aplicado, las semillas se colocaron en desecador hasta alcanzar Ia
temperatura ambiente para luego molerlas (molinillo KSM 2, Braun, México), tamizarlas y de esta
manera obtener la fraccién de harina de quinoa tostada con particulas inferiores a 0,5 mm.
Paralelamente se realizé la determinacion de humedad de las muestras tratadas para expresar los
resultados en base seca, siguiendo las normas AOAC (segun punto 11.2.1.1). Para cada combinacion

tiempo/temperatura ensayada se realizaron tres ensayos independientes.

11.2.4.2.2. Procesado térmico de harina de quinoa germinada

En esta serie de ensayos se aplicé un proceso combinado de germinacion de las semillas con
posterior tratamiento térmico de la harina resultante de los brotes deshidratados. Para ello,
muestras de harina de quinoa germinada durante 3 dias (segln las condiciones descriptas en el
apartado 11.2.4.1.2) fueron colocadas en capsulas de aluminio de 7 cm de didmetro (20 g por
capsula) y luego sometidas en cada ensayo a temperaturas de 100 °C, 145°C y 190 °C durante 30
min en estufa eléctrica (modelo SD755, ORL, Argentina), respectivamente. Se realizaron tres

ensayos independientes para cada temperatura ensayada.

11.2.4.2.3. Andlisis de los materiales obtenidos luego del procesamiento

A partir de la harina obtenida bajo las diferentes condiciones experimentales de tratamiento
térmico luego de germinacidn, se realizaron los extractos etandlicos correspondientes (apartado
11.2.2.5). En cada uno de los extractos se determinaron los contenidos de compuestos fendlicos y
flavonoides totales y se analizd cualicuantitativamente el perfil de compuestos fendlicos
individuales. Ademas, se evalud la actividad antioxidante por el método de DPPH y el poder

reductor. Para evaluar la contribucion de los PRM a la actividad antioxidante total, se realizaron
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extractos acuosos a partir de la harina tostada en cada caso y se analizé el contenido de
compuestos fluorescentes intermediarios (CFl) y formados en etapas avanzadas de la reaccion,

mientras que como productos finales de la reaccién se determind la formacion de melanoidinas.

11.2.4.2.4. Andlisis estadistico

Los resultados experimentales se realizaron por triplicado y se presentan como promedio + D.E. El
anadlisis estadistico se llevdo a cabo utilizando el programa InfoStat (2011) (grupo InfoStat,
Argentina), mediante el cual se realizd el analisis de la varianza con comparacién de medias de los
tratamientos mediante la prueba de Tuckey (p < 0,05). Con el mismo software se llevaron a cabo

también los andlisis de regresidn y de componentes principales.

11.2.4.3. Irradiacion con luz UV-C

Teniendo en cuenta la posible induccion de la biosintesis y acumulacion de metabolitos
secundarios con capacidad antioxidante que puede ejercer la luz UV en tejidos vegetales, en el
presente trabajo de tesis se evalud la influencia de diferentes dosis de radiacién UV-C sobre

semillas y brotes de quinoa en diferentes estadios de germinacion.

11.2.4.3.2. Procedimiento de irradiacion UV-C

El proceso de irradiacidn se llevd a cabo dentro de una camara oscura (40 cm de alto x 70 cm de
largo x 30 cm de ancho) en cuyo interior se dispuso una ldmpara germicida con maxima emisién a
254 nm, de 6W y 55V (modelo ENF-260C, Spectroline, EE.UU.) sobre un soporte en posicidn
horizontal de altura regulable. Las muestras a irradiar se colocaron a 10 cm de distancia por
debajo de la fuente de luz (Figura 2.10). Antes de realizar las irradiaciones de las muestras las
[dmparas se dejaron encendidas durante 15 min para su estabilizacién, segin recomendaciones

del fabricante.
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Figura 2.10. Representacion esquematica de la cdmara de irradiacién UV-C.

11.2.4.3.3. Medicion de las dosis de radiacion UV

Cuando se desea conocer la energia de irradiacidn recibida por un elemento generalmente se
mide la irradiancia y la fluencia. La irradiancia expresa densidad de potencia y se define como la
potencia incidente por unidad de superficie, cuyas unidades en el Sistema Internacional son W/m?®.
La energia de radiacidon total que incide por unidad de superficie se denomina fluencia o dosis de
radiacion y se calcula como el producto de la irradiancia y el tiempo de exposicidn a la radiacidn
(expresado en segundos). El término dosis de radiacién es ampliamente utilizado en la literatura y
es el que se utilizard en el presente trabajo para indicar la cantidad de energia radiante total
administrada a las muestras por unidad de superficie, cuyas unidades se expresaran en kilojoules

por metro cuadrado (kJ/m?).

Para medir las dosis de radiacién UV administradas pueden utilizarse diferentes métodos. EI mas
simple se basa en la medicion con un radiémetro, el cual permite seleccionar la parte del espectro
de emisidon que se desea medir e incluye un detector fotosensible que permite transformar la
energia incidente en una medida de voltaje o corriente (Shama, 2007). Otra de las alternativas es

la medicién por actinometria. Esta técnica se basa en la medicion de la luz UV incidente a través de
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una reaccion fotoquimica, para la cual la cantidad de moléculas de producto formado por nimero
de fotones absorbidos (rendimiento cudntico) es bien conocida. La medicion del rendimiento
guimico después de la exposicion a la luz permite conocer el flujo de fotones incidentes (Bolton,

2001).

Para determinar las dosis de radiacion UV-C, en el presente trabajo se utilizd el par actinométrico
yoduro/yodato de potasio, segiin el método descripto por Rahn, (1997). Para ello, se prepard una
solucidn de una mezcla de yoduro de potasio (0,6 M) y yodato de potasio (0,1 M) en buffer borato
(0,01 M, pH 9,25). De esta solucion se tomaron alicuotas de 50 mL que fueron colocadas en placas
de Petri de vidrio de 9 cm de didmetro. Posteriormente, las mismas se ubicaron bajo la luz UV-C
dentro de la cdmara, exponiéndolas a la radiaciéon durante diferentes tiempos (0 a 10 min). La

reaccién producida bajo la exposicién a la luz UV-C se detalla a continuacién:

8KI+KIO;+3H,0+hv>315+60H +9K"

La cantidad de triyoduro formado se determind espectrofotométricamente (espectrofotémetro
UV-7804 C, Viswagen Biotech Pvt. Ltd., India) a una longitud de onda de 352 nm (&35, = 26400
Mtem™).

Conocidos los moles de triyoduro formados, se calculé el nimero de einsteins de fotones
absorbidos por la muestra, dividiendo el numero de moles de producto formado en el
rendimiento, el cual a su vez es funcidn de la temperatura y de la concentracion inicial de yoduro

de potasio, segln la siguiente ecuacion:

® =0,75 [1+0,02 (T—20,7)] [1+0,23 (C=0,577)]

donde: @ es el rendimiento cudantico, C es la concentracidn molar inicial de yoduro de potasio, y T

es la temperatura (°C) a la cual se llevé a cabo la reaccion.
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La concentracidn inicial de yoduro de potasio se determiné midiendo la absorbancia de la solucién

sin irradiar a 300 nm (€300 = 1,061 M™*cm™).

Para convertir el numero de fotones incidentes en energia incidente (joule), se multiplicé el
numero de fotones por la energia de cada fotdn. Asumiendo que todos los fotones absorbidos
tenian una longitud de onda de 254 nm, este factor resulté 4,72 x 10° J/einstein de fotones.
Finalmente, la dosis de UV-C se expresé en J/m?, dividiendo la energia expresada en joules por el
area expuesta a la fuente de irradiacion. Para cada tiempo de exposicion, las mediciones se
realizaron por triplicado. La formacion de triyoduro se incrementd linealmente con el tiempo de
exposicién a la radiaciéon UV-C, cuyo valor de fluencia obtenido de la pendiente de la regresion
lineal de la grafica dosis vs tiempo fue de 7,4 W/m?. En la Figura 2.11 se muestran las dosis de
radiacion UV-C obtenidas a diferentes tiempos de irradiacion (0-10 min) mediante la técnica
actinométrica, utilizando el par yoduro/yodato. Para las dosis utilizadas en tiempos superiores se
calculé dicho valor multiplicando el valor de tasa de fluencia obtenido por el tiempo de irradiacion

(segundos).

45 -
35 -
2,5 -

1,5 -

Dosis radiacién UV-C (kJ/m?)

0,5 -
0 T T T T T T |
0 100 200 300 400 500 600 700
tiempo (s)

Figura 2.11. Dosis de radiacion UV-C determinadas mediante actinometria a diferentes tiempos de

irradiacion (n=3). y=0,0074x (R*: 0,9976).
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11.2.4.3.4. Estudios preliminares de irradiacion sobre semillas y brotes

Los ensayos preliminares de irradiacién se realizaron sobre semillas remojadas y sobre brotes de
estadios avanzados de germinacidn, en referencia a trabajos realizados con otras matrices
vegetales. Asi, algunos autores realizaron un remojado previo de las semillas antes de someterlas
al proceso de irradiacién UV y posteriormente llevaron a cabo la germinacion de las semillas
irradiadas en oscuridad por tiempos determinados (Shetty y col., 2002; Guajardo-Flores y col.,
2014). Otros autores realizaron la germinacién de las semillas y luego irradiaron los brotes
obtenidos con una Unica exposicion a la luz UV. Luego del proceso de irradiacién, mantuvieron las
condiciones de germinacidn durante un tiempo inferior a las 24 h para que las plantulas
desarrollen la respuesta al factor que induce el estrés (Boveris y col., 2001; Tsurunaga y col., 2013;

Dinelli y col., 2007).

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, en el presente trabajo se realizé una serie de
experiencias preliminares donde se evaludé un rango amplio de dosis de radiacién UV-C sobre
semillas de quinoa remojadas y sobre brotes de estadios avanzados de germinacion. El propdsito
de estas experiencias fue (i) identificar la dosis que producia un mayor efecto en la acumulaciéon de
compuestos secundarios antioxidantes y (ii) evaluar posibles diferencias entre ambas formas de

irradiacion.

1.2.4.3.4.1. Irradiacién de semillas remojadas

Previo al proceso de irradiacion, las semillas fueron esterilizadas superficialmente mediante
remojo en una solucidn de hipoclorito de sodio al 2,5 % durante 5 min, para evitar la proliferacion
microbiana. Luego fueron enjuagadas con agua destilada y se dejaron en remojo durante 2 h en
agitacion (agitador orbital Vicking, modelo M-23, Argentina). Posteriormente las semillas se

escurrieron y distribuyeron en placas de Petri (25 g por placa) las cuales tenian en la base un disco
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de papel secante saturado con agua. La irradiacién de las muestras se llevd a cabo ubicando las
mismas a una distancia de 10 cm debajo de la fuente de luz UV, tomando la precaucidn de ubicar
las placas de Petri en un area definida, para que cada muestra reciba una dosis uniforme de
radiacion. Se evalud un rango amplio de tiempos, 5, 15, 30, 60, 90 y 180 min, que segln las
condiciones de fluencia de la fuente de luz corresponden a dosis de exposicién 2,2 ki/m?, 6,7
ki/m?, 13,3 ki/m? 26,7 ki/m? 40,1 kI/m® y 80 ki/m> Posteriormente, las placas de semillas
irradiadas se colocaron en camara de germinacion en oscuridad (20 °C, 80 % de humedad relativa)
durante 3 dias junto con un grupo de placas que se utilizaron como control del proceso (semillas

sin irradiar).

1.2.4.3.4.2. Irradiacién de brotes

Para llevar a cabo esta experiencia se obtuvieron brotes de 3 dias de la forma que se detalld en el
apartado 11.2.4.1.2. Posteriormente, los brotes se irradiaron bajo las mismas condiciones y durante
los mismos tiempos de radiacion que el punto anterior, de modo que ambos métodos resulten
comparables. Luego del proceso de irradiacion, las muestras se incubaron durante 24 h adicionales
en las mismas condiciones de germinacién. Un conjunto de placas con brotes sin irradiar se
mantuvo durante los cuatro dias que durd la experiencia en la cdmara de germinacién como

ensayo control.

En ambos métodos, y para cada tiempo de radiacion, los ensayos se realizaron por triplicado. Los
brotes que se obtuvieron en cada caso fueron secados a 40 °C en estufa con circulacion de aire
forzado (modelo SR5070, FAC, Argentina) hasta peso constante y posteriormente molidos usando
un molinillo de laboratorio (modelo KSM 2, Braun, México). Las particulas resultantes fueron
tamizadas para obtener una fraccion de particulas inferior a 0,5 mm, a partir de las cuales se

realizaron los extractos correspondientes (segun apartado 11.2.2.5). A partir de los extractos
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obtenidos se determind el contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante

mediante el método de inhibicion del radical DPPH.

11.2.4.3.5. Irradiacion UV-C durante la germinacion y preparacion de las muestras

De acuerdo a los resultados de ensayos previos de irradiacion, se definid un disefio experimental
que permitio evaluar el efecto de una dosis de radiacion UV en cada estadio de germinacién y
realizar un seguimiento del nivel de compuestos fendlicos y actividad antioxidante durante

tiempos posteriores de incubacion.

Para llevar a cabo esta experiencia se esterilizaron superficialmente las semillas mediante remojo
en una solucidn de hipoclorito de sodio al 2,5 % durante 5 min, luego se enjuagaron varias veces
con agua destilada y se dejaron sumergidas durante 2 h en agua destilada estéril. Las semillas
fueron a continuacidn escurridas y se distribuyeron en placas de Petri (25 g por placa). La
irradiacién de las muestras se llevd a cabo segln el plan de experiencias que se muestra en la
Tabla 2.6. En cada caso, el tiempo de irradiacion UV-C fue de 60 min, que corresponde a una dosis
de exposicién de 26,7 ki/m”. Luego de aplicar la dosis de radiacién en cada estadio de germinado
(indicado con el simbolo 0), las muestras se colocaron en cadmara de germinacién (20 °C, 80 %

HR, en oscuridad) donde continuaron con la germinacién al menos durante 24 h adicionales.

Tabla 2.6. Plan de experiencias utilizado en el proceso de irradiacién.

Muestra Estadios de germinacion
Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Control CDy CD; CD, CDs3 CD,
lo o 1oD; 10D, 1oD3 oD
Iy o 1,D, 1,D5 1:D4
I, o 1,04 1,D4
|3 0 |3D4
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Como muestras control para cada dia ensayado, se utilizaron placas de Petri con semillas que no
sufrieron el proceso de irradiacidn. Asi, CD, es la muestra control en el tiempo cero (luego del
remojado), CD; es la muestra control en el primer dia de germinacidn, etc. En el caso de las
muestras irradiadas, [,D; es la muestra que se irradié en el tiempo cero y se retiré el dia 1, etc.

De esta manera, cada muestra irradiada se puede comparar respecto del control en el mismo diay

respecto del resto de los estadios de germinacidn, para un mismo tiempo de irradiacion.

Luego del proceso de irradiacién, cada muestra fue secada hasta peso constante a 40 °C en estufa
con circulacién de aire forzado (modelo SR5070, FAC, Argentina) y molida. A partir de las particulas
resultantes se realizaron los extractos correspondientes (segun apartado 11.2.2.5), los cuales
fueron utilizados para determinar el contenido de compuestos fendlicos totales, flavonoides
totales, betalainas totales y la actividad antioxidante mediante el método de inhibicién del radical

DPPH.

11.2.4.3.6. Andlisis estadistico

Los resultados experimentales se realizaron por triplicado y se presentan como promedio + D.E. El
anadlisis estadistico se llevd a cabo utilizando el programa InfoStat (2011) (grupo InfoStat,
Argentina), mediante el cual se realizé el analisis de la varianza con comparacién de medias de los
tratamientos mediante la prueba de Tuckey (p < 0,05). Con el mismo software se llevaron a cabo

también los andlisis de regresidén y de componentes principales.
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11.2.5. Propuesta de elaboracion de un alimento enriquecido en
compuestos antioxidantes

El enriquecimiento de alimentos con compuestos bioactivos, ya sea en la forma de preparados
aislados o mediante la incorporacion de ingredientes ricos en tales compuestos, es una préctica
cada vez mas frecuente en los laboratorios de desarrollo de nuevos productos en la industria
alimentaria. En concordancia con esta tendencia y atendiendo al ultimo objetivo del presente
trabajo de tesis, se llevd a cabo la elaboraciéon de un producto alimenticio incorporando en su
formulacion el ingrediente obtenido que alcanzé la mayor actividad antioxidante in vitro luego de
la aplicacién de los distintos procesos ensayados sobre las semillas de quinoa. Aprovechando la
caracteristica inherente a la semilla de quinoa de ser un ingrediente libre de proteinas formadoras
de gluten, se propuso elaborar un producto que no incorpore harinas con dichas proteinas, de tal
manera que pueda también ser consumido por personas celiacas o alérgicas al gluten. Asi, se
desarrollaron tapas de alfajores utilizando como ingrediente base almidones de especies vegetales

libres de gluten.

11.2.5.1. Elaboracidon de tapas de alfajores

A partir de una receta de tapas de alfajores de almiddn de maiz, se realizaron ensayos en los que
se reemplazd, respectivamente, 10, 20 y 30 % del mismo por la harina de quinoa obtenida luego
de combinar los procesos de germinacion y tostado (Tabla 2.7). La mezcla de los ingredientes se
realizd utilizando los primeros 15 min del programa de amasado de un horno de pan (marca
ATMA, modelo HP4030E, China). Posteriormente, la masa se retird del recipiente de amasado y se
estir6 mediante un palo de amasar sobre una tabla de madera con guias laterales de 1 cm de
altura. Con un cortapastas, se cortaron discos de 5 cm diametro que se colocaron sobre placa de

horno revestida con papel manteca y se hornearon a 180 °C durante 20 min en estufa eléctrica
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(modelo SD755, ORL, Argentina). Luego del horneado, se dejaron enfriar a temperatura ambiente

y se guardaron en recipientes herméticos hasta la realizacidn de los correspondientes extractos.

Tabla 2.7. Ingredientes de las diferentes formulaciones de tapas de alfajores elaboradas.

Ingrediente Control 1Q-10% 1Q-20% 1Q-30%
Almidén de maiz 200 g 180 g 160 g 140 g
Ingrediente quinoa 20¢g 40g 60g
Azlcar blanco 70g 70g 70g 70g
Manteca 80g 80¢g 80¢g 80¢g
Yema de huevo 50g 50g 50g 50g
Polvo de hornear 15¢g 15¢g 15¢g 15¢g
Esencia de vainilla 2mL 2mL 2mL 2mL

11.2.5.2. Preparacion de las muestras

Muestras de cada una de las formulaciones elaboradas fueron molturadas manualmente
utilizando un mortero, para luego llevar a cabo el analisis composicional de las mismas. Por otro
lado, se realizaron los extractos etandlicos correspondientes a cada formulacién (segun apartado
11.2.2.5). En cada uno de los extractos, se determiné el contenido de compuestos fendlicos y de
flavonoides totales y la actividad antioxidante por el método de DPPH. Para analizar la
contribucion de los productos de la reaccién de Maillard (PRM) a la actividad antioxidante total se

estimo el contenido de melanoidinas como productos finales de la reaccién.

11.2.5.3. Analisis estadistico

Los resultados experimentales se realizaron por triplicado y se presentan como promedio + D.E. El

analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el programa InfoStat (2011) (grupo InfoStat,
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Argentina), mediante el cual se realizé el analisis de la varianza con comparacion de medias de los
tratamientos mediante la prueba de Tuckey (p < 0,05). Con el mismo software se llevaron a cabo

también los andlisis de regresién y de componentes principales.
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Resultados y Discusion

Il.1. Analisis composicional del grano de quinoa

Los resultados obtenidos del analisis composicional del grano de quinoa utilizado en el presente
trabajo se presentan en la Tabla 3.1. Estos valores permiten caracterizar composicionalmente la
variedad particular de quinoa objeto del presente estudio, ya que dichos valores dependen no sdlo
de la variedad, sino también de factores agroecoldgicos, practicas postcosecha, condiciones y
tiempo de almacenamiento, etc. (Abugoch-James, 2009; Valcarcel y col., 2012). En la misma tabla
se muestran, ademads, los valores composicionales publicados en bibliografia para la misma
especie y los correspondientes al grano de amaranto (otro pseudocereal) junto con los principales
cereales de consumo humano. Como pudo observarse, la composicidon de las semillas de quinoa
utilizadas en este estudio, presentd valores que se encuentran dentro de los rangos citados en la

bibliografia para cada componente.

Los carbohidratos representaron el componente mas abundante del grano de quinoa, ya que su
perispermo (51-64% del peso del grano) se compone principalmente de almidén (Koziol, 1992;

Bhargava y col., 2006).

Por su lado, se destaca en el mismo el contenido proteico, que oscila entre 12,9 % y 16,5 % (b.s.)
dependiendo de la variedad (Koziol, 1992; Repo-Carrasco y col., 2003; Alvarez-Jubete y col., 2009).
Este contenido es similar al del grano de amaranto y superior al promedio informado para el resto
de los cereales tradicionales, aunque comparado con ciertas leguminosas como porotos
(Phaseolus vulgaris) (28%) o soja (Glycine max) (36%), resulta relativamente menor (Koziol, 1992).
En este punto, vale sefialar la alta calidad proteica de las semillas de quinoa, la que se refleja en su
excelente balance aminoacidico, con concentraciones de lisina superiores a las encontradas en
cereales, y de cisteina y metionina mayores a las presentes en legumbres (Ruales y Nair, 1992;

Wright y col., 2002).
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Tabla 3.1. Composicidn centesimal de las semillas de quinoa y comparacién con el amaranto y los

principales cereales de consumo.

Contenido (%, b.s.)

Componente
Quinoa’ Amaranto? Trigo® Maiz® Arroz®
Proteinas 14,70 +0,30 (12,9 - 16,5") 14,60 10,5 11,1 7.8
Grasas totales 5,92 + 0,38 (5,2° - 9,79 8,81 2,6 4,9 0,4
Fibra dietaria total 14,94 + 1,12 (13,6° - 16,0° 11,14 12,6° 13,49 1,3¢
Cenizas 3,36+ 0,07 (2,7° - 3,8") 3,25 1,8 1,7 0,7
Carbohidratos* 61,08 + 1,27 (61,2° — 72,6 62,20 72,5 68,9 89,8

Valores expresados como promedio % D.E. (n=3).
*Calculados por diferencia.

! El rango entre paréntesis representa los valores encontrados en la literatura, expresados en %,
base seca.

?Valcarcel y col., (2012).

* Repo-Carrasco y col., (2003).

® Ando y col., (2002).

® Koziol, (1992).

© Alvarez-Jubete y col., (2009).

4 Chauhany col., (1992).

¢ Repo-Carrasco y col., (2011).

Ruales y Nair, (1993).

9Dhingray col., (2012).

Por otro lado, el contenido lipidico en las semillas de quinoa puede variar desde 5,2 hasta 9,7%,
resultando en un valor promedio (5,92%) inferior al del grano de amaranto (8,81%) aunque
superior al de los cereales tradicionales, siendo incluso mayor que en el maiz (4,9%) (Ruales y Nair,
1993). Del contenido total de materia grasa de la quinoa, mas del 50 % estd constituido por los
acidos grasos poliinsaturados esenciales linoleico (omega 6) y linolénico (omega 3), lo que genera
una buena relacién insaturados/saturados (4,9-6,2) (Koziol, 1992; Repo-Carrasco y col., 2003).

Dada la alta calidad de su aceite y el hecho de que algunas variedades de quinoa tengan un
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contenido graso de hasta 9,7 %, algunos autores han considerado que este cultivo tiene un
potencial uso como oleaginosa (Bhargava y col., 2006). Sin embargo, este contenido es mucho

menor comparado, por ejemplo, a semillas de soja (19%) o girasol (47%) (Valcarcel y col., 2012).

Por otra parte, el contenido de fibra dietaria total presente en la quinoa resulta mayor comparado

al de maiz, trigo y amaranto y este valor es 11,5 veces mayor al correspondiente del arroz blanco.

Finalmente, el contenido de cenizas en las semillas de quinoa es similar al grano de amaranto y
aproximadamente dos veces mayor que el valor promedio para trigo y maiz y casi cinco veces el
valor promedio del arroz blanco. Los granos de quinoa contienen grandes cantidades de calcio,
magnesio, hierro y zinc en comparacién a las semillas de cereales tradicionales (Repo-Carrasco y
col., 2003). Se ha mencionado que las variaciones en el contenido de minerales dentro de una
especie se debe a la influencia de las condiciones medioambientales durante el desarrollo de la
planta y maduracidn de la semilla, especialmente a la disponibilidad mineral del suelo (Alvarez-

Jubete y col., 2009).

l1l.2. Extraccion de compuestos fendlicos del grano de
quinoa

Las actividades llevadas a cabo con el fin de optimizar la extraccion de compuestos fendlicos de la
quinoa, que incluyeron la evaluacion de la asistencia de ultrasonido en la operacién, se
desarrollaron en dos etapas experimentales sucesivas, atendiendo a los objetivos especificos de

cada una.

1) Ensayos de extraccidn preliminares, en los que se estudiaron los efectos de los principales
pardmetros operacionales con el fin de establecer aquellos que tienen mayor influencia sobre el

proceso de extraccion.
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2) Optimizacidon de los parametros de mayor influencia sobre el proceso de extracciéon para
maximizar el contenido de compuestos fendlicos antioxidantes en los extractos obtenidos a partir

de granos de quinoa.

111.2.1. Ensayos de extraccion preliminares: efecto de los
parametros operacionales

En esta serie de experiencias, cada parametro se evalué de manera independiente, modificando
una variable por vez, mientras el resto de los factores se mantuvieron constantes. De esta manera,
no se consideraron las interacciones que pudieran existir entre los parametros analizados, aspecto
gue se considerd en las experiencias de optimizacidén posteriores. Las variables experimentales
analizadas fueron: temperatura de extraccion: 20, 40 y 60 (°C); relacién sélido/solvente: 1/10,
1/20 y 1/40 (g/mL); composicién del solvente: 0, 40, 80 y 95 (%v/v etanol/agua); tamafio de
particula: d < 0,5, 0,5 <d < 0,71, d > 0,71 (mm) y potencia de ultrasonido: 0, 50 y 100 (W). Para
cada uno de los parametros mencionados anteriormente, se analizd la cinética de extraccion
mediante la toma de muestras a 5, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos, respectivamente. La
velocidad de agitacién orbital en todos los casos se fijé6 en 120 rpm, la que garantiz6 una
suspensidon adecuada de las particulas sélidas en el medio. La incidencia de los parametros
estudiados sobre el proceso de extraccion se evalud en términos del contenido de compuestos
fendlicos totales (I1.2.3.2.) y del rendimiento de compuestos fendlicos totales en los extractos

(11.2.2.4.2.).

111.2.1.1. Efecto de la temperatura

La temperatura de extraccion es un pardmetro importante a optimizar con el fin de minimizar los
costos energéticos del proceso. En la Figura 3.1 se presentan las cinéticas de extraccidn de

compuestos fendlicos obtenidas para las tres temperaturas ensayadas. En esta experiencia se
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utilizé etanol acuoso 40% (v/v) como solvente y particulas de harina de quinoa con d < 0,5 mm en
una relacién sélido/solvente de 1/20. Los resultados muestran que los rendimientos de extraccion

decrecieron en el orden: 60 °C <40 °C< 20 °C.
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Figura 3.1. Influencia de la temperatura sobre la cinética de extraccion de CFT de quinoa (d < 0,5

mm), utilizando etanol 40% como solvente.

Numerosos estudios han demostrado que un incremento de la temperatura tiene un efecto
positivo en la extraccion de compuestos fendlicos a partir de diversas fuentes vegetales (Bucic-
Kojic y col., 2007; Harbourne y col., 2009; Spigno y col., 2007). Este efecto positivo de la
temperatura en el proceso de extraccion se podria explicar por la mayor solubilidad que los
compuestos de la matriz experimentan en el solvente a medida que la temperatura aumenta,
ademas de producirse un aumento de la difusividad de las moléculas extraidas, que conduce a su
vez, a un incremento en la transferencia de masa (Silva y col.,, 2007). Un aumento de la
temperatura de extraccion podria modificar también la estructura de la matriz vegetal, facilitando

el proceso de extraccion (Prasad y col., 2009).
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Por otro lado, se observé que para cada temperatura en particular, el valor de CFT aumenté
progresivamente con el tiempo hasta un determinado punto, a partir del cual dicho valor se
mantuvo practicamente constante. Esto se podria explicar dado el tamano de particula utilizado
en la experiencia (d < 0,5 mm). Al tratarse de una particula muy pequefia, la superficie de contacto
entre el solvente y las particulas es grande y la difusién de las moléculas hacia el exterior es mas

rapida que si se tratase de particulas de mayor diametro.

111.2.1.2. Efecto de la relacién sélido/solvente

El efecto de la relacion sdlido/solvente se estudié a 60 °C con etanol 40 % v/v como solvente y
particulas de la matriz de extraccién de d < 0,5 mm. En todos los casos, se utilizé un volumen fijo
de solvente de 400 mL y para cada ensayo en particular se agregd una masa de material vegetal
de 40, 20 y 10 g, dando lugar a las relaciones sélido/solvente 1/10, 1/20 y 1/40, respectivamente.
Los resultados presentados en la Figura 3.2 muestran que los valores de CFT fueron mayores en la
medida que la relacién sélido/solvente aumentd. Sin embargo, el rendimiento en compuestos
fendlicos (cantidad de CFT/cantidad de material vegetal) para la relacion 1/10 (3,43 %) resultd
significativamente menor comparado a los rendimientos obtenidos para las relaciones 1/20 y
1/40, que a su vez fueron muy similares entre si (4,61 % y 4,41 %, respectivamente). En
consecuencia, tanto la relacién 1/20 como 1/40 se pueden considerar apropiadas para obtener
rendimientos maximos, sin embargo para estudiar los efectos de otros pardmetros sobre la
extraccion de CFT de quinoa se eligié la relacion 1/20, debido a que con la misma se requiere de
menor cantidad de material vegetal para llevar a cabo las experiencias. Ademas, si se considerara
incrementar la escala de la extracciéon, la relacién 1/20 consumird menores cantidades de

solvente, al tiempo que se obtendria un extracto mas concentrado.
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Figura 3.2. Efecto de la relacion sélido/solvente sobre la cinética de extraccidn de CFT de quinoa (d

< 0,5 mm), utilizando etanol 40% a 60 °C.

Sun y col., (2011) confirmaron un aumento en el rendimiento de extraccién de cinco isoflavonas
cuando la relacion sdlido/solvente utilizada decrecié de 1/5 a 1/15 (g/mL). Considerando que la
transferencia neta de materia entre el sdlido y el solvente se detiene cuando se establece el
equilibrio entre ambas fases (Dibert y Cros, 1989), una explicacion probable de este fendmeno es
que el uso de mayores volimenes de solvente permite incrementar el tiempo de extraccidn,
incrementando por lo tanto el contenido de compuestos extraidos (Xia y col., 2011). Ademas se ha
mencionado que el uso de mayores volimenes de solvente acelera la difusion de los compuestos,
que podria ser favorable para aumentar el rendimiento de los extractos en compuestos fendlicos

(Liuy col., 2010).

111.2.1.3. Efecto del solvente

Dada la gran diversidad de estructuras quimicas que presentan los compuestos fendlicos, que
incluyen acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas, etc., las polaridades de sus moléculas varian

desde marcadamente polares a no polares. Por este motivo, se han utilizado para su extraccion

112



Resultados y Discusion

diferentes solventes de polaridades muy diversas, tales como hexano, acetato de etilo, acetona,
metanol, etanol, agua o sus mezclas (Liyana-Pathirana y Shahidi, 2005; Deneb y col., 2010; Spigno
y col., 2007; Bazykina y col., 2002). En particular, se ha descripto que las mezclas de etanol-agua
son mas eficaces para la extraccion de compuestos fendlicos, en comparacién al agua o etanol
utilizados como solventes puros (Yilmaz y Toledo, 2006; Pinelo y col., 2005). Ademas, y en vista de
la potencial aplicacion de los extractos vegetales en la industria alimentaria, es que resulta
conveniente utilizar solventes no todxicos, por lo que tanto el etanol como el agua resultan de
eleccidén al tratarse de solventes aceptados para su uso en la industria alimentaria, y que ademds
son abundantes, de bajo costo y de facil adquisicidn. Por otra parte, existe un interés cada vez mas
acentuado en encontrar métodos de extraccidon eficientes, que provoquen el minimo dafio al
medio ambiente y que hagan uso de los menores volimenes posibles de solventes de bajos
niveles de toxicidad (Wang y col., 2004; Durling y col.,, 2007). Tomando en cuenta estas
consideraciones se selecciond etanol y agua como solventes de extraccion, utilizando mezclas de
los mismos en diferentes proporciones. Con el fin de obtener los mayores rendimientos de
extraccién, se torna importante optimizar la relacién de mezcla de dichos solventes. La Figura 3.3
muestra la cinética de extraccién de los CFT a partir de harina de quinoa (d < 0,5 mm), utilizando
agua y mezclas acuosas con diferentes proporciones de etanol, a 60 °C y manteniendo una
relacién sélido/solvente de 1/20. Los resultados muestran que el contenido de CFT resultante en
cada caso fue dependiente de la concentracién de etanol utilizada en el solvente. Asi, el
rendimiento en CFT se incrementé en la medida que la proporcién de etanol aumenté de 0 % a 80
%, mientras que disminuyd al aumentar dicha proporcién a 95%. Esto puede atribuirse a los
cambios que experimenta la polaridad del solvente acuoso cuando en éste se altera la proporcion
de etanol presente. En este sentido, dicha polaridad condicionara tanto el tipo como la cantidad
de compuestos fendlicos individuales extraibles desde la matriz que seran efectivamente
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solubilizados por el solvente, modificandose de esta manera el rendimiento neto de CFT (Galvan
d’Alessandro y col., 2012). Adicionalmente, se ha informado que altas concentraciones de etanol
puede causar desnaturalizacion proteica en la matriz de estudio, perjudicando la solubilidad de los

compuestos fendlicos, y por ende influenciando la eficiencia de la extraccién (Yang y col., 2009)
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Figura 3.3. Efecto de la composicidn del solvente sobre la cinética de extraccién de CFT a partir de

quinoa (d < 0,5 mm), con relacién sélido/solvente 1/20 a 60 °C.

111.2.1.4. Efecto del tamaio de particula

La influencia del tamafio de particula de la matriz sobre la tasa de extraccién se estudid en tres
fracciones de harina de quinoa de diferente granulometria (d < 0,5 mm; 0,5<d<0,71yd>0,71
mm), realizando en todos los casos las extracciones a 60 °C, con una relacion sélido/solvente 1/20,
y utilizando etanol 80 % como solvente. Como resultado se pudo observar una reduccién de la tasa
de transferencia de masa a medida que aumentd el tamafno de particula, situacién que resultd
particularmente mas notoria durante los primeros 30 min del proceso de extraccion (Figura 3.4).
Este comportamiento puede entenderse teniendo en cuenta que para la misma masa de material

vegetal, el aumento del tamafio de particula disminuye el area de contacto entre el sélido y el
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solvente, con lo que resulta un aumento de la trayectoria de difusion dentro de los poros del
solido (Bucic-Kojic y col., 2007; Wongkittipong y col., 2004). En todos los casos, se alcanzé el
equilibrio de extraccidn alrededor de los 60 min. Aunque los rendimientos en CFT obtenidos en los
diferentes ensayos fueron muy similares, se decidié trabajar con un tamafio de particula inferior a
0,5 mm, ya que resultd ser la fraccidon mas abundante obtenida luego de tamizar la harina de

quinoa.
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Figura 3.4. Efecto del tamafio de particulas sobre la cinética de extraccion de los CFT de quinoa,

utilizando etanol 80% como solvente y relacién sélido/solvente 1/20 a 60 °C.

111.2.1.5. Efecto de la potencia de ultrasonido

La Figura 3.5 permite comparar diferentes cinéticas de extracciéon obtenidas sin y con la aplicacidn
de ultrasonido a 50 y 100 W, manteniendo constantes el tipo de solvente (80% etanol), la
temperatura (60 °C), el tamafio de particula (d < 0,5mm) y la relacién sélido/solvente (1/20). En los
primeros 15 min de extraccidn se observd un efecto positivo del ultrasonido, al verificarse un
incremento en el nivel de CFT en comparacién con la extraccion sin la asistencia del mismo.

Algunos autores han mencionado que una de las ventajas de utilizar ultrasonido es justamente
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mejorar el rendimiento de CFT y reducir los tiempos de extraccidon en diferentes tejidos vegetales
(May col., 2008; Liu y col., 2010). Este efecto ha sido atribuido principalmente al comportamiento
de las burbujas formadas por cavitacidon, mdas que a la propagacion de las ondas acusticas. En este
sentido, el colapso de las burbujas produce efectos quimicos, fisicos y mecénicos (Wang y col.,
2008), que pueden conducir a la ruptura de las paredes celulares, facilitando de esta manera, la

liberacion de los compuestos fendlicos desde el interior celular (May col., 2008).
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Figura 3.5. Efecto de la aplicacion de ultrasonido sobre la cinética de extraccion de CFT de quinoa,
utilizando etanol 80% como solvente, temperatura de 60 °C, relacién sélido/solvente 1/20y

particulas de d < 0,5 mm.

También pudo observarse a partir de los 60 min de extraccion la aplicacién de ultrasonido no
ejercio un efecto significativo en el incremento de los contenidos de CFT. Por el contrario, en los
tiempos finales del ensayo se produjo un detrimento en los niveles de los mismos en los extractos
tratados con ultrasonido con respecto a los obtenidos sin la asistencia del mismo. Este mismo

efecto ha sido observado por otros autores, quienes lo atribuyeron a una posible degradacion de
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algunas especies fendlicas causada por la aplicacion de largos tiempos de ultrasonido a la misma

matriz (Pingret y col., 2013; Da Porto y col., 2013).

111.2.1.6. Conclusiones

El estudio de los efectos de los principales pardmetros operatorios permitié identificar aquellos
gue mas influyeron sobre la extraccién de los CFT, con el fin de reducir el nimero de variables a
ser optimizadas. De esta manera, el solvente y la temperatura de extraccion junto con las
diferentes potencias de ultrasonido evaluadas fueron los pardmetros que mostraron las mayores
variaciones sobre dicha respuesta (A CFT). El resto de los pardametros evaluados mostraron
menores variaciones en el contenido de CFT por lo que se decidié utilizar aquellos niveles en los
gue se obtuvieron los mayores rendimientos en CFT. Como quedd demostrado, el uso de finas
particulas (d < 0,5 mm) y una relacién sélido/solvente 1/20 mostraron una mayor eficiencia en la
extraccion de los CFT a partir de la harina de quinoa. Ademas, las cinéticas de extraccion
mostraron que los rendimientos en CFT fueron casi constantes luego de la primera hora de
extraccidn, incluso cuando se utilizd asistencia de ultrasonido, por lo que el tiempo de extraccidn
se determind como pardmetro fijo en las experiencias posteriores. De esta manera, los tres
pardmetros que se seleccionaron para optimizar el proceso de extraccién y evaluar las posibles
interacciones entre ellos fueron la temperatura, la composicidon del solvente y la potencia de

ultrasonido.

111.2.2. Optimizacion de la extraccion de compuestos fendlicos
antioxidantes a partir de semillas de quinoa

Para llevar a cabo esta serie de experiencias se utilizé la metodologia de superficie de respuesta
(MSR), la cual mediante procedimientos matematicos y estadisticos permite encontrar la relacién

entre los pardmetros operacionales controlables (variables independientes) y las variables de
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respuesta (variables dependientes). La MSR es una herramienta muy util para determinar las
condiciones 6ptimas que permiten mejorar un proceso, ya que considera los efectos de
interaccion entre los diversos pardmetros experimentales (Silva y col., 2007; Bas y Boyaci, 2007).
De esta manera, se evalud el efecto combinado de los tres parametros seleccionados previamente
(temperatura, composiciéon del solvente y potencia de ultrasonido) sobre seis respuestas
seleccionadas, segun el plan de experiencias mostrado en la Tabla 2.2 (Materiales y Métodos),

cuyos resultados se presentan en la Tabla 3.2 y se discuten a continuacion.

111.2.2.1. Efecto de los parametros seleccionados sobre los rendimientos de
CFTyFT

Las cantidades de CFT extraidos, bajo las diferentes condiciones experimentales, variaron entre
67,50 y 102,86 mg EAG/100g muestra (b.s.). Por su parte, los niveles de FT variaron entre 1,65y
26,93 mg EQ/100g muestra (b.s.), resultados que pusieron en evidencia la importancia de las
condiciones operacionales sobre los rendimientos de extraccidon de éstos compuestos bioactivos.
La Figura 3.6 muestra el diagrama de Pareto resultante del analisis estadistico correspondiente a
ambas respuestas, del cual se desprende que factores e interacciones resultaron estadisticamente
significativos en el proceso. La linea azul indica el nivel critico a partir del cual las variables
presentaron un efecto significativo (p < 0,05) sobre el rendimiento de CFT y FT. Ademas, estas
graficas permiten observar aquellos parametros que ejercieron un efecto positivo (barras color
gris) o negativo (barras azules) sobre la variable considerada. Asi, se observa por ejemplo, que
para ambas respuestas, el solvente (S) resulté ser el pardmetro mas significativo y que un
incremento en la concentracion de etanol en el mismo produce un aumento en el rendimiento de

extraccién de compuestos fendlicos.
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Figura 3.6. Gréficos de Pareto correspondientes al rendimiento de extraccion de CFT (a) y de FT (b)

a partir de semillas de quinoa, bajo diferentes condiciones de temperatura (T), solvente (S) y

potencia de ultrasonido (U).
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Tabla 3.2. Condiciones del disefio experimental y valores de respuestas de los extractos de semillas de quinoa.

X2: X3:
Tem:e1|"atura s?:): e U:Z‘:::::\Il:o (Y::T YF?I' DPIY:-’I. (% Rend?r:iento Puresta' CFT Pur\:z;; FT f;;}:lgég
(°C) etanol) (W) (mg/100g) (mg/100g) inhibicién) | extracto (g) (%) (%)

1 20 0 0 67,50 1,65 14,2 15,80 0,43 0,01 2,1
2 60 0 0 73,47 2,69 15,9 17,40 0,45 0,02 2,3
3 20 80 0 96,79 16,85 27,4 4,49 2,16 0,38 21,5
4 60 80 0 102,86 26,93 28,9 6,82 1,51 0,40 22,6
5 20 0 100 70,01 2,73 11,8 17,00 0,41 0,02 2,6
6 60 0 100 75,36 3,17 12,4 18,20 0,41 0,02 2,9
7 20 80 100 77,68 15,97 27,0 3,82 2,03 0,42 21,2
8 60 80 100 91,61 16,93 27,7 6,32 1,29 0,27 21,7
9 40 40 50 76,79 7,41 21,1 7,69 1,00 0,10 16,6
10 40 40 50 77,86 7,93 20,0 7,51 1,04 0,11 15,7
11 40 40 50 80,43 8,93 20,56 9,16 0,92 0,10 16,1
12 40 40 50 78,25 10,01 20,8 8,24 1,04 0,12 15,4
13 20 40 50 85,36 8,81 19,3 6,96 1,23 0,13 16,4
14 60 40 50 92,68 11,41 21,1 8,79 1,05 0,13 15,0
15 40 0 50 74,29 2,29 12,7 17,80 0,42 0,01 2,8
16 40 80 50 88,21 18,77 27,1 4,49 1,74 0,42 20,1
17 40 40 0 79,64 12,97 21,6 5,31 1,50 0,24 17,7
18 40 40 100 81,55 12,57 20,8 8,61 1,05 0,15 16,0
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Los resultados del anadlisis estadistico (ANOVA), considerando los parametros significativos para las

respuestas rendimiento en CFT y FT, se presentan en la Tabla 3.3 y 3.4, respectivamente.

Tabla 3.3. Resultados del ANOVA correspondiente al rendimiento de CFT en extractos de semilla
de quinoa, obtenidos bajo diferentes condiciones de temperatura, solvente y potencia de

ultrasonido.

Fuente de Suma de

variacién Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F  Valor-P
T 149,382 1 149,382 63,94 0,0041
S 931,804 1 931,804 398,84 0,0003
u 57,8884 1 57,8884 24,78 0,0156
T 60,9596 1 60,9596 26,09 0,0145
SU 150,945 1 150,945 64,61 0,0040
Modelo 1350,87 5 270,17 18,72 <0,0001
Falta de ajuste 166,168 9 18,4631 7,90 0,0580
Error puro 7,00887 3 2,33629

Total (corr.) 1524,02 17

Asi, se observd que la cantidad de CFT extraidos fue afectada por las tres variables estudiadas.
Ademas, se registrd un efecto significativo de las interacciones solvente- potencia de ultrasonido e
interaccion cuadratica de la temperatura (Tabla 3.3 y Figura 3.6a). Por su lado, se apreci6 que la
variable de mayor influencia en el rendimiento de extraccion de FT fue la composicién del solvente
y, en menor medida, la temperatura; registrandose ademds un efecto de interaccion solvente-
potencia de ultrasonido. Por ser muy préximos los efectos estandarizados al nivel critico, se

decidio considerar dentro del andlisis estadistico, el efecto cuadratico de la potencia ultrasonido y
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las interacciones entre las variables temperatura-ultrasonido y temperatura-solvente (Tabla 3.4 y

Figura 3.6b).

Tabla 3.4. Resultados del ANOVA correspondiente al rendimiento de FT en extractos de semillas de

quinoa, obtenidos bajo diferentes condiciones de temperatura, solvente y potencia de

ultrasonido.
Fuente de Suma de . i
variacién Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F  Valor-P
T 22,8614 1 22,8614 22,64 0,0089
S 687,573 1 687,573 681,03 0,0000
TS 11,4242 1 11,4242 11,32 0,0282
TU 11,8098 1 11,8098 11,70 0,0268
SuU 19,3442 1 19,3442 19,16 0,0119
uu 14,416 1 14,416 14,28 0,0195
Modelo 767,43 6 127,90 38,87 <0,0001
Falta de ajuste 32,2415 8 4,03408 3,05 0,1942
Error puro 3,9603 3 1,3209
Total (corr.) 803,625 17

El software utilizado para el analisis estadistico de los datos experimentales, generd también la
ecuacion de regresidn cuadrdtica que muestra los efectos de cada factor y sus interacciones sobre
la respuesta evaluada, con un nivel de confianza de 95%. Eliminando los términos no significativos

(p > 0,05), se obtuvieron las correspondientes ecuaciones modelo para cada una de las variables:

CFT = 79,63 + 3,871 + 9,65x; — 2,41x3 — 4,34x,x; + 3,70, (Ec. 11.1)

FT = 9,44 + 1,51x; + 8,29%; + 1,20%:X; -1,22X;X3 — 1,56X,%;3 + 1,80x5° (Ec. 111.2)
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La significancia de los términos de ambos modelos fue demostrada por el bajo valor-P (<0,0001)
para cada una de las respuestas. Ademas, el valor no significativo de la falta de ajuste (p > 0,05) en
ambos casos, mostrd que cada modelo resulté adecuado para predecir los valores de respuesta
(Hamsaveni y col., 2001). El coeficiente de determinacion (R%) correspondiente a las ecuaciones
modelo para CFT y FT fue 0,8864 y 0,9549, respectivamente, lo que indica que no menos del 88,64

% de la variacion total de las respuestas fue explicada por los modelos.

En la Figura 3.7 puede observarse el grado de coincidencia entre valores experimentales y
predichos, para cada modelo propuesto. Se calculé ademas el error absoluto medio (EAM) en

ambos casos, a partir de la férmula:

EAM = Z |Vexp_Vpred |/ n

Donde Ve, valor experimental, V,eq: valor predicho y n: nimero de pares de datos.

Los resultados de EAM fueron 2,58 y 1,20 para CFT y FT respectivamente, demostrando un buen
ajuste y una distribucién uniforme de los valores observados alrededor de los predichos, lo que
confirmé que efectivamente podria utilizarse un modelo polinomial de segundo orden para

representar la relacién entre los parametros seleccionados.

10 -~ = Valores experimentales

Valores predichos

100 -

80 -

70 A

CFT (mg EAG/100g)

60 -

50 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 15 17

Nro. de experiencia
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Figura 3.7. Comparacion entre los valores experimentales y predichos por los modelos en el

rendimiento de CFT (a) y FT (b) en extractos de semillas de quinoa.

Para determinar los niveles 6ptimos de las variables evaluadas sobre la extraccién de los

compuestos fendlicos se disefiaron graficos de superficie de respuesta utilizando las ecuaciones de

los modelos ajustados (Ec. Ill.1 y Ec. 1ll.2). Dichos gréficos se presentan en la Figura 3.8, los que

fueron obtenidos modificando dos de las variables estudiadas, dentro del rango experimental, y

manteniendo la variable restante constante, en su punto central.
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Figura 3.8. Graficos de superficie de respuesta mostrando interaccién entre la temperatura de
extraccion (X1) y la concentracidn de etanol (X2) sobre los contenidos de CFT y FT obtenidos a

partir de semillas de quinoa.

Del andlisis de los graficos, se observd que la concentracidon de etanol en el solvente tuvo un
marcado efecto positivo lineal con ambas respuestas relacionadas al rendimiento. De hecho, fue la
variable mas significativa en la extraccion de CFT y FT, dentro de las analizadas
experimentalmente. Los rendimientos con etanol al 40 %, y especialmente con etanol al 80 %,
resultaron mayores a los obtenidos utilizando agua como solvente. El incremento en la
concentracidn de etanol, a potencia de ultrasonido fija (50 W), condujo a un incremento gradual
en los contenidos de CFT y FT en los extractos, hasta alcanzar valores maximos en la region
cercana al 80 % de etanol. Cabe mencionar que el efecto positivo del etanol en el solvente fue
mucho mayor para la extracciéon de flavonoides que para los compuestos fendlicos totales. Este
mismo resultado ya ha sido descripto por otros autores al estudiar la extraccién de éstos
compuestos a partir de matrices vegetales utilizando concentraciones de etanol similares a las

empleadas en el presente estudio (Silva y col., 2007; Gong y col., 2012).
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La temperatura, por otra parte, también exhibid un efecto positivo en la extraccién, aunque
claramente dicho efecto fue de menor grado que el del solvente. Los mayores rendimientos en
CFT y FT se alcanzaron a la mayor temperatura utilizada en los ensayos (60 °C). La aplicacién de
temperatura en una extraccién, generalmente aumenta la solubilidad de los compuestos
extraibles, a la vez que incrementa la transferencia de masa debido al incremento de los
correspondientes coeficientes de difusién (Ghafoor y col., 2009; Silva y col., 2007). Sin embargo, se
ha comprobado que algunas familias de compuestos fendélicos pueden degradarse a temperaturas
superiores a los 60 °C (Silva y col., 2007; Spigno y De Faveri, 2007), por lo que este valor fue el

limite maximo empleado en el presente estudio.

Por su lado, la Figura 3.9 muestra el efecto de la temperatura de extraccién y de la potencia de
ultrasonido sobre los contenidos de CFT y FT en los extractos, cuando se mantuvo constante la
concentracidén de etanol en el solvente (40 %). Se observd que el rendimiento de CFT fue casi
constante entre 20 y 40 °C, para luego aumentar ligeramente con el incremento de la
temperatura, alcanzando un valor maximo a la mayor temperatura utilizada (60 °C). Por otro lado,
se observé que el rendimiento de FT aumentd gradualmente con el incremento de la temperatura,
hasta alcanzar un maximo valor a 60 °C, en el caso de la extraccion sin asistencia de ultrasonido. La
aplicacion de ultrasonido en la extraccién no mejord significativamente los rendimientos de CFT y
FT. Por el contrario, a temperaturas superiores puedo observarse un efecto negativo del mismo
sobre ambas respuestas. Numerosos trabajos han descripto mejoras en los rendimientos de
compuestos fendlicos al utilizar asistencia de ultrasonido en extracciones realizadas a partir de
diversas fuentes vegetales (Wang y col., 2008; Ghafoor y col., 2009; Galvan D'Alessandro y col.,
2012; Muiiz-Marquez y col., 2013; Gonzélez-Centeno y col., 2015). Este efecto ha sido atribuido
principalmente a la cavitacién de las burbujas que se forman como consecuencia de la

propagacion de las ondas acusticas en el medio liquido (Ghafoor y col., 2009).
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Figura 3.9. Gréficos de superficie de respuesta mostrando interaccion entre la temperatura de

extraccién (X1) y la potencia de ultrasonido (X3) sobre los contenidos de CFT y FT obtenidos a

partir de semillas de quinoa.
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facilitarse el ingreso de solvente en el interior de las células y por ende, la liberaciéon de los

compuestos extraibles (Ma y col., 2008). Ademas, se ha propuesto que el efecto positivo del
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ultrasonido sobre el rendimiento de extraccidon es mayor en la medida que aumenta el tamafio de

particula de la matriz utilizada (Galvan d'Alessandro y col., 2012).

En el presente estudio, el efecto no significativo del ultrasonido observado en la extraccion de los
compuestos fendlicos a partir de semillas de quinoa, se podria atribuir, en parte, al pequefio
tamanfio de particula de las muestras utilizadas en los ensayos (d < 0,5 mm). Adicionalmente, otros
estudios han descripto una disminucidn en la cantidad de compuestos fendlicos extraidos a partir
de diversas matrices vegetales luego de aplicar ultrasonido, resultado que ha sido atribuido a
diversas causas, incluyendo prolongados tiempos de exposicidn al ultrasonido (Da Porto y col.,
2013), temperaturas superiores a 40 °C (Carrera y col., 2012) o a un efecto combinado de tiempo

(> 20 min) y temperatura (40 ° C) utilizados durante la extraccidon (May col., 2008).

Por ultimo, los graficos de superficie de respuesta de la Figura 3.10, obtenidos a temperatura
constante de 40 °C, muestran que el ultrasonido no ejerci6 un efecto positivo sobre los
rendimientos de CFT y FT. De hecho, se observaron disminuciones en los rendimientos de ambas
respuestas cuando se utilizé la asistencia de ultrasonido, cuyo efecto se acentud en la medida que
aumento el contenido de etanol en el solvente de extraccion. Por otro lado pudo confirmarse el

efecto positivo de dicho contenido de etanol, en particular sobre el rendimiento de FT.
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Figura 3.10. Graficos de superficie de respuesta mostrando interaccién entre la potencia de
ultrasonido (X3) y la concentracién de etanol (X2)sobre el contenido de CFT y FT obtenidos a partir

de semillas de quinoa.

11.2.2.2. Efecto de los parametros seleccionados sobre la actividad
antioxidante

El estudio del efecto de la temperatura, porcentaje de etanol en el solvente y potencia de

ultrasonido sobre la actividad antioxidante (AA) de los extractos se abordd siguiendo una
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estrategia metodoldgica similar a la aplicada para las respuestas rendimientos de CFT y FT. Asi, se
determinaron, en primer lugar, aquellos parametros/interacciones significativos sobre la respuesta
mediante el andlisis estadistico de los datos. A continuacion se obtuvo la ecuacién modelo que
permita predecir los valores de respuesta, para luego comprobar la significancia estadistica del
modelo y finalmente analizar los graficos de superficie de respuesta obtenidos. El método elegido
para evaluar la AA, fue el de la inhibicién del radical DPPH, debido a que el mismo es ampliamente
utilizado para mediciones in vitro en extractos vegetales, ademds de tratarse de una técnica

rapida, fiable y reproducible (Koleva y col., 2002).

El rango de variacion de la actividad antioxidante de los extractos obtenidos en esta serie de
experiencias fue de 11,8 a 28,9 % (Tabla 3.2). Los resultados del andlisis estadistico (ANOVA)
(Tabla 3.5) y el diagrama de Pareto (Figura 3.11), mostraron que el pardmetro mas influyente
sobre la AA fue el solvente, mientras que la potencia de ultrasonido, la temperatura y la
interaccion solvente-ultrasonido, si bien resultaron variables con efectos significativos sobre la

respuesta evaluada, su impacto resulté comparativamente mucho menor.
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Figura 3.11. Grafico de Pareto correspondiente a la actividad antioxidante de extractos de semillas
de quinoa obtenidos bajo diferentes condiciones de temperatura, solvente y potencia de

ultrasonido.
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Tabla 3.5. Resultados del ANOVA correspondiente a la actividad antioxidante de extractos de

semillas de quinoa obtenidos bajo diferentes condiciones de temperatura, solvente y potencia de

ultrasonido.
Fuente de Suma de . i
variacion Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F  Valor-P
T 3,98161 1 3,98161 18,27 0,0235
S 505,521 1 505,521 2319,35 0,0000
u 6,889 1 6,889 31,61 0,0111
SuU 2,31125 1 2,31125 10,60 0,0473
Modelo 518,70 4 129,68 440,37 <0,0001
Falta de ajuste 3,17426 10 0,317426 1,46 0,4196
Error puro 0,653875 3 0,217958
Total (corr.) 522,531 17

El modelo de regresidn lineal, mostrando sdlo los términos significativos (p < 0,05), resultd el

siguiente:

AA =20,58 + 0,63x; + 7,11x, — 0,83x3 + 0,54x%,x5 (Ec. l11.3)

El valor no significativo de la falta de ajuste (p > 0,05) mostré que el modelo fue adecuado para
predecir los valores de respuesta. Ademas, dicho modelo explicd practicamente toda la variacion
observada en la respuesta, ya que el valor de coeficiente de determinacion (R?) fue de 0,9927. El
error absoluto medio (EAM) fue de 0,37, mostrando un buen ajuste y una distribucién uniforme de

los valores observados en torno a los predichos (Figura 3.12).
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Figura 3.12. Valores experimentales y predichos por el modelo para la respuesta actividad

antioxidante en extractos de semillas de quinoa.

Utilizando la ecuacién del modelo ajustado (Ec. 1ll.3) se disefiaron los gréaficos de superficie de
respuesta correspondientes, con el fin de determinar los niveles éptimos de los pardmetros
evaluados sobre la AA (Figura 3.13). Del analisis de los mismos, se puede observar que la AA de los
extractos resultdé incrementada, principalmente, con una mayor proporcion de etanol en el
solvente. Si bien la temperatura de extraccién tuvo un efecto similar, el mismo resulté de menor
impacto, mientras que la potencia de ultrasonido tuvo un efecto negativo de bajo impacto sobre la
AA de los extractos. Estos resultados indican que si se desea obtener extractos con elevada
actividad antioxidante, se deben utilizar elevadas concentraciones de etanol en el solvente, altas
temperaturas, sin que la asistencia de ultrasonido resulte significativa para este propésito. Estas
condiciones experimentales guardaron correspondencia con las observadas para extraer con
maxima eficiencia los CFT y FT, por lo que los mismos parecen contribuir a la actividad

antioxidante resultante de los extractos.
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Figura 3.13. Graficos de superficie de respuesta mostrando interaccidn entre potencia de
ultrasonido y concentracion de etanol (A); temperatura de extraccién y concentracién de etanol
(B); potencia de ultrasonido y temperatura de extraccion (C) sobre la actividad antioxidante de los

extractos de semillas de quinoa.

111.2.2.3.Correlacion entre actividad antioxidante y rendimientos de CFTy FT

En la Figura 3.14 se muestran graficos de correlacidn entre la actividad antioxidante y contenido
en compuestos fendlicos totales (A) y contenido de flavonoides totales (B), para la serie de
experiencias realizadas de acuerdo al disefio experimental. En ambos casos, se observd una
correlacién positiva de ambas respuestas con la AA, cuyos coeficientes de correlaciéon de Pearson
resultaron 0,791 y 0,935 para CFT y FT, respectivamente. Estos resultados dan cuenta de que
ambas respuestas podrian contribuir con la capacidad de inhibicién de radicales DPPH, siendo los
flavonoides los que tienen una mayor influencia sobre la AA resultante. Numerosos estudios han
comprobado que los flavonoides presentan mayor actividad antioxidante en comparaciéon con
compuestos fendlicos de estructura diferente de los mismos. Esto se ha justificado teniendo en
cuenta particularidades estructurales inherentes a los flavonoides, como lo es el grupo catecol (o-
3-4’-dihidroxilo) del anillo B, el doble enlace entre las posiciones 2 y 3 del anillo C conjugado con
el grupo carbonilo en la posicidn 4 del anillo C, y los grupos hidroxilo en las posiciones 5y 7 del

anillo A (Rice-Evans y col., 1996; Soobrattee y col., 2005; Cos y col., 1998).

Un aspecto importante que puede derivarse del analisis de ambos graficos es el efecto de la
composicion del solvente en la extraccidn, existiendo la posibilidad de agrupar los ensayos
teniendo en cuenta las diferencias en la actividad antioxidante resultante en cada extracto, las que
parecen estar relacionadas con diferentes concentraciones de etanol en el solvente utilizado en
cada caso. De esta manera, pueden distinguirse tres grupos, el correspondiente a las extracciones

llevadas a cabo con agua pura, en las que se verificaron las actividades antioxidantes mas bajas en
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los extractos resultantes, uno que incluye extractos con valores intermedios de dicha actividad, en
coincidencia con el uso de etanol 40% como solvente de extraccién y finalmente un grupo de
extractos con las mayores capacidades antioxidantes, que se corresponden con las extracciones

realizadas con un solvente con el maximo contenido de etanol utilizado en la serie de experiencias.
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Figura 3.14. Graficos de correlacidn entre la actividad antioxidante y la concentracion de CFT (A) y
entre la actividad antioxidante y la concentracién de FT (B). Cada punto del grafico corresponde a

una condicion de extraccion, cuya referencia se lee (T° - % etanol - potencia de ultrasonido).

135



Resultados y Discusion

111.2.2.4. Efecto de los parametros seleccionados sobre el rendimiento y la
pureza de los extractos

Los resultados del anadlisis estadistico ANOVA (Tabla 3.6) y el diagrama de Pareto (Figura 3.15)
mostraron que el parametro que mas influyé sobre el rendimiento de peso seco de los extractos
fue el solvente, tanto en su coeficiente lineal como cuadrdtico. Por su parte, la temperatura
resulté también ser un pardmetro condicionante de dicha respuesta, aunque con un impacto

menor que la composicion del extractante.

SS

SuU
uu
TS
TT
TU

5 10 15 20 25 30
Efecto estandarizado

i

Figura 3.15. Grafico de Pareto correspondiente al rendimiento total de los extractos obtenidos

bajo diferentes condiciones de temperatura, solvente y potencia de ultrasonido.
El modelo de regresion cuadratico para el rendimiento (Rt), mostrando sdlo los términos
significativos (p < 0,05), fue el siguiente:

Rt = 7,78 + 0,95x; - 6,03x, + 3,43x,> (Ec. 111.4)

El valor no significativo de la falta de ajuste (p > 0,05) mostré que el modelo fue adecuado para
predecir los valores de respuesta. Ademas, dicho modelo explicé 97,27 % de la variacidn total de la
respuesta, cuyo error absoluto medio (EAM) fue de 0,58, mostrando un buen ajuste y una

distribucidn uniforme de los valores observados alrededor de los predichos.
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Tabla 3.6. Resultados del ANOVA correspondiente al rendimiento total de los extractos obtenidos

bajo diferentes condiciones de temperatura, solvente y potencia de ultrasonido.

Fuente de Suma de . i

variacisn Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F  Valor-P
T 8,94916 1 8,94916 7,77 0,0212
S 363,127 1 363,127 315,09 0,0000
SS 52,2961 1 52,2961 45,38 0,0001
Modelo 424,45 3 141,48 166,64 <0,0001
Falta de ajuste 10,2440 11 0,93085 1,70 0,3647
Error puro 1,6432 3 0,55154

Total (corr.) 436,285 17

Para mostrar el efecto de las variables principales sobre el Rt de los extractos, se disefiaron los

graficos de superficie de respuesta (Figura 3.16), modificando la temperatura y la concentracion

de etanol dentro del rango experimental y manteniendo la potencia de ultrasonido en el punto

central (50 W).

Rendimiento del extracto (g)

Etanol (%)

80 60

50 Temperatura (°C)

Figura 3.16. Grafico de superficie de respuesta mostrando la interaccion entre la temperatura de

extraccién y la concentracion de etanol sobre el rendimiento total de los extractos.
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En la Figura 3.16 se observd que los mayores rendimientos de extracto se obtuvieron utilizando
agua como solvente y la mayor temperatura ensayada (60 °C). Situacién que se revierte a medida
gue se disminuye la temperatura de extraccidn y especialmente cuando se incrementa el
contenido de etanol en el solvente. En principio, este resultado se contradice con los obtenidos
anteriormente, porque lo que se busca en la extraccidn es maximizar el rendimiento de los
extractos. Sin embargo, cuando se analizé el contenido de compuestos fendlicos y de flavonoides
en cada extracto (pureza), se observé que el etanol fue selectivo para la solubilizacién de este tipo
de compuestos y por lo tanto, a medida que se incrementd la proporcidn de etanol en el solvente,
aumento la concentracidn de sustancias fendlicas presentes en el extracto, en detrimento de otras
de naturaleza diferente. Como se ha indicado previamente, la polaridad del solvente juega un rol
muy importante en la eficiencia de extraccidon (Xia y col.,, 2011). En este caso, el uso de
proporciones de agua en el solvente mayores al 40 %, fueron capaces de solubilizar otras
moléculas indeseables de naturaleza hidrofilica, que aumentaron el valor de masa seca de los
extractos y, concomitantemente, se produjo un deterioro en la selectividad hacia la extraccién de

compuestos fendlicos.

Los graficos de superficie de respuesta de la Figura 3.17 y el diagrama de Pareto representado en
la Figura 3.18 permiten obtener las mejores condiciones para aumentar la pureza de los extractos
en CFT y FT. En dichas figuras se observd que la composicion del solvente fue la principal variable
que afecté ambas respuestas, debiéndose utilizar altas concentraciones de etanol para obtener
extractos mas ricos en estos compuestos. Cabe mencionar, que mientras la temperatura no afectd
la pureza de los extractos relativa a FT, si lo hizo con la pureza de CFT, observandose a altas
concentraciones de etanol, una influencia negativa de dicha variable. Este resultado se podria
explicar teniendo en cuenta que al aumentar la temperatura de extraccidon, ademas de resultar

favorecida la solubilizacién de diversos compuestos fendlicos, también aumenta la solubilidad y
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difusién de otros solutos, que al co-extraerse disminuyen la pureza final de los extractos relativa a

CFT (Spigno y col., 2007).

Pureza CFT (%)

Pureza FT (%)

Etanol (%)

Figura 3.17. Gréficos de superficie de respuesta mostrando interaccidén entre la concentracion de

etanol y la temperatura de extraccidn sobre la pureza de CFT y FT.
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Figura 3.18. Graficos de Pareto correspondientes a la respuesta pureza de CFT (a) y FT (b) de
semillas de quinoa obtenido bajo diferentes condiciones de temperatura, solvente y potencia de

ultrasonido.

111.2.2.5. Seleccidn de las condiciones optimas de extraccion

El principal propdsito de esta serie de experiencias fue optimizar los parametros de mayor
influencia en el proceso de extraccion, con el fin de maximizar el contenido de compuestos
fendlicos antioxidantes obtenidos a partir de semillas de quinoa. Para lograr este propdsito se
utiliz6 un andlisis multirespuesta utilizando la funcion “deseabilidad” (también Ilamada
conveniencia), disponible en los paquetes de software estadistico. Esta funcién es ampliamente
utilizada en la optimizacion de procesos de multiples respuesta en ciencia e ingenieria, cuyo valor
oscila de cero a uno para cualquier respuesta dada. Un valor de uno representa el caso ideal de
extraccién, mientras que cero indica que una o mas respuestas estan fuera de los limites
deseables (Radojkovi¢ y col.,, 2012). Mediante la aplicacién de dicha funcién, basada en las
respuestas observadas y predichas de cada una de las variables estudiadas, se obtuvieron las
siguientes condiciones dptimas de extraccion: temperatura 60 °C, etanol al 80 % como solvente y

sin aplicacién de ultrasonido (Figura 3.19).
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Figura 3.19. Grafico de la funcién deseabilidad para las variables que mas influyeron sobre el

proceso de extraccion.

Estas condiciones dptimas coincidieron con uno de los conjuntos de condiciones utilizados para
construir el modelo (experiencia nimero 4, Tabla 3.2). Bajo tales condiciones, el valor de
deseabilidad experimental fue 0,9016 y el predicho 0,9047, lo que significa que en las condiciones

propuestas se alcanzaron valores muy cercanos a las condiciones ideales de extraccién.

111.2.2.6. Analisis cromatografico de los extractos

Con el propédsito de confirmar los resultados obtenidos por métodos colorimétricos para
determinar CFT y FT, se realiz6 un analisis mediante HPLC-DAD de los extractos resultantes del
disefo experimental utilizado. Ademds, este analisis brindd informaciéon adicional sobre la
composicion de los extractos en sustancias fendlicas. El contenido de compuestos fendlicos totales
se obtuvo mediante la suma de las concentraciones determinadas para los principales compuestos
fendlicos identificados en las semillas de quinoa (detallado en el apartado 1.3.4). El analisis por

HPLC de los extractos obtenidos en las diversas condiciones detectd y confirmé la presencia de los
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acidos p-hidroxibenzoico, vanillico, p-cumarico y ferulico y de los flavonoides quercetina y canferol
(Tabla 3.2.). Estos resultados coinciden con lo descripto por otros autores para este mismo
pseudocereal (Alvarez-Jubete y col., 2010; Repo-Carrasco y col., 2010; Hirose y col., 2010; Tang y
col.,, 2015). Los acidos fendlicos fueron detectados en diversas concentraciones en todos los
extractos, mientras que la presencia de las agliconas de flavonoides sélo fue detectada en los
extractos obtenidos con etanol al 80 %. Este andlisis también revelé la presencia de otros
compuestos que no fueron identificados y que podrian contribuir a la actividad antioxidante
resultante de los extractos de semillas de quinoa, junto con los compuestos fendlicos ya
mencionados. En la dltima columna de la Tabla 3.2 se muestran los valores correspondientes a la
sumatoria de las concentraciones determinadas para los seis compuestos fendlicos mayoritarios,
bajo cada condicion de extraccion utilizada. Se puede observar, que la mayor cantidad de
compuestos fendlicos se obtuvo en la experiencia nimero 4, en la que se utilizaron las condiciones

de extraccion consideradas dptimas por el modelo.

111.2.2.7. Conclusiones

Como parte del presente trabajo de tesis, se optimizaron las condiciones experimentales del
proceso de extraccion de compuestos fendlicos antioxidantes a partir de semillas de quinoa. Los
resultados obtenidos, a través del andlisis de superficie de respuesta, permitieron determinar las
mejores condiciones operacionales en cuanto a temperatura de extraccidn, contenido de etanol
en el solvente y uso de ultrasonido, con el propdsito de obtener extractos con maximos
rendimientos y pureza en relacién a CFT y FT, que ademds demostraran altos valores asociados de
actividad antioxidante in vitro. Todas las respuestas variaron considerablemente, principalmente
en funcion de la composicion del solvente. En este sentido, se observd que el contenido de etanol
en el solvente fue el parametro de mayor influencia en el rendimiento de extraccion, ademas de

ser la variable que condiciona en mayor medida la selectividad del proceso de extraccidn,
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permitiendo la obtencidn de extractos con alto grado de pureza relativa a CFT y FT. El aumento del
contenido de etanol en el solvente, junto con un incremento de la temperatura mejord los
contenidos de CFT, FT y la AA de los extractos. Por su parte, bajo las condiciones estudiadas, la
asistencia de ultrasonido no resultd conveniente para la extraccion de compuestos fendlicos

antioxidantes presentes en semillas de quinoa.

De esta manera, las condiciones dptimas de extraccion resultaron: temperatura de extraccidon 60
°C, concentracion de etanol en el solvente 80 %, relacion sdlido/solvente 1/20, tamafo de
particula < 0,5 mm, agitacidon a 120 rpm durante 60 min y sin asistencia de ultrasonido. Bajo estas
condiciones experimentales se obtuvo un extracto rico en sustancias fenélicas, que mostré buena
actividad antioxidante in vitro. Ademas, se presentd una correlacién positiva entre dichas
respuestas, poniendo de manifiesto que los CFT y, en particular, los FT contribuyen en el valor de

AA resultante de los extractos.

En el presente trabajo, estas condiciones de extraccién seran aplicadas en todas las extracciones
de los ensayos subsiguientes. Sin embargo, este extracto rico en sustancias antioxidantes
naturales, luego de una etapa posterior de concentraciéon y purificacién, podria aplicarse
potencialmente como suplemento dietario, en la formulacién de alimentos funcionales o

simplemente como reemplazo de antioxidantes sintéticos.
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l1l.3. Efecto de la germinacion sobre las propiedades
antioxidantes del grano de quinoa

111.3.1. Determinacion de las condiciones de germinacion

En un estudio, Jacobsen y col. (1999) demostraron que la humedad del grano y la temperatura
representan las variables que mayor efecto tienen en el proceso de germinacién de las semillas de
qguinoa. Los mismos autores, ademas comprobaron que la luz no tiene influencia sobre la tasa de
germinacion, ni sobre la cantidad de semillas germinadas en esta misma especie (Jacobsen y col.,
1999). Respecto a la influencia que puede tener el pH del medio, Boero y col. (1998) evaluaron la
germinacion de siete variedades de quinoa en diferentes soluciones buffer en un rango de pH de 3
a 10, concluyendo que no existieron diferencias significativas en los indices germinativos respecto
a un control de pH neutro. En vista de estos datos, se decidié llevar a cabo una serie de
experiencias preliminares para determinar las condiciones éptimas de T y contenido de humedad
para germinar las semillas de quinoa. Los resultados de dichas experiencias se muestran en la
Tabla 3.7. En la misma se detallan la cantidad de semillas que germinaron diariamente, durante los
cinco dias que durd la experiencia, el total de semillas germinadas (%) y el indice de velocidad de
germinacion (lvg), bajo cada una de las condiciones ensayadas de temperatura y tiempo de
remojo, previo a la germinacion.

En el conjunto de ensayos realizados, el total de semillas germinadas varidé en promedio entre 56 y
99 % de acuerdo a las condiciones testeadas, valores que corresponden a niveles de
germinabilidad “moderada” y “alta”, segun la clasificacion propuesta por Devesa y col. (1998). Por
su parte, el lvg varié entre 33,08 y 78, que corresponde a valores de velocidad de germinacién
“rapida” y “muy rapida”, segun la clasificacion propuesta por Cabello y col., (1998). Otros autores

también han reportado una rapida velocidad de germinacion de diferentes variedades de quinoa,
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alcanzdndose el 100 % de semillas germinadas, incluso en tiempos inferiores a las 24 h (Boero y
col., 1998; Bois y col., 2006).

Tabla 3.7. Evolucién de la germinabilidad (%) e indice de velocidad de germinacion (lvg) de las

semillas de quinoa para cada combinacidn de tiempo-temperatura estudiado.

Tiempo Dias de germinacidn
de
o WL 2 3 a5 e
0 28 19 20 8 3 78 46,77
10 6 31 16 19 10 3 79 48,43
12 20 15 7 9 5 56 33,08
0 58 38 3 0 0 99 78,00
20 6 50 29 12 1 0 92 68,75
12 43 33 8 3 0 87 62,92
0 48 27 9 0 0 84 64,50
30 6 52 12 4 2 0 70 59,83
12 46 7 6 1 0 60 51,75

Los resultados del analisis estadistico ANOVA (Tabla 3.8) mostraron que el pardmetro mas
influyente sobre el porcentaje de germinacién fue la temperatura en su término cuadratico,
seguido del tiempo de remojo, mientras que la interaccién de ambas variables no fue significativa.
Por su parte, para el lvg (Tabla 3.9) la principal variable que influyé fue la temperatura, tanto en su
término cuadratico como lineal, seguido del tiempo de remojo con un impacto menor. De la

misma manera, la interaccién de ambas variables no fue significativa.

Utilizando la ecuacion del modelo ajustado, se disefiaron los graficos de superficie de respuesta,
para determinar los niveles éptimos de los pardmetros evaluados sobre ambas respuestas (Figura

3.20).
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Tabla 3.8. Resultados del ANOVA correspondiente a la germinabilidad de las semillas de quinoa

bajo diferentes condiciones de temperatura y tiempo de remojado.

Fuente de Suma de . i

L Gl Cuadrado Medio Razén-F  Valor-P
variacion Cuadrados
tiempo remoj. 560,667 1 560,667 25,29 0,0151
Temp 2 924,5 1 924,5 41,71 0,0075
Falta de ajuste 74,3333 3 24,7778 1,12 0,4646
Error puro 66,5 3 22,1667
Total (corr.) 1626,0 8

Tabla 3.9. Resultados del ANOVA correspondiente a la velocidad de germinacién de las semillas de

quinoa bajo diferentes condiciones de temperatura y tiempo de remojado.

Fugnt?’de Suma de Gl Cuadrado Medio Razén-F  Valor-P
variacion Cuadrados

Temp. 380,807 1 380,807 35,60 0,0019
tiempo remoj. 287,318 1 287,318 26,86 0,0035
Temp 2 734,467 1 734,467 68,66 0,0004
Error total 53,4849 5 10,697

Total (corr.) 1456,08 8

De los mismos se observd, que tanto la cantidad de semillas germinadas como la velocidad de

germinacidn, dependieron principalmente de la temperatura de incubacién. Ambas respuestas se
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incrementaron con el aumento de la temperatura hasta alcanzar un nivel maximo (cercano a los
20 °C), a partir del cual dichos valores comenzaron a disminuir con el aumento de la temperatura
hasta los 30 °C. Respecto del tiempo de remojado previo de las semillas, en ambos casos se
observdé que un aumento del mismo tuvo un efecto negativo significativo que produjo la
disminucién en los valores de ambas respuestas, aunque este efecto fue de menor impacto que la
temperatura. En este sentido, cabe mencionar que la rapidez en la imbibiciéon de agua por una
semilla estd determinada por procesos fisicos de difusién, donde tienen importancia propiedades
de la semilla como tamafio, permeabilidad de la cubierta, contenido de sustancias hidratables, etc.
y que ademas, es importante controlar la tasa de imbibicion inicial de agua. La rapidez en la
entrada de agua viene controlada por la cubierta seminal, sin embargo, si ésta cubierta se rompe,
se produce una imbibicién excesivamente rapida de agua que dana irreversiblemente las
membranas de las células, provocando la pérdida de sustancias celulares (Bradford, 1995). Debido
al pequefio tamafio y permeabilidad de la cubierta de las semillas de quinoa, ésta puede ser la
causa principal de la disminucién de semillas germinadas en las experiencias donde se realizd un

remojado de 6 0 12 h, en comparacién con aquellas en las que no se realizé un remojo previo.
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Figura 3.20. Gréficos de superficie de respuesta mostrando interaccidn entre la temperatura de
germinacion y el tiempo de remojado previo de las semillas sobre el porcentaje de germinacion (a)

y la velocidad de germinacion (b).

La influencia de la temperatura sobre la germinabilidad final de los granos de quinoa fue evaluada
por Jacobseny col. (1999). En su trabajo, los autores evaluaron tres temperaturas diferentes (6, 10
y 20 °C), concluyendo que a 20 °C el promedio de semillas germinadas fue del 99%, mientras que a
10 °C este porcentaje se redujo a 85 %, con la influencia mas drastica a 6 °C, en cuyo caso sdlo
germinaron el 25 % de las semillas. En otro estudio similar, Chilo y col. (2009) evaluaron el efecto
combinado de la temperatura y la salinidad sobre la germinacién de dos variedades de quinoa.
Como resultado observaron también una disminucidn del poder germinativo y de la velocidad de
germinacion a medida que disminuyd la temperatura de 20 a 5 °C, con un incremento de la
salinidad del sustrato. Segin Mujica y col. (2001), la temperatura media adecuada para el
desarrollo de la quinoa se encuentra en el rango de 15-20 °C, aunque se ha observado que con
temperaturas medias de 10 °C y hasta 25 °C, el cultivo se desarrolla adecuadamente. Una

observacién que sefiala este autor se refiere a las estrategias que las distintas variedades de
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quinoa han desarrollado en los ambientes andinos, resaltando los mecanismos de tolerancia a
bajas temperaturas, ya que pueden soportar hasta - 8 °C en determinadas etapas fenoldgicas
(Mujica y col., 2001). Por lo tanto se podria suponer que temperaturas de germinacion superiores
a las consideradas como 6ptimas (20 °C) causarian estrés térmico en las semillas, produciendo

como consecuencias dafios en el germen y pérdida de viabilidad en las mismas.

La influencia de la temperatura sobre la velocidad en la germinacidn de diez cultivares de quinoa
fue evaluada por Bois y col. (2006). Los autores encontraron que la velocidad en la germinacién se
incrementd con el aumento de temperatura de 2 °C a 20 °C y en relacidn inversa con el tiempo.
Por ejemplo, para lograr el 100 % de granos germinados de un cultivar en particular, se
necesitaron 10 h a 20 °C contra 65 h a 2 °C. Por su parte, Jacobsen y col. (1999) también
observaron que las semillas germinadas a 20 °C iniciaron la germinacién mas rapido que aquellas
incubadas a temperaturas inferiores y mencionaron que los tiempos necesarios para alcanzar el 50
% de semillas germinadas fueron 50, 94 y 98 h a temperaturas de 20, 10 y 6 °C, respectivamente.
En este sentido, se podria decir que las bajas temperaturas retrasan los mecanismos bioquimicos y

fisioldgicos implicados en la etapa inicial de germinacién (Chilo y col., 2009).

En efecto, de acuerdo a los resultados de los ensayos preliminares llevados a cabo en el presente
estudio, las condiciones de germinacidn que permitieron obtener la mayor cantidad de brotes en
el menor tiempo, incluyeron el uso de semillas sin remojar, o con un remojado no mayora 3 hy
una temperatura de germinacion de 20 °C. Asi lo demuestra la aplicacion de la funcidn
“deseabilidad” del software estadistico utilizado, basandose en las respuestas observadas vy
predichas de cada una de las variables estudiadas (Figura 3.21). Las condiciones mencionadas
alcanzan valores superiores a 0,95, lo que significa que bajo las condiciones propuestas se

alcanzaron valores muy cercanos a las condiciones ideales de germinacion.
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Figura 3.21. Grafico de la funcién deseabilidad de las condiciones de germinacion ensayadas.

Bajo estas condiciones dptimas, se obtuvo experimentalmente el mayor porcentaje de semillas
germinadas (99 %) y el mayor indice de velocidad de germinacion (78), que coinciden con la del
ensayo realizado a 20 °C y sin remojo previo de las semillas (Tabla 3.7). Ademas, en estas
condiciones, se observd que al segundo dia de germinacién se obtuvo el 96 % de semillas
germinadas y en el recuento del tercer dia, dichos brotes habian perdido los restos de las cubiertas
seminales y cotiledones, indicando el fin del proceso de germinacién (Figura 3.22). Por lo tanto, se

definié como tiempo de germinacion dptimo el periodo de tres dias.

Figura 3.22. Brotes de semillas de quinoa incubados por 24 h (a), 48 h (b) y 72 h (c).
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111.3.2. Efecto de la germinacion sobre la composicion centesimal
de la quinoa

En la Tabla 3.10 se presentan los valores de composicién centesimal de las semillas de quinoa sin
germinar y los correspondientes a cada uno de los estadios de germinacién, evaluados en el
presente estudio. Como es de esperar, el cambio mds notorio que provoca la germinacién de la
semilla es el aumento del contenido de humedad (que se traduce en una disminucién de materia
seca), a causa de la absorcién de agua por parte del grano durante el proceso. Ademas, puede
observarse que dicho contenido no presenté diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05)
entre los estadios de germinacidon evaluados. Por otro lado, no se detectaron cambios
significativos en los niveles de fibra dietaria, cenizas y carbohidratos entre las muestras analizadas
durante la germinacion de las semillas. Respecto al contenido de proteinas, se observé un
incremento significativo en los brotes correspondientes a las 72 h de germinacion en relacién a
semillas sin germinar. Este incremento ha sido explicado teniendo en cuenta que el consumo de
carbohidratos durante los procesos respiratorios, eleva el porcentaje composicional de los otros
componentes (Traore y col., 2004). Sin embargo vale aclarar que el contenido proteico se estimd
sobre nitréogeno total y segln ciertos autores que también han observado incrementos en el
contenido proteico luego de germinar semillas, tanto la sintesis de enzimas como de sustancias
nitrogenadas no proteicas (como acidos nucleicos) pueden contribuir a dicho incremento
observado, ya que todos estos compuestos son determinados por el método de Kjeldahl

(Moongngarm y Saetung, 2010).

Por otro lado, se registré una disminucidn paulatina del contenido de lipidos a medida que
progresé el proceso germinativo, alcanzando a las 72 h una disminucion significativa (p < 0,05)
aproximada del 24 % al valor obtenido para las semillas de quinoa sin germinar. Este hecho ha sido

atribuido a que durante la germinacion, los lipidos pueden ser hidrolizados por enzimas lipoliticas
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y utilizados para la sintesis de carbohidratos y/o proteinas, o también como fuente de energia
necesaria para los cambios bioquimicos que ocurren en la semilla (Obizoba y Atti, 1994,

Moongngarm y Saetung, 2010).

Tabla 3.10. Composicidn centesimal de las semillas de quinoa sin germinar y germinadas durante

24,48y 72 h.
Quinoa sin germinar Quinoa germinada (% b.s.)
(% b.s.) 24 h 48 h 72h
Materia seca 89,85 + 1,80° 56,56 + 0,34  55,08+0,78"° 53,02 0,63
Proteinas 14,70 + 0,30°° 15,48 +0,28*° 14,26 +0,16° 15,94 + 0,22
Grasas totales 5,92 + 0,38’ 503+0,31°  4,89+046*  4,52+0,53
Fibra dietaria total 14,94 +1,12° 15,38 +1,36°  15,10+0,95* 14,14+ 1,10°
Cenizas 3,36 +0,07° 3,40 + 0,187 3,18 + 0,09° 3,22 +£0,11°
Carbohidratos* 61,08 + 1,27° 60,71+1,41°  62,57+1,32°  62,18+1,85

Valores expresados como promedio + D.E. (n=3), en base seca. Los valores dentro de una misma
fila con diferente letra son significativamente diferentes (p < 0,05).

*Calculados por diferencia.

111.3.3. Efecto de la germinacion sobre el contenido de compuestos
fendlicos de la quinoa

Los contenidos de compuestos fendlicos totales (CFT) y de flavonoides totales (FT) de las semillas
de quinoa sin germinar (control) y en cada uno de los estadios de germinacion se presentan en la
Tabla 3.11. El valor de CFT determinado en semillas sin germinar (39,3 + 0,9 mg EAG/100 g b.s.)
resultdé dentro del rango de los valores publicados por otros autores para este mismo
pseudocereal (Gorinstein y col., 2007; Alvarez-Jubete y col., 2010; Miranda y col., 2010), que fue

de 25,0 a 71,7 mg EAG/100 g (b.s). Vale destacar, que los contenidos de CFT en la semilla de
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quinoa dependen, en gran parte, de la variedad analizada. Asi, Vollmannovd y col. (2013)
evaluaron cinco variedades de quinoa en cuanto al contenido de CFT, encontrando diferencias
significativas entre dichas variedades, con valores comprendidos entre 45,9 y 183,9 mg EAG/100g
(b.s). Por otro lado, Repo-Carrasco-Valencia (2011) informd los niveles de CFT en cuatro
variedades de quinoa, los cuales oscilaron entre 142 y 197 mg EAG/100g. Ademas, Tang y col.
(2015) compararon los contenidos de CFT de tres variedades de quinoa de diferente color
superficial del grano, hallando valores comprendidos entre 200 y 518 mg EAG/100g, siendo la
variedad blanca la que exhibié la menor cantidad, seguida de la roja y finalmente de la variedad
negra. Otro estudio, informd un contenido de 375 mg EAG/100g para este pseudoceral (Pasko y

col., 2009).

Respecto del contenido de flavonoides totales (FT), determinados por métodos
espectrofotométricos, Gorinstein y col. (2007) informaron un contenido de 38,6 mg equivalentes
de catequina/100 g b.s., mientras que Tang y col., (2015) hallaron valores entre 50 y 175 mg
equivalentes de catequina/100 g. En todos los casos, estos valores resultaron superiores
comparados a los obtenidos en el presente estudio (11,06 mg quercetina/100 g b.s.), aunque debe
considerarse la diferencia en las unidades equivalentes utilizadas para expresar los resultados en

cada caso.

El proceso de germinacion produjo incrementos progresivos significativos en los valores de CFT y
de FT en las semillas de quinoa. Al final de la germinacién (72 h), se observaron aumentos del
101,2 % y 59,6 % en los contenidos de CFT y FT, en relacién a semillas sin germinar,
respectivamente. Alvarez-Jubete y col. (2010) observaron que brotes de quinoa germinados por 82
h incrementaron el doble el contenido de CFT respecto de un control de semillas sin germinar,
resultado que también fue obtenido en el presente estudio. Contrariamente, Pasko y col. (2009)

observaron un leve descenso en el nivel de CFT en brotes de quinoa germinados por 4 dias,
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respecto de un control sin germinar, no observandose diferencias significativas en dicho valor
durante los 7 dias que se estudié el proceso. Ademas, estos mismos autores informaron que no se
produjeron diferencias entre los contenidos de CFT de brotes obtenidos en presencia de luz y bajo

total oscuridad.

Tabla 3.11. Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) y flavonoides totales (FT) en semillas

de quinoa sin germinar y germinadas.

Muest CFT FT
uestra

(mg EAG/100g) (mgEQ/100g)
Control (0 h) 39,29+0,92° 11,06 + 0,42 °

Estadio1(24h)  47,04+1,31°  12,58+0,25°
Estadio 2 (48h) 61,68+1,02°¢ 15,68 +0,22°

Estadio 3(72h) 79,04+1,18°  17,65+0,45°

Los valores (promedio * D.E.) dentro de una columna con diferente letra son significativamente

diferentes (p < 0,05)

Los valores de CFT y FT obtenidos por métodos espectrofotométricos se contrastaron con los
calculados luego de la aplicaciéon de HPLC-DAD en los extractos obtenidos. La Figura 3.23 ilustra el
perfil cromatografico obtenido en un extracto de semillas germinadas durante 72 h, como asi
también el correspondiente al extracto de semillas sin germinar. Para su estudio, los compuestos
fendlicos identificados se agruparon en compuestos flavonoides (quercetina y canferol) y acidos
fendlicos, diferenciando dentro de este ultimo grupo, los derivados de acido benzoico (p-
hidroxibenzoico, vanillico y galico) y los derivados del acido cindmico (ferulico, p-cumarico y

cafeico).
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Figura 3.23. Cromatogramas representativos de la separacién de estandares de acidos fendlicos y
flavonoides a 280 nm (A), de un extracto etandlico de semillas de quinoa sin germinar (B) y de un
extracto etandlico de semillas germinadas durante 3 dias (C). Identificacién de picos: 1: ac. gélico;
2: ac. p-hidroxibenzoico; 3: ac. clorogénico; 4: ac. vanillico, 5: ac. cafeico; 6: 4c. p-cumdrico; 7: 4c.
ferdlico; 8: quercetina; 9: canferol.

De los resultados puede observarse que la germinacidon produjo cambios en los niveles de
quercetina y canferol, y también en la de los acidos p-hidroxibenzoico, vanillico, p-cumarico y
ferdlico. Los contenidos de los compuestos fendlicos identificados en semilla de quinoa sin
germinar y durante el proceso de germinacidn, se presentan en la Tabla 3.12. En el estadio final de
la germinacion (72 h), se observé un aumento de 8,57 veces en el contenido de acidos fendlicos,
donde los acidos vanillico y ferulico contribuyeron en un 51,2 % y 21,6 %, al contenido total de los
CFT, respectivamente. Resultados de Alvarez-Jubete y col. (2010) confirmaron que el acido
vanillico fue el acido fendlico mas abundante identificado en brotes de quinoa germinados
durante 82 h. Por su parte, dentro del grupo de los derivados del acido cindmico, el mas

abundante resulté ser el acido ferulico, seguido del acido p-cumarico. Cabe destacar, el

significativo aumento registrado en el contenido de acido p-cumdrico durante el periodo de
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germinacidn, con un valor en el Ultimo estadio, 21 veces mayor que el correspondiente a semillas

sin germinar.

Tabla 3.12. Contenidos de acidos fendlicos y flavonoides (mg/100g b.s.) identificados en semillas

de quinoa sin germinar y en los diferentes estadios de germinacion.

Compuesto Control (0 h) Estadio 1 (24 h) Estadio 2 (48 h) Estadio 3 (72 h)
Ac. galico n.d. n.d. n.d. n.d.

Ac. p-OH-benzoico 0,22+0,02 ° 0,32+0,08 ° 0,46+0,12° 0,94+0,04 °
Ac.vanillico 0,88+0,11° 2,5840,03 ° 5,51+0,12 ¢ 8,54+0,09 °

Total dc. Hidroxibenzoicos ~ 1,09+0,07° (51%) 2,91#0,05° (59%) 5,97+0,12°(58%) 9,48+0,06° (57%)
Ac. clorogénico n.d. n.d. n.d. n.d.

Ac. cafeico n.d. n.d. n.d. n.d.
Ac.p-cumarico 0,09+0,05 ° 0,27+0,03 ° 0,87+0,03 € 1,96+0,02 °

Ac. ferulico 0,57+0,09 ° 1,23+0,10° 2,6610,07 © 3,61+0,08 °

Total dc. Hidroxicindmicos — 0,660,09° (31%) 1,50%0,07°(30%) 3,53#0,05 (34%) 5,56+0,05 °(33%)
Total acidos fendlicos 1,75+0,06° 4,40+0,07 ° 9,50+0,09 © 15,0+0,06 °
Quercetina 0,23+0,02 ° 0,3340,13° 0,61%0,15° 1,36+0,06 °
Canferol 0,15+0,04 ° 0,1940,05 ° 0,17+0,04 ° 0,27+0,05°

Total flavonoides 0,37+0,03° (18%) 0,52+0,09° (11%) 0,78+0,10° (8%) 1,63+0,06" (10%)
Total compuestos 2,13+0,06 ° 4,93+0,07° 10,310,09 € 16,7+0,06 °
fendlicos (100%) (100 %) (100 %) (100 %)

Los valores (promedio *

diferentes (p < 0,05). n.d = no detectado.

D.E.) dentro de misma fila con diferente letra son significativamente

Otros autores también han observado aumentos de los niveles de acidos hidroxicindamicos durante

la germinacién en pseudocereales (Pasko y col., 2009; Repo- Carrasco y col., 2010). Este resultado
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puede atribuirse al hecho que los acidos hidroxicindmicos son constituyentes de la pared celular
vegetal, encontrandose principalmente esterificados a las cadenas laterales de arabinosa de
arabinoxilanos y lignina (Ishii, 1997), los cuales pueden liberarse mediante la accion de esterasas

enddgenas, que se activan durante la germinacién (Maillard y col., 1996).

Por otra parte, el andlisis mediante HPLC, permitid registrar en el Ultimo estadio de germinacién,
un aumento de 4,4 veces en el contenido de flavonoides, respecto al valor inicial, siendo la
quercetina el compuesto que resulté mas abundante (1,36 + 0,06 mg/100 g b.s.). En un estudio
previo, también se observé un moderado aumento en los contenidos de glucdsidos de quercetina

y canferol en semillas de quinoa, luego de ser germinadas (Alvarez-Jubete y col., 2010).

El analisis de la Tabla 3.12, tomando en cuenta los grupos de compuestos fendlicos presentes en
los extractos correspondientes al ensayo control y a cada estadio de germinacion, permite
observar que en general, la composicién porcentual de cada grupo de compuestos fendlicos
permanecié constante en todas las muestras analizadas. En particular, el grupo de los acidos
hidroxibenzoicos contribuyd con el mayor porcentaje al total de compuestos fendlicos
identificados en todas las muestras, con valores de 51 % para el control y una media de 58 + 1 %
para los extractos de semillas germinadas. Por su parte, el grupo de los acidos hidroxicindmicos
contribuyd con valores comprendidos entre 30 % y 34 % al total de compuestos fendlicos
determinados. Finalmente, los compuestos flavonoides identificados, constituyeron el grupo que
contribuyé en menor medida al total de sustancias fendlicas determinadas, con porcentajes

variando entre 8 % y 18 %.

De esta manera, los contenidos de CFT determinados mediante métodos espectrofotométricos,
resultaron confirmados por los obtenidos utilizando HPLC, pudiéndose reafirmar que se produjo

un incremento de los niveles de CFT a medida que progresd el proceso de germinacién de semillas
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de quinoa. En relacidn a este resultado, varios autores han mencionado incrementos en los CFT
luego de germinar diversos tipos de semillas. Por ejemplo, Tian y col. (2010) germinaron semillas
de avena durante seis dias, registrando incrementos del 110 % y 355 % a las 72h y 144 h,
respectivamente. Otro estudio logrdé confirmar un incremento del 148 % en el contenido de CFT
luego de germinar semillas de lupino (Lupinus angustifolius) durante nueve dias (Fernandez-
Orozco y col., 2006). También, en el caso del garbanzo, se registré un aumento de 156 % en este
pardmetro luego de tres dias de germinacidon (Fernandez-Orozco y col., 2009). Por otro lado,
algunos estudios han obtenido resultados contrarios en este sentido, al comprobar que la
germinacion de ciertas especies produce disminucién en el contenido de CFT. Por ejemplo, Sharma
y Gujral (2010) observaron disminuciones significativas de este valor en ocho cultivares de cebada,
respecto de sus controles sin germinar. Por su parte, Sinha y Kawatra (2003) observaron un
descenso progresivo del contenido de CFT en semillas de caupi (Vigna unguiculata) a medida que
progreso el proceso de germinacidn hasta alcanzar las 72 h. Para explicar estos resultados, se han
propuesto diversas posibles causas. Asi, en el caso de semillas que se remojan previo a la
germinacion, los compuestos fendlicos podrian ser removidos por movilizacién de los mismos
desde el episperma o tegumento al liquido de remojo por lixiviacidn, hipdtesis que se ve
sustentada dado que la mayoria de los polifenoles se encuentran en estas capas externas que
recubren a las semillas (Sinha y Kawatra, 2003). Otros autores han mencionado que la disminucidn
registrada en los niveles de CFT luego de la germinacion de ciertas especies, podria atribuirse a
diversos motivos, incluyendo un incremento de la actividad de enzimas como la polifenol oxidasa
o enzimas hidroliticas (Kumar y col., 1978), la formacién de complejos insolubles entre
compuestos fendlicos y proteinas, que dificultarian su extraccion (Beta y col.,, 1999) vy la

metabolizacidon de compuestos fendlicos para formar otros compuestos (Dicko y col., 2005).
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Por otro lado, el incremento en el contenido de CFT luego de germinar semillas ha sido atribuido a
la liberacion de compuestos fendlicos que se encontraban ligados antes de la germinacién, gracias
a la accion de enzimas hidroliticas que son activadas durante el proceso (Maillard y col., 1996;
Duefias y col., 2009). Esta hipdtesis ha sido comprobada para el caso de ciertas carbohidrasas que
liberan las agliconas correspondientes, a partir de glicésidos de compuestos fendlicos en especies
vegetales como el arroz y la soja (Tian y col., 2004; Ribeiro y col., 2006). Otra explicacidn que se ha
esgrimido es la sintesis de novo de ciertos compuestos fendlicos durante la germinacién, como se
ha informado para los acidos hidroxicindmicos en el caso de diferentes especies de porotos

(Phaseolus vulgaris L.) (Diaz-Batalla y col., 2006).

111.3.4. Efecto del proceso de germinacion sobre la actividad
antioxidante

Una practica aceptada para evaluar la actividad antioxidante neta en muestras de alimentos, es
utilizar al menos dos métodos que evalten diferentes mecanismos de accion antioxidante (Moon y
Shibamoto, 2009). Siguiendo este criterio, la evaluacién de la actividad antioxidante en el presente
estudio se llevd a cabo utilizando una combinacidn de ensayos, que incluyé un método basado en
el secuestro de radicales libres y un método basado en la peroxidacién lipidica. En particular, el
ensayo basado en el secuestro de radicales libres monitored la capacidad de los compuestos
fendlicos para inhibir el radical DPPH en un medio hidrofilico, mientras que el método de la
decoloracién del B-caroteno monitored las etapas principales de peroxidacidn lipidica en un medio
hidrofdbico. Los valores de actividad antioxidante de semillas de quinoa germinadas evaluados
mediante estos dos métodos, se muestran en la Tabla 3.13. Se puede observar que el proceso de
germinacidn incrementd significativamente la actividad antioxidante evaluada mediante ambos
métodos, en comparacién con los valores correspondientes registrados para el control de semillas

sin germinar (p < 0,05). En particular, la actividad antioxidante evaluada por el método de
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decoloracién del B-caroteno, registré un incremento de 10,4 % en el poder de inhibicidn de la
oxidacion del B-caroteno en el tercer estadio de germinacién (72 h), respecto al control. Ademas,
no se registraron diferencias significativas en este valor entre los diferentes estadios de
germinacidon evaluados. El nivel del incremento de actividad antioxidante registrada por esta
metodologia, resulta justificable teniendo en cuenta el bajo contenido lipidico de las semillas de
quinoa (6,3 % en promedio), que hace que la contribucion de antioxidantes lipofilicos a la actividad
antioxidante total sea relativamente baja. Ademas, dada la polaridad del solvente de extraccidon
utilizado, es esperable que se disuelvan y extraigan preferentemente los antioxidantes hidrofilicos
presentes en la matriz, los que han demostrado exhibir bajas respuestas en sistemas lipofilicos
(Lagey col., 2013).
Tabla 3.13. Valores de actividad antioxidante obtenidos mediante los métodos DPPH y de

decoloracién del B-caroteno correspondientes a semillas de quinoa sin germinar y germinadas por

distintos tiempos.

Inhibicién radical TEAC DPPH Inhibicién oxidacién
Muestra

DPPH (%) (umol Trolox/100g) de B-caroteno (%)
Control (0 h) 13,61+1,10° 259,1+20,9° 71,40+1,34°
Estadio 1 (24 h) 16,59 + 0,78 ° 323,8+15,2° 77,06+ 0,89°
Estadio 2 (48 h) 22,46 +0,67° 451,5+13,5° 78,33+1,24°
Estadio 3 (72 h) 27,39+0,61° 558,6+12,4°¢ 78,86 + 0,96 b

Los valores (promedio + D.E.) dentro de una columna con diferente letra son significativamente

diferentes (p < 0,05)

Sin embargo, se debe considerar que este ensayo puede proporcionar informacién
complementaria util en el estudio de extractos naturales que contienen componentes con

diferentes grados de polaridad. Gorinstein y col., (2007) utilizaron el método de decoloracién del

160



Resultados y Discusion

B-caroteno para evaluar el potencial antioxidante de algunos cereales y pseudocerales. Los
extractos obtenidos a partir de semillas de quinoa con metanol 50 %, exhibieron una inhibicion de
decoloracién del B-caroteno de 34,0 % * 3,1, siendo este valor inferior al obtenido en el presente
estudio (71,40 % + 1,34). La causa probable de esta diferencia en la polaridad del solvente de
extraccioén utilizado en cada caso. Adicionalmente, los citados autores observaron que la actividad
antioxidante de la quinoa, evaluada mediante este método, resultd significativamente superior a
la de tres cultivares de amaranto (Amaranthus spp.) (26,0 %) y arroz (21,2 %), aunque resultd

inferior en comparacion a la del trigo sarraceno (75,6 %) y soja (35,8 %).

Por otro lado, la actividad antioxidante medida por el método de inhibiciéon del radical DPPH
presentd niveles con diferencias significativas entre los distintos estadios de germinacion
evaluados, con un valor final en el ultimo estadio de germinacién (72 h) que duplicé el
correspondiente al control. El aumento de la actividad antioxidante durante la germinacion de
semillas de quinoa, ya ha sido descripto por Pasko y col. (2008), quienes observaron el maximo
incremento en el nivel de dicha actividad en el sexto dia de germinacién, manteniéndose ese valor
sin diferencias significativas hasta el séptimo dia. En otro estudio, Alvarez-Jubete y col. (2010) no
observaron diferencias significativas en la capacidad antioxidante, evaluada mediante el método
del DPPH, entre semillas y brotes de quinoa obtenidos luego de 82 horas de germinacion. El valor
de actividad antioxidante hallado en el citado estudio fue de 230 umol equivalentes Trolox
(ET)/100g, para semillas de quinoa sin germinar, valor que resulté comparable al obtenido en el
presente trabajo (259,1 + 20,9 umol ET/100g). Ademds, otros autores han informado resultados
similares, o incluso superiores, al cuantificar la actividad antioxidante por medio del método DPPH
en este pseudocereal. Asi, Vollmannova y col. (2013) compararon la actividad antioxidante de
cinco ecotipos de quinoa, registrando un amplio rango de valores comprendidos entre 260 y 1240

umol ET/100g, de acuerdo a la variedad analizada. Por su parte, Dini y col. (2010) obtuvieron
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valores de 287 y 671 umol ET/100g para una variedad de quinoa dulce y otra amarga,
respectivamente. Finalmente, Chlopicka y col. (2012) registraron un valor de actividad

antioxidante de 622 umol ET/100g, utilizando el mismo método.

111.3.5. Efecto de la germinacion sobre el contenido de acido
ascorbico

El efecto de la germinacién sobre el contenido de acido ascdrbico en semillas de quinoa, se
presenta en la Tabla 3.14 y en la Figura 3.24. Puede observarse que la germinacién produjo un
incremento progresivo en el contenido de acido ascdrbico durante los diferentes estadios de
germinacion, hasta alcanzar un nivel de casi 16 veces mayor al contenido inicial, a las 72 h del
proceso. Datos relacionados encontrados en la bibliografia para semillas de quinoa sin procesar,
muestra valores de acido ascérbico en un rango de 4 mg/100g (Koziol, 1992) a 23,06 mg/100g
(Miranda y col., 2012). Otros autores registraron valores intermedios, por ejemplo, Ruales y Nair
(1993) indicaron un valor de 16,4 mg/100g, mientras que Diniy col. (2010) registraron valores de
12,0 y 13,0 mg/100g para especies de quinoa provenientes de Perl y Ecuador, respectivamente.
Estos valores resultan superiores a los encontrados en las semillas de quinoa en el presente
trabajo, aunque cabe destacar que todos los autores mencionados utilizaron métodos
colorimétricos para realizar las determinaciones de acido ascdrbico, los cuales sobreestiman el
valor presente en las semillas con respecto al método cromatografico. Por otro lado, Koziol, (1992)
sugirié que los valores de acido ascérbico cuantificados por este tipo de métodos deben ser
interpretados con cautela, ya que por un lado, esta vitamina es muy susceptible a la oxidacion y
por otro lado, se debe tener en cuenta que cuando se someten las semillas de quinoa a procesos
de lavado y/o pulido para eliminar las saponinas, puede eliminarse también parte del acido
ascorbico, resultando valores de concentraciones de vitamina C no fidedignos. También se ha

informado que las diferencias en los contenidos de vitamina C pueden deberse a la variacion
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genotipica de las plantas y a las condiciones climaticas bajo las que se desarrollaron. Ademas,
durante la postcosecha, las condiciones de almacenamiento de las semillas, condicionaran el
contenido de vitamina C, una vez que las pérdidas de la misma aumentan con el tiempo de
almacenamiento, siendo aln mayores bajo condiciones de altas temperaturas y baja humedad
relativa. Otros factores responsables de las variaciones en el contenido de acido ascdrbico de
semillas, incluyen dafos fisicos o dafo por frio (Lee y Kader, 2000; Dumas y col., 2003; Xu y col.,

2008)

Tabla 3.14. Contenido de acido ascérbico en semillas de quinoa sin germinar y germinadas por 24,

48y 72 h.
Muestra Ac. Ascorbico (mg/100g bs)
Control (0 h) 0,38+0,17°
Estadio 1 (24 h) 1,90+0,11°
Estadio 2 (48 h) 4,12+0,31°
Estadio 3 (72 h) 6,06 + 0,33 ¢

Los valores (promedio + D.E.) dentro de una columna con diferente letra son significativamente

diferentes (p < 0,05)

En contraste con las determinaciones colorimétricas, Lintschinger y col. (1997) determinaron acido
ascérbico en semillas de quinoa mediante HPLC, encontrando valores inferiores a 0,5 mg/100g en
semillas sin germinar, valor similar al observado en el presente estudio. En ese mismo trabajo, los
autores encontraron un incremento en el contenido de acido ascorbico luego de germinar las
semillas por tres dias, indicando que la biosintesis de vitamina C es un proceso metabdlico
especifico durante la germinacién. El nivel de acido ascérbico informado, correspondiente a brotes
de tres dias fue de 7,0 + 0,7 mg/100g, valor cercano al obtenido en este estudio (6,06 + 0,33

mg/100g). Adicionalmente, estos valores resultaron similares a los determinados para semillas de
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trigo (7,9 £ 0,5 mg/100g) e inferiores a los correspondientes a semillas de trigo sarraceno (23,6 +

2,3 mg/100g) (Lintschinger y col., 1997). Por otro lado, el nivel de vitamina C en garbanzo sin

procesar resultd indetectable, mientras que luego de germinar las semillas durante 2 y 3 dias, se

alcanzaron valores de 3,7 y 11,7 mg/100g, respectivamente (Fernandez-Orozco vy col., 2009). Se ha

propuesto que esta biosintesis de ac. ascdrbico durante la germinacion de semillas estaria

directamente involucrada en la modulacién del crecimiento de la planta, incluyendo la primera

etapa de germinacién del embrién (Tommasi y col., 2001), en la que este compuesto protegeria

otras sustancias del dafio oxidativo, pudiéndose regenerar por reduccién, gracias a la accién

sinérgica que ejercerian otras moléculas antioxidantes como tocoferoles, glutation y carotenos

(Carry Frei, 2002).
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Figura 3.24. Cromatogramas representativos obtenidos para la cuantificacién de acido ascoérbico

de extractos de semillas de quinoa sin germinar y germinadas por 24, 48 y 72 horas.
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111.3.6. Efecto de la germinacion sobre el contenido de tocoferoles

La Tabla 3.15 presenta los contenidos y la composicidon de tocoferoles correspondientes a semillas
de quinoa sin germinar y a cada uno de los estadios de germinacién evaluados. Asi mismo, la
Figura 3.25 representa graficamente dichos parametros. Para todas las muestras analizadas, la
concentracidn de tocoferoles totales varié en un rango de 6,85 a 10,47 mg/100g, donde el a-
tocoferol y el y-tocoferol fueron los isémeros mds abundantes. En semillas sin germinar, el y-
tocoferol resulté el componente principal (aprox. 56%), seguido por el a-tocoferol (aprox. 39 %),
mientras que en el caso de las muestras correspondientes a semillas germinadas el a-tocoferol

fue, en todos los casos, el is6mero mas abundante.

Por otro lado, se observé que el proceso de germinacion causé un incremento progresivo en el
contenido de a-tocoferol, en relacion al valor inicial sin germinar, del 27%, 64% y 134% luego de 1,
2 y 3 dias de germinacidn, respectivamente, mientras que el contenido de y-tocoferol decrecid
29% y 38% luego del primer y segundo dia, respectivamente. En la Tabla 3.15 se puede observar
también que durante el progreso de la germinacion, el incremento de a-tocoferol fue
acompafiado de un aumento paralelo en la actividad de vitamina E (ver punto I1.5.6), la que resulté

en el tercer dia de germinacidn con un valor 114% mayor que el correspondiente al control.

Los contenidos de a-, B-, y- y 6-tocoferol obtenidos en este trabajo para semillas de quinoa sin
germinar, resultaron comparables a los valores publicados por Ruales y Nair (1993): 2,6;0,2; 5,3y
0,3, respectivamente. De acuerdo a la bibliografia disponible consultada, sélo se cuenta con datos
de contenido de tocoferoles en quinoa referidos a concentraciones de a-tocoferol, ya que es la
forma biolégica mas activa de la vitamina E. Asi, algunos autores encontraron valores de a-
tocoferol en quinoa inferiores al observado en este trabajo, mencionando niveles de 0,59 mg/100g
(Coulter y Lorenz, 1990) y 2,1 mg/100g (Ryan y col., 2007). Por otro lado, Miranda y col. (2011)

informaron concentraciones de a-tocoferol entre 2,44 y 4,64 mg/100g para seis ecotipos
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diferentes de quinoa. Por su parte, en otro trabajo, Koziol (1992) encontré un valor de 5,37
mg/100g, mientras que el maximo nivel informado en la bibliografia fue de 72,14 mg/100g para el
citado compuesto (Repo-Carrasco y col., 2003).

Tabla 3.15. Contenido, composicion de tocoferoles y actividad de vitamina E en semillas de quinoa

sin germinar y germinadas por 24,48 y 72 h.

Tocoferoles (mg/ 100g b.s.) Actividad
vitamina E
(a-TE/100g)

a—tocoferol B-tocoferol y-tocoferol 6-tocoferol Total

Control (Oh)  2,83+0,10° 0,09+0,02° 4,06+0,01¢ 0,31+0,01° 7,29+0,12*" 3,29+0,11°
Estadio1(24h) 3,60+0,20° 0,10+0,01*° 2,89+0,02° 0,26+0,01° 6,85+0,24° 3,95+0,21°
Estadio 2 (48 h) 4,64+0,06° 0,13+0,02*° 2,51+0,06° 0,34+0,11° 7,62+0,07° 4,96+ 0,08°

Estadio3(72h) 6,63+0,14° 0,17+0,04° 3,24%0,32° 0,43+0,08° 10,47+0,49° 7,05 +0,20°

Los valores (promedio * D.E.) dentro de una columna con diferente letra son significativamente

diferentes (p < 0,05)

H Control (0 h)
M Estadio 1 (24 h)
Estadio 2 (48 h)

mg/100g b.s.

M Estadio 3 (72 h)

o B v ) Total

Figura 3.25. Composicion de tocoferoles de semillas de quinoa sin germinar y germinadas 24, 48 y

72 horas.
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Varios autores han destacado el alto contenido natural de a-tocoferol en semillas de quinoa
(Abugoch-James, 2009; Ryan y col., 2007; Repo-Carrasco y col., 2003), el que resulta superior al
normalmente encontrado en otros granos como trigo sarraceno (0,1 mg/100g), cebada (1,5
mg/100g) y maiz (0,2 mg/100g) (Ryan y col., 2007). Un contenido elevado de este antioxidante
natural en la quinoa, garantiza una alta proteccién de los dacidos grasos de las membranas
celulares contra el dafio oxidativo causado por radicales libres (Repo-Carrasco y col., 2003). Desde
otro punto de vista, este antioxidante puede conferir estabilidad quimica de los lipidos en
alimentos derivados de la quinoa, tales como aceite o harina, prolongando la vida util de estos
productos. Asi lo demuestra el trabajo realizado por Ng y col. (2007), en el que los autores
encontraron que los lipidos de la harina de quinoa fueron estables durante 30 dias, debido a la

proteccion otorgada por la vitamina E contra la oxidacion lipidica.

En la bibliografia consultada, no se encontré informacién sobre el efecto de la germinacién en el
contenido de tocoferoles de semillas de quinoa, por lo que no se conté con datos publicados para
ser comparados con los resultados obtenidos en el presente estudio. Sin embargo, estudios con
distintas especies de semillas llevados a cabo por diversos autores, han demostrado que la
germinacion conduce a un aumento de la concentracién de tocoferoles. Por ejemplo, Fernandez-
Orozco y col. (2009) hallaron un incremento en el contenido de a-tocoferol de 0,98 a 1,41
mg/100g (44%) y disminuciones respectivas del 65 % y 37 % en los niveles de los isomeros y y §,
en el caso de semillas de garbanzo germinadas durante 3 dias. En otro estudio, los mismos autores
observaron un rapido aumento de a-tocoferol, de 0,30 a 8,60 mg/100g en semillas de lupino
germinadas durante 6 dias (Fernandez-Orozco y col., 2006). Estos resultados, correspondientes a
semillas de leguminosas, resultaron inferiores a los obtenidos para semillas germinadas de quinoa.
Sin embargo, al comparar otros tipos de semillas con este pseudocereal, los incrementos de

tocoferoles como consecuencia de la germinacion, resultan menores. Tal es el caso de semillas de
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sésamo, para las que Hahm vy col. (2009) hallaron que el contenido de a-tocoferol resulté no
detectable en el caso de semillas sin germinar, para luego incrementarse continuamente hasta
alcanzar un valor de 32 mg/100g en el cuarto dia de germinacion; por su parte el y-tocoferol
redujo su concentracion de 31 a 12 mg/100g durante el mismo periodo de germinacion,

resultando una concentracién final de tocoferoles de 43 mg/100g.

111.3.7. Andlisis multivariado de los resultados del tratamiento de
germinacion aplicado a semillas de quinoa

Con la intencidon de evaluar la contribucidon de los diferentes compuestos analizados sobre la
actividad antioxidante neta durante el proceso de germinacion de semillas de quinoa, el conjunto
de resultados obtenidos en la serie de experiencias previas fue sometido a un analisis de
componentes principales. En la Figura 3.26 se presentan los dos primeros componentes, que
explican el 99,6 % de la varianza total. En estos nuevos ejes se ubican las variables estudiadas
(indicadas con circulos amarillos) y cada ensayo de germinacion (indicado con rombos azules), de
tal manera que sea posible realizar interpretaciones sobre las relaciones conjuntas entre
observaciones y variables. Las variables son graficadas como vectores desde el origen, donde los
angulos formados entre los distintos vectores pueden ser interpretados en términos de las
correlaciones entre variables. Angulos de 90° entre dos variables indican que ambas variables no
se encuentran correlacionadas y valores inferiores o superiores implican correlacidn (positiva o
negativa, respectivamente). Es decir, un angulo cercano a cero implica que ambas variables estan
fuertemente correlacionadas en forma positiva y un angulo cercano al angulo llano indica una

fuerte correlacidon negativa entre las mismas.
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Figura 3.26. Analisis de componentes principales correspondiente a ensayos de germinacion de
semillas de quinoa. Se indican las posiciones de las muestras en los nuevos ejes (puntos azules) y

los vectores que representan las variables originales (puntos amarillos).

De esta manera, el componente 1 explicé el 95,2 % de los datos originales, donde se pudo
observar que todas las variables analizadas guardaron relacién con la actividad antioxidante
medida como la inhibicién de radicales DPPH e inhibicién de la decoloracién del B-caroteno, ya
qgue todas variables tienen valores de peso similares sobre este componente. El componente 2
puede explicar la contribucion relativa de cada tipo de compuesto analizado sobre un mecanismo
particular de actividad antioxidante, aunque se debe considerar que este componente solo explica
un 4,4 % de los datos originales. Bajo esta consideracion se podria decir que los compuestos
fendlicos totales (CFT, determinados colorimétricamente y por HPLC), flavonoides totales (FT),
acido ascdrbico (ASC) y tocoferoles (expresados como equivalentes de a-toc) contribuyen en
mayor medida a la inhibicion de radicales DPPH por sobre la inhibicién de la oxidacion del B-
caroteno. Por otro lado, observando la ubicacion de los ensayos sobre los ejes se puede deducir

que a medida que progresé la germinacion de las semillas (flecha roja) se produjo un
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desplazamiento hacia valores positivos sobre el componente 1, indicando que los estadios de
germinacidén 2 y especialmente el estadio 3 se asocian en mayor medida con las variables

estudiadas.

111.3.8. Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta tercera parte del capitulo han permitido en primera instancia
determinar las condiciones experimentales dptimas de germinacion de semillas de quinoa, bajo
las cuales se obtuvo la mayor cantidad de brotes en el menor tiempo. El posterior analisis
composicional de los brotes obtenidos en los diferentes estadios de germinacién mostré un
incremento en el contenido de proteinas en los brotes del estadio mas avanzado, mientras que el
resto de los parametros (grasas, fibra, cenizas y carbohidratos) no mostraron diferencias

significativas en sus contenidos entre los diferentes estadios de germinacién.

Respecto al efecto del proceso sobre la actividad antioxidante y el nivel de compuestos que
contribuyen a la misma, durante el desarrollo de los brotes se observaron incrementos progresivos
significativos en los contenidos de compuestos fendlicos, dcido ascérbico y a-tocoferol, que se
correspondieron con un incremento de la actividad antioxidante evaluada mediante diferentes
métodos. De esta manera el proceso de germinacion y posterior secado de los brotes se presentd
como un método sencillo y efectivo para mejorar el contenido de compuestos antioxidantes y la
capacidad antioxidante de semillas de quinoa, con el fin de obtener un producto que podria

aplicarse en la formulacién de potenciales alimentos funcionales.
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111.4. Proceso térmico

Como se menciond en el apartado 1.6, la aplicacion del tratamiento térmico se realizé en dos
series de experiencias. Por un lado, se evalud el efecto del proceso sobre el nivel de compuestos
antioxidantes y actividad antioxidante de semillas de quinoa y por otro lado sobre la harina
obtenida a partir de brotes germinados durante tres dias, combinando de esta manera dos de los

procesos aplicados.

111.4.1. Procesado térmico de semillas de quinoa

Esta serie de experiencias se realizd de acuerdo al disefio experimental mencionado en el
apartado 11.6.1, en el que las semillas de quinoa se sometieron a temperaturas entre 100 °Cy 190
°C por periodos de tiempo que alcanzaron hasta 120 min. A modo representativo, la Figura 3.27
permite apreciar la apariencia de las semillas luego de ser sometidas a diferentes temperaturas

durante 30 min y su diferencia con semillas sin tratar (control).

N —

Control 100 °C 130 °C 160 °C 190 °C

Figura 3.27. Apariencia de semillas de quinoa sin tratar térmicamente y tratadas durante 30 min a

distintas temperaturas.
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111.4.1.1. Efecto del tratamiento térmico sobre el contenido de compuestos
fendlicos

Los contenidos de compuestos fendlicos totales (CFT) obtenidos para las distintas combinaciones
tiempo/temperatura utilizadas en el tratamiento térmico aplicado a semillas de quinoa se
muestran en la Tabla 3.16 y se grafican en la Figura 3.28. El tratamiento térmico incrementé
significativamente el contenido de CFT para todas las temperaturas ensayadas respecto del
control de semillas sin procesar (p < 0,05), excepto para el tratamiento 100°C/15min, donde dicho
incremento no fue estadisticamente significativo respecto del mismo control. De esta manera, los
incrementos obtenidos oscilaron en el rango de 18 % a 60 %, mientras que el maximo valor de CFT

se obtuvo luego de aplicar el tratamiento térmico a 190°C durante 30min.

Tabla 3.16. Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) expresados en mg EAG/100g, luego
de la aplicacién de tratamiento térmico bajo diferentes condiciones de tiempo/temperatura a

semillas de quinoa.

Tiempo de tostado (min)

Temp (°C) 0 15 30 60 920 120

100 40,15+1,08a 47,40+1,72a,b 50,60+1,30b 51,81+2,12b 50,96+0,95b

50,64 +2,47b

130 40,15+1,08a 52,50+2,61b 5573+195b 5895+2,37b 56,76+2,82b 5502+1,66b
160 40,15+1,08a 52,37+1,14b 56,82+2,25b 58,29%+1,59b 57,25+2,12b 56,58+2,17b
190 40,15+1,08a 57,03+2,46b 64,46+189b 63,93+1,41b 62,62+1,49b 64,33+2,35b

Los valores (promedio + D.E.) dentro de misma fila con diferente letra son significativamente

diferentes (p < 0,05).

En la Figura 3.28 puede observarse que los minimos y mdximos incrementos en el contenido de
CFT resultaron para las muestras tratadas a 100°C y 190°C, respectivamente, mientras que en el
caso de muestras sometidas a 130°C y 160°C, se obtuvieron valores comprendidos entre dichos

minimos y maximos, para todos los tiempos ensayados.
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Cabe destacar, que al aplicar el test de Tuckey para observar diferencias entre las medias de las
temperaturas a un tiempo determinado, se observd que a los 15 min del proceso no se verificaron
diferencias significativas (p > 0,05) entre las temperaturas ensayadas. A partir de los 30 min de
proceso, se observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre los ensayos realizados a 100°C y
190°C, mientras que los ensayos realizados a 130°C y 160°C, no fueron significativamente
diferentes entre ellos ni con aquellos llevados a cabo a las otras temperaturas seleccionadas para

los ensayos.
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Figura 3.28. Contenido de CFT luego de la aplicacion de tratamiento térmico bajo diferentes

condiciones de tiempo/temperatura a semillas de quinoa.

Respecto del efecto del procesado térmico sobre los flavonoides totales (FT), los contenidos
resultantes luego de la aplicacion del mismo bajo las diferentes combinaciones
tiempo/temperatura se muestran en la Tabla 3.17 y se grafican en la Figura 3.29. En este caso se
observé que los contenidos de FT tienden a aumentar a medida que se incrementa la temperatura
de tostado, para todos los tiempos ensayados, aunque respecto al control, sélo fueron

estadisticamente significativos los ensayos realizados a 160°C y 190°C para todos los tiempos. El
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maximo valor de FT se obtuvo luego del tratamiento llevado a cabo a 190°C por 60min, en cuyo

caso el incremento en dicho valor fue de 167 % respecto del control.

Tabla 3.17. Contenido de flavonoides totales (FT), expresados en mg EQ/100g, luego de la

aplicacion de tratamiento térmico bajo diferentes condiciones de tiempo/temperatura a semillas

de quinoa.
Tiempo de tostado (min)
Temp (°C) 0 15 30 60 90 120
100 11,21+0,34 a 10,83 +0,98 a 12,65+1,16a 12,42+1,382a 14,66+091a 14,83+1,73a
130 11,21+0,34a 15,77 +1,66 a 16,52+ 1,212 18,74+1,33 a 19,62+2,08a 18,26+1,73a
160 11,21+0,34a 21,08+0,39b 22,74+151b 22,41+0,85b 2484+138b 2326+1,42b
190 11,21 +0,34 a 23,15+1,32b 2751+1,15b,c 28,67+0,99b,c 29,96+1,27c 29,33x1,61b,c

Los valores (promedio + D.E.) dentro de misma fila con diferente letra son significativamente

diferentes (p < 0,05).

Estos resultados permiten afirmar que los contenidos de CFT y FT en semillas de quinoa
(determinados por métodos colorimétricos) tienden a aumentar a medida que se incrementa la
temperatura del tratamiento térmico (dentro de los rangos experimentales definidos). Este
comportamiento resulta comparable al descripto por otros autores. Por ejemplo, Jeong y col.,
(2004) observaron un incremento en el contenido de CFT del 145% respecto de un control en el
caso de semillas de sésamo sometidas a tostado de 200°C durante 60 min. En otro estudio, en el
que se utilizaron semillas de cafiihua (Chenopodium pallidicaule Aellen), se observaron
incrementos de 95 %, 114 % y 145 % en el contenido de CFT luego del tostado de las semillas
durante 20 min a 130°C, 160°C y 190°C, respectivamente (Tacora y col., 2010). También, se
observaron incrementos en el contenido de CFT al utilizar temperaturas inferiores; por ejemplo,
un tostado a 125°C durante 30 min, incrementd alrededor del 100% los niveles de CFT en semillas

de cebada (Gallegos-Infante y col., 2010).
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Figura 3.29. Contenido de FT luego de la aplicacion de tratamiento térmico bajo diferentes

condiciones de tiempo/temperatura a semillas de quinoa.

En contraste, otros autores han observado disminuciones en los niveles de compuestos fendlicos
luego de aplicar un proceso térmico en semillas. Tal es el caso de habas (Vicia fava L.) tostadas a
150°C durante un lapso de 120 min, para las que se observaron descensos paulatinos en los
contenidos de CFT y FT de alrededor del 20% a los 10 min de proceso y de 40-50 % a los 120 min
(Siah y col., 2014). En otro estudio, se aplicd un proceso térmico sobre cuatro variedades de
leguminosas, observandose un aumento de los niveles correspondientes a CFT y FT en tres
variedades de poroto, mientras que se observd el efecto contrario en el caso de semillas de soja
(Boateng y col., 2008). Por lo expuesto, es evidente que la naturaleza del cambio que se produce
en los contenidos de compuestos fendélicos como respuesta al tratamiento térmico es dependiente
de la especie y variedad del grano utilizado, ya que en cada caso se presenta naturalmente un
perfil caracteristico propio de compuestos fendlicos (Siah y col., 2014). Estas modificaciones
también dependeran del método elegido para extraer los compuestos fendlicos, asi como de la

temperatura/duracién del proceso, dado que bajo determinadas condiciones, el procesado
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térmico podria degradar algunos compuestos fendlicos particularmente susceptibles (Boateng y

col., 2008; Siddhuraju, 2006; Randhir y col., 2008; Nithiyanantham y col., 2012).

Los resultados obtenidos para los contenidos de CFT y FT, luego de aplicar diferentes
temperaturas de tostado a semillas de quinoa, se confirmaron mediante analisis cromatografico.
Se compararon los perfiles de compuestos fendlicos de los extractos obtenidos de las muestras de
quinoa tostadas durante 30 min a 100°C, 145°C y 190°C. Se selecciond un tiempo de 30 min en
base a los resultados del analisis estadistico, ya que a partir de dicho tiempo se observaron
diferencias significativas en los valores obtenidos a las temperaturas ensayadas y ademds, a cada
temperatura dichos valores permanecieron sin diferencias significativas para tiempos superiores

de proceso.

De esta manera, durante el tostado de las semillas de quinoa se observaron diferentes perfiles de
compuestos fendlicos. La Figura 3.30 ilustra estos perfiles mediante los cromatogramas obtenidos
a 280 nm a partir de un extracto de semillas sin procesar (A) y de semillas tostadas durante 30 min
a 100°C (B), 145°C (C) y 190°C (D), respectivamente. En las diferentes muestras de quinoa, se
cuantificaron diferentes concentraciones de quercetina y canferol, ademdas de los acidos p-
hidroxibenzoico, vanillico, p-cumarico y ferulico. Sin embargo no se detecté la presencia de los
acido gadlico y cafeico, indicados dentro de los principales compuestos fenélicos encontrados en
semillas de quinoa (Repo-Carrasco y col., 2010). Los incrementos mas significativos se pudieron
observar para el acido vanillico, el cual incrementa su contenido a medida que aumenta la
temperatura de tostado. Por su parte, los compuestos representantes de los 4cidos
hidroxicindmicos (acidos p-cumadrico y ferulico) experimentaron un marcado incremento en sus
contenidos luego del tratamiento realizado a 145°C, produciéndose un descenso drastico de los

mismos a mayor temperatura. Respecto a los flavonoides, no se observaron grandes variaciones
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en sus niveles hasta el tratamiento de tostado a 145°C, registrando un marcado incremento para

ambos compuestos a una mayor temperatura de proceso (190°C).
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Figura 3.30. Cromatogramas representativos de extractos etandlicos de semillas de quinoa sin
procesar (A) y tostadas durante 30 min a: 100°C (B), 145°C (C) y 190°C (D). Identificacion de picos:
2: 4c. p-hidroxibenzoico; 4: ac. vanillico, 6: ac. p-cumarico; 7: ac. ferulico; 8: quercetina; 9:

canferol.

El contenido total de cada compuesto fendlico identificado durante el procesado térmico se
muestra en la Tabla 3.18. Como se menciond anteriormente, cada grupo de compuestos fendlicos
presentd diferentes comportamientos segun la temperatura de proceso. Para los compuestos
flavonoides, el andlisis mediante HPLC mostré un aumento sostenido significativo en los niveles de
quercetina y canferol a medida que se aumentd la temperatura de proceso, alcanzando un valor

final 10 veces mayor en relacidn al contenido inicial a la maxima temperatura ensayada (190 °C).
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Tabla 3.18. Contenidos totales (mg/100g b.s.) de los acidos fendlicos y flavonoides identificados en

semillas de quinoa sin procesar y tostadas a 100°C, 145°C y 190°C durante 30 min.

Compuesto Control (0 min) 100°C (30 min) 145°C (30 min) 190°C (30 min)
Ac. gdlico n.d. n.d. n.d. n.d.

Ac. p-OH-benzoico 0,22+0,02° 0,79+0,02 ° 1,42+0,02 ¢ 3,31+0,06 ¢
Ac.vanillico 0,88+0,11° 3,6610,04 b 6,70+0,07 11,35+0,02 d

Total dc. Hidroxibenzoicos — 1,09+0,07° (51%) 4,45+0,03" (70%) 8,12+0,05 °(51%) 14,67+0,04° (76%)

Ac. clorogénico n.d. n.d. n.d. n.d.
Ac. cafeico n.d. n.d. n.d. n.d.
Ac.p-cumarico 0,09+0,05 ° 0,18+0,01° 2,3340,04 " 0,03+0,01°
Ac. ferulico 0,57+0,09 ° 0,54+0,02° 2,7840,01° 0,61+0,01°

Total dc. Hidroxicindmicos — 0,66+0,09 ° (31%) 0,71+0,02°(11%) 5,10+0,03°(32%) 0,64+0,01°(3%)

Total 4cidos fendlicos 1,75+0,06° 5,16+0,03 " 13,2340,04 © 15,310,03
Quercetina 0,23+0,02 ° 1,02+0,45 *° 1,95+0,18 ° 1,98+0,01°
Canferol 0,15+0,04 ° 0,16+0,01° 0,79+0,02° 2,00+0,01

Total flavonoides 0,37+0,03° (18%) 1,19+0,23° (19%) 2,74%0,10°(17%) 3,98+0,01° (21%)
Total compuestos 2,13+0,06 ° 6,35+0,13° 15,96+0,07 19,28+0,02 °
fendlicos (100%) (100 %) (100 %) (100 %)

Los valores (promedio * D.E.) dentro de misma fila con diferente letra son significativamente

diferentes (p < 0,05). n.d = no detectado.

Por su parte, los acidos hidroxibenzoicos (p-hidroxibenzoico y vanillico) mostraron incrementos
estadisticamente significativos para cada temperatura ensayada, obteniéndose maximos
incrementos, al igual que para flavonoides, a los 190°C. Cabe destacar, que en todos los casos, el
contenido de acido vanillico fue siempre superior al de acido p-hidroxibenzoico, manteniéndose
una relacién aproximada de 4:1 entre ambos compuestos en los distisntos ensayos. En relacidén a
los 4cidos hidroxicinamicos ferulico y p-cumarico, se registraron los maximos incrementos en los

contenidos de ambos acidos cuando las semillas fueron sometidas a 145 °C durante 30 min, en
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cuyo caso se alcanzaron valores 5y 25 veces mayores con respecto al control, respectivamente.
Sin embargo, la aplicacion de una mayor temperatura de tostado (190 °C), condujo a un drastico
descenso en los niveles de ambos acidos. Asi, el contenido de acido ferulico resulté reducido en un
78 % respecto del control, mientras que el dcido p-cumarico se tornd indetectable bajo estas
condiciones. Estos resultados indicaron mayor estabilidad térmica de los acidos hidroxibenzoicos
en relaciéon a los acidos hidroxicindmicos, la que parece estar relacionada con la distancia del
grupo carboxilo al anillo aromatico en cada caso. De esta manera, los acidos hidroxicinamicos, al
presentar el grupo carboxilico mas alejado del anillo aromatico, resultan decarboxilados mas
facilmente que los hidroxibenzoicos (Khuwijitjaru y col., 2014). Lindquist y Yang (2011) indicaron
ademas, que la estabilidad térmica de los compuestos fendlicos depende del tipo y nimero de
grupos sustituyentes en el anillo aromatico (amino, hidroxilo, metoxilo), los cuales actian como
grupos activadores que ayudan a la descarboxilacién térmica de los compuestos fendélicos. Como
consecuencia, un compuesto fendlico es mas susceptible a la degradacion térmica cuanto mayor
es el niumero de sustituyentes hidroxilo y menor el de sustituyentes metoxilo (Liazid y col., 2007;
Khuwijitiaru y col., 2014). Este hecho queda de manifiesto al observar, por ejemplo, la
descomposicion mas rapida del acido galico (que contiene tres sustituyentes hidroxilo) en
comparacién con la del acido protocatéquico (dos sustituyentes OH) o p-hidroxibenzoico (un
sustituyente OH) cuando se sometieron a 150 °C durante 30-120 min en soluciones acuosas bajo
condiciones subcriticas (Khuwijitjaru y col., 2014). Por otro lado, los grupos sustituyentes metoxilo
no afectarian el mecanismo de descarboxilacion de los acidos fendlicos, ya que tanto el acido
vanillico como el 4cido p-hidroxibenzoico resultaron estables a una temperatura de 175 °C (Liazid y
col., 2007). Sin embargo, la presencia del grupo hidroxilo en el acido vanillico redujo su estabilidad
a la misma temperatura un 18,5 % en comparacion con el acido veratrico (acido 3,4-
dimetoxibenzoico (Liazid y col., 2007).
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Investigaciones tempranas en granos de cereales sefialaron que una gran proporcidon de
compuestos fendlicos se encuentra en forma ligada a diferentes constituyentes celulares,
pudiendo estas formas conjugadas resultar solubles o insolubles en los solventes de extraccién
(Sosulski y col., 1982). Posteriormente, algunos estudios confirmaron incrementos de los
contenidos de determinados compuestos fendlicos luego de someter semillas a procesos térmicos.
Los autores explicaron que, bajo determinadas condiciones, el procesamiento térmico podria
escindir estas formas conjugadas y liberar parte de los acidos fendlicos ligados, haciéndolos
accesibles a la extraccidon (Dewanto y col., 2002; Zielinski y col., 2006). Por ejemplo, Craf y col.
(2010) observaron marcados incrementos en el contenido de 4cido p-cumdrico luego de tostar
mani a 150 °C durante 15 min. Los autores adujeron que el tratamiento térmico provoco la
liberacion de agliconas de este acido fendlico a partir de algunos derivados del mismo (gliconas),
cuyos niveles de hallaron efectivamente disminuidos a lo largo de la aplicacién del proceso. Por su
lado, Galvez Ranilla y col. (2009) relacionaron los incrementos registrados en el contenido de CFT
(especialmente de los acidos ferulico y p-cumarico) luego de tostar porotos con la reduccidon de los
derivados/conjugados de los 4cidos hidroxicinamicos que se produjo paralelamente durante el
proceso. Resultados similares fueron obtenidos por Rakic y col. (2007), quienes indicaron que el
tratamiento térmico de bellotas de roble (Quercus spp.) a 200 °C durante 10 min degradd los
taninos hidrolizables, resultando un incremento de compuestos fendlicos simples, como el acido
galico. Por otro lado, Randhir y col., (2008) sugirieron que, ademas de la disociacién de las formas
fendlicas conjugadas, el incremento en CFT se produce también por algunas reacciones
posteriores de polimerizacidn/oxidacién de los constituyentes fendlicos, luego de someter brotes
de semillas de trigo (Triticum aestivum), trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum), avena (Avena

sativa) y maiz (Zea mays) a un proceso de autoclavado durante 20 min.
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111.4.1.2. Efecto del tratamiento térmico sobre los productos de la reaccion
de Maillard (PRM)

Considerando la presencia de potenciales sustratos reactivos de la reacciéon de Maillard en semillas
de quinoa y las condiciones favorables para que la reaccidn se lleve a cabo, resulta Gtil monitorear
la formacidn de los PRM durante los diferentes tratamientos térmicos aplicados a las semillas,
dada su posible contribucién a la actividad antioxidante neta evaluada en cada caso. En este
sentido, se estimo el grado de formacidn de fracciones de PRM y se relacionaron los resultados
con actividad antioxidante y poder reductor de las muestras obtenidas luego de los distintos

procesamientos térmicos.

La reaccién de Maillard puede producirse como consecuencia de un tratamiento térmico intenso o
un almacenamiento prolongado de una matriz alimentaria que contenga los sustratos adecuados y
conduce a la formacién de una serie compleja de compuestos, algunos de los cuales han
demostrado exhibir marcadas propiedades antioxidantes (Manzocco y col., 2001; Mastrocola y
col., 2000). Varios estudios han demostrado que la formacion de PRM aumenta la capacidad
antioxidante de alimentos que fueron sometidos a tratamientos térmicos con calor seco (Kim y
col., 2011; Lee y Lee, 2009). En estos casos, se ha sefialado principalmente la accién de los PRM
intermedios y de las melanoidinas, cuya actividad antioxidante se relaciona a la presencia de
estructuras tipo reductona y/o a sus propiedades de quelacién de metales (Manzocco y col.,
2001). Vale sefalar en este punto, que dada la diversidad estructural inherente a los PRM, los
mecanismos por los cuales ejercen su actividad antioxidante son multiples, por lo que es posible
que produzcan aumento del poder reductor, de la capacidad de secuestrar oxigeno, de la

capacidad de quelar metales, entre otros efectos (Hayase y col., 1989; Nicoli y col., 1997).
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111.4.1.2.1 Compuestos fluorescentes intermedios (CFl)

Las vias de formacién y estructuras de los CFl formados en las etapas avanzadas de la RM no se
conocen con exactitud, por lo que una practica habitual es estimar su contenido mediante
mediciones fluorométricas de las muestras a longitudes de onda de excitacion y emision
caracteristicas. Cuando se éxcitd a 353 nm, los espectros de emision de fluorescencia de las
muestras procesadas presentaron un maximo a 438 nm, el cual fue utilizado para cuantificar los
CFl y expresarlos en pg equivalentes de quinina por g de muestra (b.s.) (seccion 11.4.8.1).

En la Figura 3.31 se observan los cambios producidos en los niveles de fluorescencia durante los
diversos tratamientos térmicos aplicados a semillas de quinoa. Se observaron incrementos
significativos respecto del control (p < 0,05) para el tratamiento a 160 °C y especialmente para el
tratamiento a 190 °C, el cual registré los maximos valores de CFl para todos los tiempos
ensayados. Respecto del tiempo de proceso, en los extractos obtenidos a 160°C se observaron
aumentos progresivos de los CFl hasta los 90 min, para luego mantenerse constante para mayores
tiempos de aplicacion. Una tendencia similar se presentd a 190°C, alcanzandose el maximo valor
de CFl a un tiempo menor que a 160°C (60 min) y sin cambios significativos a tiempos posteriores.
La formacion de compuestos fluorescentes en funcidon del tiempo ha sido descripta en varios
sistemas modelo, los que presentaron caracteristicas particulares dependiendo de las condiciones
en las que se produjeron (temperatura, pH y aw) y de los compuestos reaccionantes utilizados.
Algunos presentaron un maximo de fluorescencia, en otros la flourescencia aumenté para luego
mantenerse constante y en otros, la misma aumentdé de manera continua (Morales y van Boekel,
1997; Morales y Jiménez-Perez, 2001; Matiacevich y col., 2005). Los resultados presentados en la
Figura 3.31, permiten observar que las semillas de quinoa procesadas a 160°C y a 190°C
mantuvieron constantes sus respectivos niveles de CFl luego de alcanzar el valor maximo para

cada tratamiento, a los 90 y 60 min, respectivamente. Este comportamiento puede ser explicado
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considerando que los CFl formados sirven de precursores de los pigmentos pardos que se

obtienen en las etapas finales de la RM (Labuza y Baisier, 1992).

120 ©100°C 4130°C m®160°C ®190°C
% 100 - -~
€ -
o T é
= 80 - -
(=
£
> 60 -
2
& 40 i
e ]
= [ ]
= i (]
T 20 .
— T F 4 A I
o= & ¥ * * - .
0 30 60 90 120 150

tiempo de tostado (min)

Figura 3.31. Compuestos fluorescentes intermedios de la reaccidon de Maillard en extractos
obtenidos a partir de semillas de quinoa luego de tratamientos térmicos bajo diferentes

condiciones de temperatura y tiempo.

111.4.1.2.2 Compuestos finales de la reacciéon de Maillard (melanoidinas)

En la Figura 3.32 se muestran los valores de absorbancia a 420 nm correspondientes a los
extractos obtenidos luego de la aplicacién de los diferentes tratamientos térmicos a semillas de
quinoa. A mayor valor de absorbancia, mayor intensidad de la coloracidon parda de los extractos.
De dicha figura, puede observarse que el desarrollo de pigmentos pardos se incrementd a medida
gue aumentdé la temperatura y el tiempo de proceso, excepto en el caso del llevado a cabo a
100°C, en el que no se registré un desarrollo apreciable de pigmentos pardos, a ninguno de los
tiempos ensayados, respecto del control. Un resultado similar se obtuvo a 130°C, para el que la
formacién de pigmentos comenzd a apreciarse a partir de los 90 min de aplicacion del tratamiento

térmico. Por el contrario, la sintesis de pigmentos se hizo evidente a 160°C y especialmente a
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190°C, observandose tendencias crecientes en los contenidos de pigmentos pardos con el

aumento del tiempo del proceso.
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Figura 3.32. Compuestos finales de la reaccion de Maillard en extractos obtenidos a partir de
semillas de quinoa luego de tratamientos térmicos bajo diferentes condiciones de temperaturay

tiempo.

111.4.1.3. Efecto del tratamiento térmico sobre el poder reductor

Se ha sefalado que el potencial o poder reductor es un excelente indicador de la capacidad
antioxidante de un sistema (Chou y col.,, 2009). Estudios previos han sefialado que el poder
reductor de compuestos bioactivos, medido como la capacidad donante de electrones, se
encuentra asociado con su actividad antioxidante. Asi, estos compuestos pueden actuar como
antioxidantes primarios o secundarios, interrumpiendo una reaccion en cadena por radicales libres
al donar un electrén o un atomo de hidrégeno (Yen y Chen, 1995; Shimada y col., 1992). Durante
el desarrollo de la RM, el aumento de los PRM con capacidad reductora se debe principalmente a
la formacidon de compuestos genéricamente conocidos como reductonas, los que pueden ejercer
una actividad antioxidante mediante alguno de los mecanismos anteriormente mencionados

(Nursten, 2005; Nicoliy col., 1999).
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En la Figura 3.33 se presentan los valores correspondientes al poder reductor obtenido en los
extractos de semillas de quinoa luego de ser sometidas a los diferentes tratamientos térmicos. Los
valores estan expresados en ug equivalentes de acido galico/mL y en unidades arbitrarias de
absorbancia a 700 nm, la que resulta proporcional al poder reductor. Se observaron incrementos
progresivos de estos indices a medida que aumentd la temperatura y el tiempo del proceso,
especialmente a 160 °C y 190 °C, para las cuales se obtuvieron los mdximos valores de poder
reductor. Por otra parte, los valores obtenidos para los tratamientos realizados a 100°C y 130°C no

se diferenciaron significativamente entre ellos, ni con el control de semillas sin procesar.
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Figura 3.33. Poder reductor de los extractos obtenidos a partir de semillas de quinoa luego de

tratamientos térmicos bajo diferentes condiciones de temperatura y tiempo.

111.4.1.4. Efecto del tratamiento térmico sobre la actividad antioxidante

En la Tabla 3.19 y Figura 3.34 se presentan los resultados de actividad antioxidante medida como
la inhibicidn de radicales DPPH (%) en los extractos obtenidos a partir de semillas de quinoa sin
procesar (control) y sometidas a distintas combinaciones de temperatura/tiempo. El proceso de

tostado incrementd significativamente la actividad antioxidante respecto al control en los ensayos
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realizados a 160°C y 190°C a todos los tiempos analizados, resultando mayores los valores
correspondientes a la mayor temperatura. En el tratamiento realizado a 160°C el mdximo valor de
actividad antioxidante se obtuvo a los 60 min de proceso, con un incremento del 78 % con
respecto al valor del control. Por otro lado, en el ensayo realizado a 190°C se obtuvo un
incremento del 135% en dicho parametro en relacién al control, a los 30 min de proceso. Es
importante mencionar que luego de alcanzar dichos maximos, los niveles de actividad antioxidante

permanecieron constantes para tiempos superiores de proceso, a ambas temperaturas.

Tabla 3.19. Inhibicion de radicales DPPH expresados como porcentaje de inhibicidon de extractos
obtenidos a partir de semillas de quinoa luego de tratamientos térmicos bajo diferentes

condiciones de temperatura y tiempo.

Tiempo de tostado (min)

Temp (°C) 0 15 30 60 90 120
100  13,93+0,96a 12,55+1,49a  14,08+1,98a  17,62+191a 17,14+2,08a 17,95+0,78a
130  13,93+0,96a 11,80+1,74a  14,83+2,04a  19,21+0,75a 19,19+1,92a 19,40%1,12a
160  13,93+0,96a 19,65+1,95ab 22,49+1,85ab 24,82+169b 24,63+2,23b 24,74t131b
190  13,93+0,96a 26,85+0,58b  32,74+1,59b  30,74+1,07b 31,47+1,23b 30,94+2,45b

Los valores (promedio + D.E.) dentro de misma fila con diferente letra son significativamente

diferentes (p < 0,05).

En contraste, el tostado de semillas de quinoa realizado a 100°C y 130°C no maodifico
significativamente la actividad antioxidante respecto al control, en todos los tiempos del ensayo.
Sin embargo, en los primeros 15 min de proceso a ambas temperaturas, se observaron valores de
actividad antioxidante inferiores al obtenido para el control. Este comportamiento ha sido
observado en otros alimentos sometidos a tratamientos térmicos y puede ser atribuido a la
degradacion que sufren los antioxidantes termolabiles presentes naturalmente, como el acido

ascorbico (Nicoli y col., 1997). También se ha postulado que tanto el acido ascdrbico como ciertos
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compuestos fendlicos pueden intervenir como reactantes en la reacciéon de Maillard, pudiendo
reaccionar directamente o luego de sufrir oxidacién, con los grupos amino de las proteinas o
aminodcidos (Sikorski y col., 2007). Esto tendria como consecuencia una disminucion en los niveles
de dichos compuestos en alimentos tratados térmicamente, resultando una disminucion de la
actividad antioxidante neta en los mismos (Kaur y Kapoor, 2001; Manzocco y col., 2001). También
se ha sugerido que ciertos PRM formados a bajas temperaturas en etapas incipientes del
pardeamiento, poseen propiedades pro-oxidantes que podrian contribuir a una disminucion en la
capacidad antioxidante observada bajo dichas condiciones (Kaur y Kapoor, 2001; Nicoli y col.,
1999). Sin embargo, como se ha observado en algunas semillas, estos efectos negativos sobre la
actividad antioxidante pueden resultar compensados o incluso superados, cuando el tratamiento
térmico se lleva a cabo a altas temperaturas y/o por tiempos prolongados, debido principalmente
a la liberacion de compuestos fendlicos a partir de la fraccién ligada y/o a la formacion de nuevos
PRM con fuerte actividad antioxidante, que ocurren bajo dichas condiciones (Nicoli y col., 1999).
En este sentido, Acar y col. (2009) afirmaron que el efecto neto del tratamiento térmico sobre la
actividad antioxidante depende del balance entre la degradacién térmica de los antioxidantes
presentes naturalmente y la formacién de nuevos PRM con capacidad antioxidante, donde la
cantidad de éstos ultimos dependera a su vez, de la concentracion de reactantes de la reaccién de
Maillard disponible en la matriz. Asi, estos autores observaron fuertes incrementos en la actividad
antioxidante durante el tostado de diversas semillas, los que coincidieron con aumentos en las
concentraciones de PRM, en particular en el caso de semillas ricas en carbohidratos y proteinas

(Acary col., 2009).
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Figura 3.34. Inhibicién de radicales DPPH de extractos obtenidos a partir de semillas de quinoa

luego de tratamientos térmicos bajo diferentes condiciones de temperatura y tiempo.

111.4.1.5. Analisis multivariado de los resultados del tratamiento térmico
aplicado a semillas de quinoa

Con el objetivo de analizar la relacidn entre los diferentes parametros determinados para evaluar
la actividad antioxidante, la composicién de sustancias con estructura fendlica y los indices que
permitieron monitorizar el grado de ocurrencia de la reaccion de Maillard, se calcularon los
coeficientes de correlacion de Pearson (r) para las variables estudiadas. Dichos valores se
presentan en la Tabla 3.20, donde CFT y FT representan las cantidades de compuestos fendlicos
totales y flavonoides totales, respectivamente, DPPH la actividad antioxidante, PR el poder
reductor de los extractos y CFl y Abs 420, los valores indicadores del grado de formacién de
compuestos intermedios y finales de la reaccion de Maillard, respectivamente, luego de la

aplicacion de los procesos térmicos bajo diferentes condiciones a semillas de quinoa.
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Tabla 3.20. Coeficientes de correlacién de Pearson (r) entre los pardmetros medidos en muestras

de quinoa procesadas térmicamente.

CFT FT DPPH PR CFI Abs 420
CFT 1,00
FT 0,89 1,00
DPPH 0,83 0,96 1,00
PR 0,81 0,96 0,96 1,00
CFI 0,73 0,88 0,93 0,96 1,00
Abs 420 | 0,82 0,97 0,95 0,99 0,94 1,00

Cada variable presentd una correlacion positiva significativa (p < 0,05) con el resto de las variables

analizadas, por lo que en principio no fue posible establecer el grupo particular de componentes

(compuestos fendlicos o PRM) que ejercid mayor influencia sobre la actividad antioxidante o el

poder reductor de las muestras. Adicionalmente, se llevéd a cabo un analisis de componentes

principales utilizando los mismos datos. En la Figura 3.35 se muestran los dos primeros

componentes resultantes de dicho analisis, los cuales explicaron el 99,0 % de la varianza total.

Componente 2 (5,2%)
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Figura 3.35. Anadlisis de componentes principales correspondiente a ensayos de tratamiento

térmico de semillas de quinoa. Se indican las posiciones de las muestras en los nuevos ejes (puntos

azules) y los vectores que representan las variables originales (puntos amarillos).
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El componente 1 explicd el 93,8 % de los datos originales, lo que indica que tanto los compuestos
fendlicos como los PRM estan estrechamente relacionados tanto con la actividad antioxidante
como con el poder reductor, una vez que todas las variables (circulos amarillos) tienen valores de
peso similares sobre este componente. El componente 2 permitié diferenciar los compuestos
antioxidantes con estructura fendlica (en sus valores positivos) de los PRM (valores negativos),
aunque se debe considerar que este componente sélo explica un 5,2 % de los datos originales. De
acuerdo a la contribucién relativa de cada variable analizada sobre la actividad antioxidante, se
podria decir que la variable que influyé en mayor medida la inhibicion de radicales DPPH vy el
incremento del poder reductor fue la formacidn de melanoidinas, detectadas a 420 nm y en
menor medida los compuestos fluorescentes intermedios de la RM. Dentro de los compuestos
fendlicos, el de mayor influencia sobre la actividad antioxidante resultdé el grupo de los
flavonoides. Por otro lado, observando la posicidn de los ensayos sobre los ejes (rombos azules) se
puede deducir que a medida que se incrementd la temperatura de los mismos (flecha roja) se
produjo un desplazamiento hacia valores positivos sobre el componente 1, indicando que los
ensayos realizados a 160 °Cy, especialmente a 190 °C, se asociaron con los mayores valores de las

variables estudiadas.

111.4.2. Procesado térmico de harina de quinoa germinada

Esta serie de experiencias se realizé de acuerdo a lo mencionado en el apartado 11.6.1, sometiendo
la harina resultante de quinoa germinada durante 3 dias a un tratamiento térmico a temperaturas
de 100 °C, 145 °Cy 190 °C, respectivamente, durante 30 min. Los resultados de estos ensayos se
presentan en la Tabla 3.21. A fines comparativos, se incluyen en la misma los resultados obtenidos

al aplicar a las semillas cada proceso por separado.
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Tabla 3.21. Contenidos promedios de CFT, FT, AA, PR,CFl y melanoidinas de semillas de quinoa

procesadas térmicamente, germinadas y sometidas al proceso combinado.

CFT (mg FT (mg Inhibicion PR (pg CFl(ug Melanoidinas
EAG/100g) EQ/100g) DPPH (%) EAG/ml) quinina/g) (Abs 420 nm)

Control 39,29 a 11,06 a 13,61 a 8,73 a 1,81a 0,02 a
T100°C 50,60 c 12,65 a 14,08 a 9,55a 1,67 a 0,03 a
T145°C 56,28 d 19,63 c 18,66 b 12,93 b 16,44 b 0,13 b
T190°C 64,46 e 27,51d 32,74 e 21,72d 81,71d 0,32c
G 1dia 47,04 b 12,58 a 16,59 a 11,25 b - -

G 2 dia 61,68 e 15,68 b 22,46 ¢ 14,82 b - -

G 3dia 79,04 f 17,65 b 27,39d 17,03 c - -

G3 +T100 90,53 g 17,82 b 40,68 f 26,10 e 33,88 ¢ 0,18 b
G3+T145 143,29h 41,71 e 70,75 h 48,98 g 126,55 f 0,76 e
G3 +T190 89,68 g 48,97 f 53,04 ¢ 39,74 f 96,84 e 0,48d

T: temperatura, G: germinado. Los valores promedio dentro de misma columna con diferente letra

son significativamente diferentes (p < 0,05).

Analizando cada respuesta, se observd que la combinacién de ambos procesos generd valores
superiores en comparacion a los obtenidos luego de la aplicacidn de cada proceso por separado
bajo las mismas condiciones experimentales. En particular, Los CFT correspondientes al proceso
combinado no variaron segun el mismo patréon que para el caso de semillas sdlo procesadas
térmicamente. Asi, mientras que la aplicacién de este Ultimo proceso en forma aislada provoco
incrementos progresivos de CFT con el aumento de la temperatura utilizada, la combinacion de
procesos de germinacién y térmico, G3+T145, produjo el valor maximo en dicho pardmetro, el que
disminuyd para el proceso combinado realizado a mayor temperatura. Por su parte, los FT

incrementaron progresivamente su contenido con el incremento de la temperatura del proceso
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combinado, observandose un mayor incremento con el aumento de temperatura de 100 °C a 145
°C que cuando la temperatura aumentdé de 145 °C a 190 °C. La tendencia observada en los
contenidos de este grupo particular de compuestos fendlicos se estudiéd mediante el andlisis de los
extractos por HPLC. El examen de los cromatogramas resultantes (Figura 3.36) y los contenidos de
los compuestos fendlicos identificados (Tabla 3.22) permiten observar que se verificaron
incrementos en los contenidos de los acidos fendlicos y flavonoides para el caso de harina de
quinoa germinada sometida a una temperatura de 145 °C, en comparacién con aquella sometida a
100 °C. De manera similar a lo que ocurrié en semillas procesadas térmicamente, un incremento
de la temperatura a 190 °C produjo un descenso drastico en los compuestos del grupo de los
acidos hidroxicinamicos (acidos p-cumarico y ferulico). Por su parte, los flavonoides resultaron ser
los compuestos mas estables a las temperaturas ensayadas, mostrando incrementos significativos
luego de la aplicacién del tratamiento térmico a las semillas a 145°C y a 190 °C, en los que en

particular se observaron aumentos importantes de canferol.
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Figura 3.36. Cromatogramas representativos de extractos etandlicos de semillas de quinoa
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germinadas/tostadas durante 30 min a 100°C (A), 145°C (B) y 190°C (C). Identificacién de picos: 2:

ac. p-hidroxibenzoico; 4: ac. vanillico, 6: 4c. p-cumarico; 7: ac. ferulico; 8: quercetina; 9: canferol.

Tabla 3.22. Contenidos totales (mg/100g b.s.) de los acidos fendlicos y flavonoides identificados en
semillas de quinoa sin procesar y sometidas al proceso combinado de germinacion/tratamiento

térmico a 100°C, 145°C y 190°C durante 30 min.

Compuesto Control (0 min) G3+T100°C G3+T145°C G3+T190°C
Ac. galico n.d. n.d. n.d. n.d.

Ac. p-OH-benzoico 0,22+0,02° 3,08+0,17 ° 7,81+0,72 ¢ 7,17+0,08
Ac.vanillico 0,88+0,11° 8,97+0,29 10,67+0,91 ° 5,80%0,02 °

Total dc. Hidroxibenzoicos  1,09+0,07° (51%) 12,051-0,2b(58%) 18,4810,54 ° (47%) 12,97i0,04d(70%)

Ac. clorogénico n.d. n.d. n.d. n.d.
Ac. cafeico n.d. n.d. n.d. n.d.
Ac.p-cumarico 0,09+0,05 ° 2,3240,04 ° 7,46+0,04 n.d.
Ac. ferdlico 0,57+0,09 ° 5,50+0,07 ° 9,19+0,54 n.d.

Total dc. Hidroxicindmicos — 0,66+0,09 ° (31%) 7,82i0,04b(38%) 16,6520,26 “(42%) n.d.

Total 4cidos fendlicos 1,75+0,07° 19,86+0,03 35,1340,35 ° 12,97+0,04 °
Quercetina 0,23+0,02 ° 0,65+0,01 " 2,6240,13 ° 1,75+0,00 ¢
Canferol 0,15+0,04 ° 0,17+0,00° 1,47+0,13° 3,88+0,03 °

Total flavonoides 0,37+0,03" (18%) 0,82+0,01° (4%) 4,10%0,13°(10%) 5,63+0,02° (30%)
Total compuestos 2,130,06 ° 20,69+0,03 ° 39,2340,27 © 18,60+0,03
fenélicos (100%) (100 %) (100 %) (100 %)

Los valores (promedio + D.E.) dentro de misma fila con diferente letra son significativamente

diferentes (p < 0,05). n.d = no detectado.

Por otro lado, los compuestos de la reacciéon de Maillard (CFl y melanoidinas) evaluados en el
proceso combinado incrementaron sus niveles, alcanzando el maximo aumento cuando la
temperatura pasé de 100 °C a 145 °C (Tabla 3.21). Este incremento es debido al incremento de

reactantes de la reaccién de Maillard que se produce durante el germinado, cuya formacién de
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productos derivados de la reaccién es mas intensa a 145 °C que a 100 °C. Durante la germinacion
de las semillas se produce la hidrélisis de sustancias de reserva, tales como almiddn para dar
dextrinas o monosacdridos y de proteinas que generan péptidos o aminodcidos libres, productos
gue son luego movilizados desde los cotiledones al eje embrionario en desarrollo (Bau y col., 1997;
Alonso y col., 2000). Los grupos carbonilo de los azucares reductores liberados y los grupos amino
libres de aminoacidos, péptidos o proteinas resultantes, son capaces de dar lugar a la primera
etapa de la compleja RM, por medio de una reaccién de condensacidn que genera una base de
Schiff (Martins y col., 2001; Zhang y Zhang, 2007). Por otro lado, es bien conocido que el
incremento de temperatura aumenta la velocidad de la reaccién de Maillard y consecuentemente
la formacién de productos, como ha sido comprobado en diferentes sistemas modelo aminoacido-
azucar calentados a diferentes temperaturas (Miller y col., 1980, Benzing-Purdie y col., 1985;
Wijewickreme y col., 1997) o en ciertos alimentos como jugo de naranja o leche en polvo (del
Castillo y col., 1998; Morales y col., 1997). Sin embargo, en el presente estudio el incremento de
temperatura a 190 °C produjo una disminucidon en los niveles de los PRM evaluados en
comparacién con la muestra sometida a 145 °C (Tabla 3.21). Esto podria ser debido a la
degradacion térmica que sufren los precursores de la reaccidon de Maillard bajo las condiciones de
alta temperatura utilizada y bajo contenido de humedad de la muestra (Wnorowski y Yaylayan,
2000; Yahya y col., 2014). Tal es el caso de la glucosa, que sufre degradacidon térmica a

temperaturas superiores a los 150 °C (Nursten, 2005).

Finalmente, la actividad antioxidante y el poder reductor siguieron la misma tendencia que los CFT
y los PRM evaluados (Tabla 3.21), es decir, sus niveles aumentaron, alcanzando el mdaximo
incremento en la condicion G3+T145 (valores que superaron en 5 veces el valor obtenido para el
control). El posterior incremento de la temperatura (190 °C) redujo los valores de inhibicién de

radicales DPPH y poder reductor en un 25 % y 19 %, respectivamente. Estos resultados
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concuerdan con los obtenidos por Coghe y col. (2006), quienes observaron un incremento
maximo en la inhibicidon de radicales DPPH al tostar granos de cebada germinados a 150 °C,
mientras que en muestras tostadas a 180 °C, los autores observaron una reduccién en dicho
pardmetro, justificando dicho resultado por la pérdida de grupos funcionales con actividad
antiradicalaria formados a 150 °C en reacciones de polimerizacién que ocurren a temperaturas

superiores.

111.4.2.1. Analisis multivariado de los resultados del tratamiento térmico
aplicado a harina de quinoa germinada

En la Tabla 3.23 se presentan los coeficientes de correlacion de Pearson (r) para las variables
estudiadas, donde CFT y FT representan las cantidades de compuestos fendlicos totales y
flavonoides totales, respectivamente, DPPH la actividad antioxidante, PR el poder reductor de los
extractos y CFl y Abs 420, los valores indicadores del grado de formaciéon de compuestos
intermedios y finales de la reaccién de Maillard, respectivamente, luego de la aplicacion de los

procesos combinados de germinacién y tostado, bajo diferentes condiciones a semillas de quinoa.

Tabla 3.23. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre los parametros medidos en muestras

de quinoa sometidas a proceso combinado de germinacién y proceso térmico.

CFT FT DPPH PR CFI Abs 420
CFT 1,00
FT 0,74 1,00
DPPH 0,96 0,88 1,00
PR 0,93 0,91 0,99 1,00
CFI 0,79 0,92 0,91 0,92 1,00
Abs 420 | 0,85 0,90 0,93 0,95 0,98 1,00

Cada variable mostré correlacion positiva significativa (p < 0,05) con el resto de las variables
analizadas, por lo que no fue posible determinar qué grupos de compuestos contribuyeron en

mayor medida sobre la actividad antioxidante o el poder reductor resultantes de las muestras.
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Adicionalmente, se realizd un analisis de componentes principales, utilizando los datos obtenidos
en los ensayos con semillas de quinoa sdlo germinadas, con aquellas sdlo tratadas térmicamente y
con los que resultaron de la combinaciéon de ambos procesos (Figura 3.37). En este caso los dos
primeros componentes explicaron el 97,7 % de la varianza total, de la cual el componente 1

representa el 92,1 % de los datos originales.
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Figura 3.37. Andlisis de componentes principales correspondiente a ensayos de germinacion,
tratamiento térmico y combinacidon de ambos procesos de semillas de quinoa. Se indican las
posiciones de las muestras en los nuevos ejes (puntos azules) y los vectores que representan las

variables originales (puntos amarillos).

En dicha figura se puede observar que tanto los compuestos fendlicos como los PRM estan
estrechamente relacionados con la actividad antioxidante y el poder reductor, ya que todas las
variables tienen valores de peso similares sobre el componente 1. El componente 2 puede explicar
la contribucién relativa de cada variable analizada sobre la actividad antioxidante, aunque se debe

considerar que este componente explica sélo un 5,6 % de los datos originales. Bajo esta
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consideracion, en los procesos aplicados se puede deducir que a medida que se incremento la
temperatura de tostado en las semillas o los tiempos de germinacion (flechas azules) se produjo
un desplazamiento hacia valores positivos sobre el componente 1, indicando que el incremento de
ambos pardmetros de proceso coincide con los mayores valores de las variables estudiadas. Una
observacién interesante es que el componente 2 permitié diferenciar ambos procesos: mientras
que el incremento de la temperatura se relacioné con el incremento en los contenidos de los PRM
y compuestos flavonoides, el incremento del tiempo de germinaciéon se asocid a los contenidos de
CFT y actividad antioxidante. Por su parte, en la combinaciéon de procesos se observd que el
incremento en el valor sobre la componente 1 se produjo al incrementar la temperatura de 100 °C
a 145 °C (flecha roja), en cuyo caso un aumento de la temperatura de tostado (190 °C) produjo una
disminucién de los valores sobre dicha componente. Asi, la muestra que mostré mayor peso sobre
la componente 1y que se asocid en mayor medida con las variables estudiadas fue la combinacién

G3+T145.

111.4.3. Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta cuarta parte del capitulo han mostrado el efecto de la aplicacidn
de diferentes tratamientos térmicos sobre el nivel de compuestos antioxidantes y actividad
antioxidante, tanto en semillas de quinoa como en harina obtenida a partir de brotes germinados
durante tres dias, combinando en esta Ultima serie de experiencias el proceso de germinacién con

un posterior tratamiento térmico.

Las semillas de quinoa sometidas a las diferentes combinaciones de tiempo/temperatura
ensayadas mostraron diferencias en los diferentes pardmetros evaluados. De manera general, el
incremento de temperatura condujo a aumentos en los niveles de compuestos fendlicos totales,

flavonoides totales, productos de la reaccién de Maillard (compuestos fluorescentes intermedios y
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melanoidinas) y actividad antioxidante. En la mayoria de estas respuestas, sélo los valores
obtenidos a 160°C y 190 °C fueron significativamente diferentes a los correspondientes al control,
alcanzdndose valores maximos a los 30 0 60 min de proceso para luego mantenerse practicamente
constantes para tiempos superiores de proceso. De esta manera, se pudo concluir que la actividad
antioxidante observada luego de la aplicacién de los diferentes procesos dependié del balance
entre la degradacién térmica de los antioxidantes presentes naturalmente en las muestras y la
formacién de nuevos compuestos con capacidad antioxidante, resultando en un efecto neto sobre
la actividad antioxidante en la que se compensd o superd las disminuciones provocadas por la
degradacion de antioxidantes naturales en el caso de muestras sometidas a un tratamiento
térmico de condiciones mas drasticas (mayor temperatura y/o tiempos de procesado).

La combinacién del procesos (germinado / tratamiento térmico) mostré ser una alternativa
interesante para incrementar la actividad antioxidante de las semillas de quinoa, ya que se
alcanzaron valores superiores en todas las respuestas evaluadas, en comparacién a los
correspondientes luego de la aplicacién de cada proceso por separado, bajo las mismas
condiciones. A diferencia de las muestras sélo procesadas térmicamente (que incrementaron
progresivamente los valores de respuesta con incrementos en la temperatura de proceso), en la
combinacion de procesos se alcanzaron los maximos valores de actividad antioxidante y de la
mayoria de las respuestas evaluadas utilizando una menor temperatura. De esta manera, la
combinacion de procesos resultd ser mas eficiente en la mejora de la capacidad antioxidante de
las semillas de quinoa, a la vez que permitié reducir el consumo energético durante el proceso

térmico.
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l11.5. Irradiacion con luz UV

111.5.1. Estudios preliminares de irradiacion sobre semillas y brotes

Se evaluaron diferentes dosis de radiacién UV-C sobre semillas remojadas y sobre brotes con el
propdsito de determinar aquella que produzca el mayor efecto en la acumulacién de compuestos
fendlicos e incremento de la actividad antioxidante bajo las condiciones experimentales utilizadas.
La Figura 3.38 muestra el contenido de CFT para los diferentes tiempos de irradiacién UV-C

ensayados sobre semillas remojadas y brotes.
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Figura 3.38. Contenido de CFT en extractos obtenidos a partir de semillas y brotes de quinoa luego

de tratamiento de irradiacién con luz UV-C durante distintos tiempos.

El analisis estadistico de los datos indicd que en las semillas irradiadas no se produjeron
modificaciones en el contenido de CFT, para todos los tiempos ensayados. respecto del control.
Por el contrario,en los brotes irradiados se observd un incremento que fue significativo para el
tiempo de irradiacién de 60 min (26,7 kJ/m?), cuyo valor promedio resulté ser 18 % superior
respecto del valor obtenido para el control de brotes sin irradiar. Este resultado indica que la luz
UV actud como agente inductor de estrés sobre los brotes y el incremento en el contenido de

compuestos fendlicos observado podria ser parte del mecanismo de defensa de las plantulas de
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quinoa al estrés inducido por la luz UV. Estudios previos han indicado que la irradiacion UV puede
incrementar la expresién y actividad de enzimas del metabolismo secundario de las plantas, tales
como la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la chalcona sintasa (CHS), acelerando la biosintesis y
acumulaciéon de compuestos fendlicos (Jenkins y col., 2001; Shetty y col., 2002; Pluskota y col.,
2005; Tang y col., 2010; Wei y col., 2013). Se ha postulado que la proteccidn contra la radiacién UV
por parte de estos compuestos (principalmente flavonoides y otros fenilpropanoides) se debe a
qgue absorben ciertas bandas de este tipo de radiacion y por lo tanto actian como filtros naturales
(Hashiba y col., 2006; Liakoura y col., 2001), ademds de que pueden reducir eficazmente el
impacto de los radicales libres formados durante dicho periodo (Spitaler y col., 2006). Es por ello
que se ha mencionado que estos compuestos se acumulan principalmente en las capas
epidérmicas de hojas y tallos que reciben una mayor exposicion de radiacion (Dixon y Paiva, 1995).

Esta podria ser la causa del incremento en CFT observado en los brotes y no en las semillas.
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Figura 3.39. Actividad antioxidante de extractos obtenidos a partir de semillas y brotes de quinoa

luego de tratamiento de irradiacidn con luz UV-C durante distintos tiempos.

Respecto a la actividad antioxidante, en las semillas irradiadas no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) para los tiempos de irradiacion ensayados (Figura 3.39).

Por su parte, los brotes irradiados mostraron un leve incremento en la inhibicion de radicales
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DPPH con una tendencia similar a la que presentd el contenido de CFT, con incrementos

observados a los 60 y 90 min de irradiacién, estadisticamente significativos respecto del control.

En un estudio donde se evalué el efecto de la aplicacion de los tres tipos de irradiaciéon UV (UV-A,
UV-B y UV-C) por diferentes tiempos sobre hojas de gandul (Cajanus cajan) se observé que la luz
UV-C indujo el mayor incremento en CFT y en menor tiempo de irradiaciéon, comparado con UV-By
UV-A (Wei y col.,, 2013). Ademas, tiempos superiores de irradiacién no produjeron mayores
incrementos en el nivel de CFT, de manera similar a lo observado en el presente estudio para
brotes de quinoa. En el caso de gandul, el mismo estudio citado previamente, encontré que la
actividad antioxidante (medida como inhibicidn de radicales DPPH) de los extractos obtenidos fue
superior para una dosis mayor de irradiacién UV-B, concluyendo entonces que la acumulacién de
fitoquimicos es especifica segln el tipo de radiacion (Wei y col., 2013). Varios autores han
observado que, a diferencia de la luz UV-A, la luz UV-B y UV-C tiene la capacidad de incrementar la
concentracién de compuestos fendlicos totales (principalmente flavonoides) en hojas de plantas
tales como pimiento (Capsicum annumm) (Mahdavian y col., 2008), trigo duro (Balouchi y col.,
2009), soja (Enteshari y col., 2006) o en la piel de ciertos frutos tales como uva (Zhang y col., 2012)
o arandanos (Wang y col.,, 2009). Por el contrario, otros autores no han observado tales
incrementos en los niveles de CFT y FT, como es el caso de cultivos de Scenedesmus quadricauda
expuestos durante una hora a radiacion UV-C (Kovacik y col., 2010). De esta manera, la irradiacion
UV podria ser considerada como un proceso efectivo para inducir la biosintesis de sustancias con

potenciales propiedades saludables, aplicable sélo en el caso de determinadas especies vegetales.

Considerando que en los ensayos preliminares de irradiacidn se evalud el efecto de la luz UV sobre
los estadios extremos de germinacién (semillas y brotes de 3 dias), en la segunda serie de

experiencias de irradiacion se decidié considerar también los estadios intermedios de germinacion
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y evaluar posibles cambios en el contenido de polifenoles y actividad antioxidante durante
tiempos posteriores de incubacién. De acuerdo a los resultados obtenidos en los estudios
preliminares, se selecciond para los ensayos posteriores un tiempo de irradiacion 60 min, que

corresponde a una dosis de 26,7 kJ/m?.

111.5.2. Irradiacion UV-C durante la germinacion de semillas de
quinoa

Esta serie de experiencias se realizé segun el plan detallado en la Tabla 2.6, donde se irradié cada
estadio de germinacién con una dosis de exposicion de 26,7 ki/m” y se tomaron muestras cada 24
h, hasta el cuarto dia de germinacidn, inlcusive, para observar el efecto de la radiacién durante un
periodo de incubacién posterior. La Figura 3.40 muestra ejemplos de los brotes irradiados en cada
estadio, obtenidos el cuarto dia de germinaciéon. En la misma se puede apreciar que la exposicidn a

la luz UV-C causé daiios en las células que componen la radicula y también se observé una mayor

pigmentacion en los brotes irradiados en estadios avanzados.

i
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Figura 3.40. Brotes obtenidos el cuarto dia de germinacion luego de la aplicacién de una dosis de

irradiacion UV-C de 26,7 kJ/m” en los distintos estadios de germinacion.
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111.5.2.1. Efecto sobre el contenido de CFT, FT y betalainas totales

La Figura 3.41 muestra el efecto de la dosis de radiacién UV-C (26,7 ki/m?) sobre el contenido de
CFT en cada estadio de germinacién y su efecto residual durante al menos 24 hs de incubacién
posterior. Es interesante analizar en esta figura el nivel de CFT de cada estadio comparado con el
respectivo control de semillas/brotes sin irradiar. De manera general, se observd que cada estadio
de germinacion irradiado resulté en valores similares o inferiores a su respectivo control, excepto
para la muestra irradiada el dia 3 (13) la cual mostrd diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05) respecto de su control. Estos resultados muestran que el efecto de acumulacion de CFT
debido a la radiacién UV se produce a partir de que los brotes exponen los cotiledones y son éstos
ultimos los que reciben la radiacién y los responsables de desencadenar la respuesta al estrés

inducido por la luz UV-C.
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Figura 3.41. Contenido de CFT para los diferentes estadios irradiados con luz UV-C (26,7 kJ/m?).

El efecto de la radiacién UV-C en cada estadio sobre el contenido de FT se muestra en la Figura
3.42. Se puede observar que las muestras irradiadas no mostraron diferencias respecto del control
(p < 0,05) para cada estadio de germinacion. De manera similar, Kovacik y col. (2010) no
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observaron incrementos en los niveles de FT en cultivos de Scenedesmus quadricauda expuestos
durante una hora a radiacién UV-C. Por el contrario, otros autores han mencionado incrementos
en el nivel de FT luego de irradiar plantas adultas bajo luz UV-C (Enteshari y col., 2006; Mahdavian
y col., 2008). Por su parte, Guajardo-Flores y col. (2014) observaron incrementos en los contenidos
de ciertos flavonoides en las cubiertas seminales de porotos negros irradiados con luz UV-C
durante 10 h. Sin embargo varios trabajos mencionan la fraccién de radiacion UV-B como aquella
capaz de regular la biosintesis de los compuestos flavonoides en plantas (Shirley 1996; Logemann
y col., 2000; Lavola y col., 2003; Jansen y col., 2008; Zhang y Bjérn, 2009). Esto se debe a que la
radiacion UV-B induce cambios complejos en la expresidon génica de las plantas (Jansen y col,,
2008) donde ciertas enzimas implicadas en la ruta de la biosintesis de flavonoides tales como la
fenilalanina amonio liasa (PAL) y chalcona sintasa (CHS) han sido identificadas como inducibles por
la radiacion UV-B (Schnitzler y col., 1996; Pluskota y col., 2005; Zhang y Bjorn, 2009; Wei y col.,

2013).

A pesar de que investigaciones recientes han permitido aumentar el conocimiento en el tema, los
cambios en los niveles de los metabolitos en las plantas inducidos por la luz UV parecen ser
especificos segun la especie y/o cultivar y dependen también de la severidad y la dinamica de
exposicién, asi como de otros parametros ambientales (Jansen y col., 2008). Los mecanismos por
los cuales se acumulan ciertos compuestos fendlicos en las diferentes plantas sometidas a la
radiacion UV son demasiado complejos y muestran la necesidad de estudiarlos en mayor detalle

para alcanzar conclusiones mas acertadas (Zhang y col., 2012; Katerova y col., 2012).
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Figura 3.42. Contenido de FT para los diferentes estadios irradiados con luz UV-C (26,7 kl/m?).

Se ha mencionado en el caso de numerosas especies de plantas superiores la presencia transitoria
de ciertos pigmentos, justo después de la germinacién de las semillas (Kubasek y col., 1992) y se
ha explicado que la acumulacién de estos compuestos, de color rojo o purpura, es consecuencia
de un proceso de estrés de la planta (Winkel-Shirley, 2002). En los brotes de quinoa obtenidos en
esta serie de experiencias, pudo observarse el desarrollo de una pigmentacion violacea rojiza
sobre los cotiledones e hipocdtilo de los mismos (Figura 3.40), que a simple vista resultdé ser mas
intensa sobre los brotes irradiados en estadios avanzados de germinacion. La coloracién en las
plantas de quinoa se debe a la presencia de betalainas (en lugar de antocianinas) por pertenecer
taxondmicamente al orden de las Caryophyllales (Castellanos-Santiago y Yahia, 2008; Repo-
Carrasco y col., 2010). Betalainas y antocinaninas son dos familias diferentes de pigmentos que no
se encuentran juntas en la misma planta. Las razones evolutivas de esta aparente exclusién mutua
no han sido adecuadamente explicadas, sin embargo, a nivel bioquimico, ha sido demostrado que
las enzimas relevantes para la produccién de antocianinas no son expresadas en las plantas
productoras de betalainas (Shimada y col., 2007; Brockington y col., 2011). Existen dos tipos de

betalainas: betaxantinas y betacianinas. Las betaxantinas son derivados iminicos del acido
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betaldmico con diferentes aminas y aminoacidos que les otorgan una pigmentacién de color
amarillo, mientras que en las betacianinas el dcido betalamico aparece condensado con ciclo-
dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA) y son de color violeta (Gandia-Herrero y Garcia-Carmona, 2013).
La presencia conjunta de ambos pigmentos genera tonalidades del naranja al rojo, siendo posibles
ademads una serie de distintos patrones jaspeados (Gandia-Herrero y col., 2005). Se ha
mencionado que las betalainas son moléculas bioactivas con una fuerte actividad antioxidante
(Escribano y col., 1998; Cai y col., 2003; Gandia-Herrero y col., 2012), es por ello que se estimo el
contenido de ambos tipos de betalainas en cada una de las muestras obtenidas. Los resultados se

presentan en la Figura 3.43.
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Figura 3.43. Contenido de betacianinas y betaxantinas en brotes de quinoa irradiados en los

diferentes estadios de germinacion con luz UV-C.

En ambas figuras se puede observar, que tanto el contenido de betacianinas como de betaxaninas
se incrementd progresivamente con los dias de germinacién y en general, las muestras irradiadas
en los diferentes estadios mantuvieron valores similares al respectivo control, excepto en el cuarto
dia donde se observd un incremento en el contenido de betacianinas (43 %) para la muestra 13

respecto del control. Para esta muestra, se observd una disminucién en el contenido de
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betaxantinas, aunque dicho valor no fue significativamente diferente (p < 0,05) del control. El
contenido de betalainas totales (betacianinas + betaxantinas) se muestra en la Figura 3.44. En la
misma se observd que para cada dia las muestras irradiadas fueron similares al control excepto en

el cuarto dia donde la muestra 13 fue significativamente diferente del control, 10 e I1.
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Figura 3.44. Contenido de betalainas totales en los diferentes estadios irradiados con luz UV-C.

A diferencia de otras familias de pigmentos vegetales, la ruta biosintética de las betalainas aun no
ha sido aclarada totalmente. Sin embargo, en afos recientes han sido demostradas
experimentalmente muchas reacciones que parecen estar involucradas. El uso de herramientas
moleculares que no estaban disponibles en la concepcidén temprana de esta ruta biosintética ha
demostrado el papel central de enzimas tales como 4,5-DOPA-extradiol-dioxigenasa, tirosinasa o
betanidin-glucosiltransferasa (Gandia-Herrero y Garcia-Carmona, 2013), para las cuales se ha
mencionado que en las plantas, sus sintesis estan reguladas a nivel transcripcional (Joy y col.,
1995; Sepulveda-Jiménez y col., 2005; Sasaki y col., 2009). Por lo tanto se podria hipotetizar un
efecto inductivo por parte de la luz UV en la transcripcion génica de ciertas enzimas claves de la

ruta biosintética de las betalainas, tal como sucede para la ruta de los fenilpropanoides por
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ejemplo. En este sentido, Ibdah y col. (2002) encontraron una acumulaciéon de betacianinas en
plantas de la especie Mesembryanthemum crystallinum irradiadas con diferentes franjas de luz
UV. De manera interesante, los autores observaron un mayor acimulo de betanina a medida que
disminuyeron progresivamente la longitud de onda dentro del rango ultravioleta, lo que afirma el

incremento de BT observado en el presente estudio.

111.5.2.3. Efecto sobre la actividad antioxidante

En la Figura 3.45 se presentan los resultados de actividad antioxidante medida como la inhibicidn
(%) de radicales DPPH en la muestras sin irradiar (controles) y aquellas irradiadas en cada estadio
de germinacién. Estadisticamente no existieron diferencias significativas (p > 0,05) en las muestras
irradiadas dentro de cada dia, excepto en la muestra 13 del cuarto dia, donde se observd un

incremento de 21 % en la inhibicidn de radicales DPPH respecto del valor obtenido para el control.
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Figura 3.45. Inhibicion de radicales DPPH para los diferentes estadios irradiados con luz UV-C (26,7

kJ/m?).

Este resultado confirma por un lado que la irradiacion de una dosis de luz UV-C sobre semillas o
brotes previos al desprendimiento de las cubiertas seminales no tiene efecto sobre la inhibicién de
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radicales DPPH. Ademas se confirmé que la irradiacion de dicha dosis no tuvo efecto residual en la
induccién de una respuesta antioxidante cuando la exposicidn se realizé en un estadio temprano y

posterior incubacion de la muestra.

111.5.3. Integracion de los resultados de irradiacion UV-C durante la
germinacion de semillas de quinoa

La Figura 3.46 presenta el analisis de componentes principales aplicado a los resultados obtenidos
en el proceso de irradiacién UV-C durante la germinacién de las semillas de quinoa. En este caso
los dos primeros componentes explicaron el 98,6 % de la varianza total, donde el componente 1

explicé el 94,5 % de los datos originales.
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Figura 3.46. Andlisis de componentes principales correspondiente a ensayos de irradiacién de

semillas de quinoa con luz UV en diferentes estadios de germinacion.

De esta manera, se pudo observar que todas las variables analizadas guardaron relacion con la

actividad antioxidante debido a los valores de peso similares sobre este componente. El
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componente 2 puede explicar la contribucién relativa de cada tipo de compuesto analizado sobre
la inhibicién de radicales DPPH y poder reductor. De esta manera se observé que las betacianinas
acumuladas en los brotes contribuyeron en mayor medida a la inhibicion de radicales DPPH con un
aporte importante de los CFT. Por otro lado, observando la ubicacion de los ensayos sobre los ejes
se puede deducir que en cada estadio de germinacién las muestras obtuvieron valores de peso
similares sobre la componente 1, siendo esta diferencia mayor en el cuarto dia, donde la muestra
I13D4 adquiere el mayor peso sobe esta componente mostrando su asociacidn con las variables de

actividad antioxidante, betacianinas y CFT.

111.5.4. Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta quinta parte del capitulo han mostraron en primera instancia que
la aplicacién de una dosis de radiacién UV-C de 26,7 ki/m? produjo un efecto positivo significativo
sobre la acumulacién de compuestos fendlicos e incrementd la actividad antioxidante en brotes
del tercer estadio de germinacién, no observando tal efecto en el caso de semillas de quinoa

remojadas y posteriormente germinadas.

La aplicacidn posterior de la misma dosis de exposicidon UV-C en los diferentes estadios de
germinacion y posterior incubacion de los brotes mostrd que la irradiacién UV-C tuvo un efecto
sobre la acumulaciéon de compuestos fendlicos totales y pigmentos betaldmicos (principalmente
betacianinas) sélo durante la irradiacién del estadio de germinacién mas avanzado, mientras que
no se observd tal efecto en el nivel de compuestos flavonoides para ninglin estadio de
germinacion irradiado. Los incrementos mencionados en tales compuestos antioxidantes se
correspondieron con un incremento significativo de la actividad antioxidante para el mismo
estadio de germinacién. De esta manera, la combinacién del proceso de germinacién con la

posterior aplicacion de una dosis de radiaciéon UV-C mostrd cierta efectividad para mejorar el
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contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de semillas de quinoa en

comparacion a considerar sélo el proceso de germinaciéon de las semillas.

111.6. Comparacion de los procesos aplicados

Para determinar cual de los procesos aplicados en el presente trabajo resulté mas eficiente con el
fin de mejorar las propiedades antioxidantes de semillas de quinoa, se realizé6 una comparacién
entre los resultados de variables comunes obtenidos a partir de una serie de ensayos
seleccionados. En la Figura 3.47 se presentan los valores obtenidos de concentraciones de CFT, FT
y actividad antioxidante correspondientes a los siguientes ensayos: control (semillas sin procesar),
tratamiento térmico (100, 145 y 190 °C por 30 minutos, respectivamente), germinacién (3 dias
bajo condiciones dptimas), proceso combinado de germinacién e irradiacién UV-C (brotes de
cuatro dias irradiados con una dosis de 26,7 kJ/m® durante el tercer dia de germinacién) y
finalmente proceso combinado de germinacidon y tratamiento térmico (brotes de tres dias
deshidratados molidos con posterior tratamiento térmico a 100, 145 y 190 °C durante 30 min,
respectivamente). La linea verde horizontal indica el nivel de inhibicion de radicales DPPH
obtenido para el control y permite comparar el efecto que causé cada proceso sobre dicha

variable.

Dentro de cada serie de ensayos correspondientes a la aplicacion de los procesos de tratamiento
térmico, germinacion, germinacién + irradiacién UV-C y germinacion + tratamiento térmico, los
maximos incrementos alcanzados respecto al control sobre los valores de actividad antioxidante
fueron: 141 %, 101 %, 164 % y 420 %, respectivamente. De esta manera, la aplicacidn del proceso
combinado germinacidon + tratamiento térmico a 145 °C durante 30 min condujo al mayor
incremento de actividad antioxidante, como asi también del contenido de CFT en semillas de

quinoa.

211



Resultados y Discusion

160 - - 80

140 - e CFT e FT AA f - 70

=
N
o

[any
o
o

CFT (mg EAG/100g)
FT (mg EQ/100g)
[e2) [0
o S

Inhibicion DPPH (%)

IS
o

N
o

(0\ o (I o (/ o Q} b\’b 6\’0 6\’0 6\% A,(I QQ bs') QQ

Y Ky
X X X
&> [

Figura 3.47. Contenidos de CFT, FT y AA luego de la aplicacién de procesos seleccionados a

semillas de quinoa.

l11.7. Elaboracion de tapas de alfajores de almiddn de maiz
enriquecidas en compuestos antioxidantes

De acuerdo a los resultados presentados en el apartado anterior, el ingrediente obtenido luego de
la aplicacidon del proceso combinado de germinacidn y posterior tratamiento térmico a 145 °C
durante 30 min a partir de semillas de quinoa, fue seleccionado para formular un producto
alimenticio rico en compuesto antioxidantes y con potenciales propiedades funcionales. Con este
propdsito se realizaron ensayos tendientes a la obtencidon de una formulacion éptima de tapas de
alfajores de almidén de maiz, sustituyendo distintas proporciones de la materia prima basica de

este producto por el ingrediente de quinoa (1Q) seleccionado. La Figura 3.48 muestra los productos
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elaborados con 10, 20 y 30 % de 1Q asi como el producto control formulado con 100 % de almiddn

de maiz.

Figura 3.48. Aspecto de las tapas de alfajores elaboradas con 100 % de almiddén de maizy

reemplazo del mismo en 10, 20y 30 % por el IQ.

111.7.1. Caracterizacion composicional de los productos formulados

La Tabla 3.24 presenta la composicidon centesimal de las tapas de alfajores de almidén de maiz
elaboradas segln las distintas formulaciones ensayadas como asi también la correspondiente al IQ
y al producto control sin agregado de Q. El reemplazo de almidén de maiz en un 10, 20 o0 30 % por
el 1Q propuesto no mostrd diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre las
formulaciones ni en comparacién al control para los contenidos de grasas totales, cenizas y
carbohidratos. Respecto al contenido de proteinas se observé un incremento gradual a medida
que se incorpord una mayor cantidad del 1Q en las diferentes formulaciones de tapas de alfajores.
Este aumento fue notorio debido a que en la formulaciéon control no se utilizaron ingredientes
que aporten cantidades importantes de proteina en el producto final y por lo tanto la adicion de
un ingrediente con buen aporte proteico (como el utilizado en este caso) produce aumentos

claramente visibles.
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Tabla 3.24. Composicidn centesimal del ingrediente de quinoa utilizado y las diferentes

formulaciones de tapas de alfajores ensayadas.

Ingrediente Formulaciones de tapas de alfajores (% b.s.)
de Quinoa P Py
(% b.s.) 1°°d/e° ::}'zdm 10-10 % 10-20 % 10-30 %

Materia seca 95,64+1,83  94,87+0,46% 9459+052° 9581+0,77%° 95,83+0,83°
Proteinas 15,60 + 0,32 2,78+0,35° 3,50+0,27*"  4,36+0,21°°  511+0,22°
Grasas totales 4,49+0,28  28,78+048° 28,81+057*° 2885+0,46° 29,15 0,53
Fibra dietaria 14,9+ 0,76 2,43+0,35° 3,92+0,38*" 584+042°° 7,04+0,61°
Cenizas 3,30+0,11 0,33+0,06° 0,46 +0,08° 0,65+0,11*> 0,74 + 0,09°

Carbohidratos* 61,71+1,34 65,68+ 1,80°  63,31+1,99° 60,30+ 1,87° 57,96 +2,62°

Valores expresados como promedio + D.E. (n=2). Los valores dentro de una misma fila con
diferente letra son significativamente diferentes (p < 0,05).

*Calculados por diferencia.

En los ultimos afos se han publicado varios trabajos de investigacién que han evaluado las semillas
de quinoa o fracciones de las mismas para su incorporacidon en la formulacién de diversos
productos, generalmente con el objetivo de mejorar sus caracteristicas nutricionales. En este
sentido, Alvarez-Jubete y col., (2009) evaluaron las harinas de amaranto, quinoa y trigo sarraceno
como potenciales ingredientes saludables para mejorar la calidad nutricional de panes libres de
gluten. Los panes resultantes mostraron mayores contenidos de proteina, grasa, fibra y minerales
en comparacion a un control elaborado con harina de arroz y almidén de papa, concluyendo que
las semillas evaluadas representan una alternativa saludable a los ingredientes utilizados
frecuentemente en este tipo de productos. De manera similar, Hager y col. (2012) investigaron la
composicion nutricional de siete harinas comerciales libres de gluten (avena, arroz, sorgo, maiz,

tef (Eragrostis tef), trigo sarraceno y quinoa y las compararon con la de trigo, concluyendo que

214



Resultados y Discusion

particularmente las harinas de quinoa y de tef fueron las de mayor valor nutricional, por lo que
fueron propuestas como materias primas de eleccién para la produccidn de alimentos libres de
gluten. Asi, Stikic y col., (2012) ensayaron el agregado de 10, 15 y 20 % de semillas de quinoa
enteras en formulaciones de panes elaborados con harina de trigo, observando un incremento en
el contenido proteico ademas de mejorar las caracteristicas sensoriales y las propiedades
reoldgicas del producto final. En otro trabajo, Schumacher y col. (2010) desarrollaron un producto
a base de chocolate negro con la adicidn de diferentes proporciones de semillas de quinoa
tostadas (100 °C, 3 h) con la intencidon de incrementar el contenido proteico del mismo. Los
autores hallaron que el producto obtenido resultd con una alta aceptacidon sensorial y, en
comparacién a un control sin el agregado de semillas, se incrementé el contenido de proteinas,
aminodcidos esenciales y vitamina E. La harina de quinoa se ha utilizado también para reemplazar
o sustituir parte de la sémola de trigo en la produccion de pastas secas (Mastromatteo y col.,
2012). En este caso los autores afirmaron que aunque las propiedades reoldgicas de las masas en
las diferentes mezclas fueron adecuadas para el proceso de elaboracion, la cantidad de harina que
puede ser agregada en la formulacién depende en gran medida del grado de satisfaccién de los
pardmetros sensoriales evaluados. Conclusiones similares fueron mencionadas por Foste y col.
(2014), cuyo trabajo evalud la adiciéon de 10, 20, 30, 40 y 80 % de salvado de quinoa en
formulaciones de panes libres de gluten. En este caso, la evaluacion sensorial del producto final
indicé que el agregado de 40 % de salvado de quinoa intensificd notoriamente el sabor amargo y
generd un off-flavor que afectd negativamente la aceptabilidad global del producto, por lo que se
decidié utilizar menores cantidades de dicho ingrediente para mejorar la calidad sensorial de las
galletas. De manera similar Rosell y col., (2009) evaluaron la sustitucion de harina de trigo en

niveles de 12,5 a 100 % por harina de quinoa en la elaboracién de panes. Los autores concluyeron
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gue sensorialmente fueron aceptables aquellos panes que incorporaron hasta un 25 % de harina
de quinoa.

En el presente trabajo, y Unicamente a modo de test sensorial general y preliminar, se le pidié a un
grupo de voluntarios (n = 19) que determinen sensorialmente aquella formulacién de tapa de
alfajor (codificada) que era de su preferencia. El 63 % de los panelistas eligio la formulacién 1Q-20
% como de mayor preferencia, mientras que para el 37 % restante fue la formulacién 1Q-10 %. La
principal causa de no aceptacion de una formulacion con mayor proporciéon de 1Q, fue la
intensidad del sabor amargo que impartio este ingrediente al producto final, en comparacién a un
control. Estos resultados sensoriales preliminares concuerdan entonces con los mencionados
anteriormente por otros autores, estableciendo que la cantidad maxima de un ingrediente de
guinoa que puede ser incluida en la formulacién de un producto alimenicio, depende en gran

medida del grado de aceptacion de los pardmetros sensoriales del mismo.

111.7.2. Contenido de CFT, FT, AA y melanoidinas en el producto
elaborado

En la Tabla 3.25 se presentan los niveles de CFT, FT, AA y melanoidinas correspondientes a cada
una de las diferentes formulaciones de tapas de alfajores elaboradas reemplazando 10, 20y 30 %
de almidén de maiz por el ingrediente seleccionado de quinoa o por harina de quinoa sin procesar.
En la misma tabla también se incluyen los valores correspondientes a un ensayo control de tapas
de alfajores elaboradas con 100 % de almiddn de maiz., De acuerdo a los resultados de CFT y FT se
observé que a medida que se incrementd la cantidad de IQ en la formulacién se incrementd
significativamente el contenido de compuestos fendlicos. A su vez cada reemplazo porcentual de
1Q en la formulacién base fue superior a su respectivo control elaborado con harina de quinoa sin
procesar. Una comparacién entre los niveles de CFT y FT observados en las diferentes

formulaciones con los valores esperados (calculados usando la aproximacion que el 1Q es el Unico
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ingrediente que contribuye al aporte de compuestos fendlicos) sugiere que pudo haber ocurrido

algun tipo de degradacién de estos compuestos durante el horneado.

Respecto a la actividad antioxidante se observé que el incremento del 1Q en la formulacién de las

tapas de alfajores incrementd paulatinamente la inhibiciéon del radical DPPH aunque
experimentalmente no existieron diferencias significativas entre 1Q-20 % y 1Q-30 % (p > 0,05). De
manera similar a lo que sucedié con los compuestos fendlicos, cada reemplazo de IQ en la
formulacion mostré valores de actividad antioxidante superiores a sus respectivos controles
elaborados con harina de quinoa. El contenido de melanoidinas en las diferentes formulaciones se
evalud para estimar el grado de formacién de las mismas durante la etapa de horneado. De esta
manera se observé que la elaboracion de las tapas de alfajores con almidén de maiz o su
reemplazo por 10 % del IQ o hasta 30 % de harina de quinoa no mostrd diferencias estadisticas
significativas en los niveles de melanoidinas formadas. Sin embargo el agregado del 1Q en un 20 %

0 30 % en la formulacién realizé un aporte de melanoidinas que fue estadisticamente significativo

en comparacion a las formulaciones mencionadas anteriormente.

La Tabla 3.25. Niveles de CFT, FT, AA y melanoidinas formadas en las diferentes formulaciones de

productos elaboradas.

CFT (mg FT (mg TEAC DPPH (umol  Melanoidinas

EAG/100g) EQ/100g) Trolox/100g) (Abs 420 nm)

100 % almidon de maiz 12,53+0,7 a 0,35+0,1a 2379+ 14,5a 0,02 +0,00 a
1Q-10 % 23,64+1,0c 344+0,3c 369,3+12,2b 0,06+ 0,00 a
1Q-20 % 37,68+1,5d 7,86+0,4d 531,5+24,6¢ 0,16+0,01b
1Q-30 % 4551+14e 10,51+0,7e 619,1+ 19,0 c 0,19+0,02b
Control Q-10 % 14,67+0,9ab 1,30%0,33,b 251,0+11,7 a 0,02+0,00a
Control Q-20 % 19,42+1,1b,c 2,27+0,33,b,c 286,1+10,64a,b 0,02+0,00a
Control Q-30 % 20,38+1,4b,c 3,04+02bc 316,8+1894,b 0,03+0,00a

217



Resultados y Discusion

Valores expresados como promedio + D.E. (n=3), en base seca. Los valores dentro de una misma

columna con diferente letra son significativamente diferentes (p < 0,05).

Aunque las caracteristicas sensoriales y propiedades quimicas, reoldgicas y nutricionales de varios
productos alimentarios elaborados con quinoa han sido investigados, el nimero de trabajos que
consideran la actividad antioxidante es mds limitado y por tanto dificil de comparar con los
resultados obtenidos en el presente estudio. A modo orientativo se pueden mencionar algunos
trabajos que evaluaron actividad antioxidante en panes utilizando harina de quinoa en mezclas
con harinas de otras especies vegetales. Por ejemplo Chlopicka y col., (2012) reemplazaron 15 %y
30 % de harina de trigo por harina de quinoa en la formulacién. De manera similar a los resultados
obtenidos en el presente trabajo, los autores observaron incrementos en los contenidos de CFT y
FT a medida que aumentaron el contenido de harina de quinoa, sin embargo, no observaron una
correspondencia sobre la actividad antioxidante (evaluada como inhibicion del radical DPPH) en
los panes obtenidos. Aunque el incremento de un 15 % a un 30 % de harina de quinoa incrementé
la actividad antioxidante, ambos valores fueron inferiores al obtenido para el control elaborado
100 % con harina de trigo. Los autores atribuyeron este hecho a la pérdida cuantitativa y
cualitativa de compuestos con actividad antioxidante que se encontraban presentes en la harinay
se redujeron durante el proceso de horneado. De manera similar, Alvarez-Jubete y col., (2010)
elaboraron panes utilizando una mezcla de harina de quinoa y harina de arroz (relacién 1:1) o 100
% con harina de quinoa. Dichas formulaciones fueron comparadas de acuerdo al contenido de CFT
y actividad antioxidante a un pan control libre de gluten (elaborado con harina de arroz y almidén
de papa) y otro pan control elaborado con harina de trigo. De acuerdo a sus resultados, el
contenido de CFT y AA (medida como inhibicién de radicales DPPH) mostraron correlacidn
positiva, disminuyendo el nivel de ambas variables en el orden: pan elaborado con 100 % harina

de quinoa > 50 % quinoa = control 100 % harina de trigo > control libre de gluten.
218



Resultados y Discusion

1l.7.3. Conclusiones

Atendiendo al ultimo objetivo del proyecto, en esta sexta parte del capitulo se propuso la
aplicacion del ingrediente de quinoa (IQ) seleccionado por sus propiedades antioxidantes en la
formulacion de un producto alimenticio libre de gluten. Las tapas de alfajores elaboradas
reemplazando 10, 20 y 30 % de almiddon de maiz por el IQ propuesto, mostraron incrementos
significativos en el contenido de proteinas de manera proporcional a la cantidad de IQ incorporado
en la correspondiente formulacidon, mientras que el resto de los pardmetros de composicidén no
mostraron diferencias significativas con el producto control. Por otro lado, a medida que se
incrementd la cantidad de 1Q en la formulacién, también se incrementd significativamente el
contenido de compuestos fendlicos (CFT y FT) en el producto final, aunque en niveles menores al
esperado. Respecto a la actividad antioxidante, se observd que el incremento del IQ en la
formulacién incrementd la capacidad de inhibicién del radical DPPH en los productos resultantes,
aunque no existieron diferencias significativas para los productos elaborados con 20 % y 30 % de
1Q, sugiriendo la ocurrencia de degradacién de compuestos con actividad antioxidante durante el
horneado. Finalmente, un ensayo sensorial realizado con voluntarios indicd una preferencia
general hacia el producto que incorporé 20 % de 1Q, demostrando que aunque este ingrediente
podria ser incluido en mayores proporciones en la formulacién del producto, un factor que debe
considerarse como limitante en la cantidad mdxima de 1Q a utilizar es el grado de satisfaccién que

se alcanza en los parametros normalmente evaluados en ensayos sensoriales.
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Conclusiones generales

El presente trabajo de tesis aporta conocimientos basicos y tecnoldgicos sobre el efecto de la
aplicacién de diferentes procesos sobre el perfil de compuestos bioactivos antioxidantes en
productos obtenidos a partir de semillas de quinoa. Estos conocimientos permiten la seleccién de
potenciales procesos y de sus condiciones dptimas para obtener materias primas vegetales con

propiedades antioxidantes mejoradas.

Los antioxidantes naturales se presentan como ingredientes de gran interés en la industria
alimentaria debido a sus potenciales aplicaciones tecnolégicas sumadas a las posibles actividades
biolégicas que presentan. Entre las diversas fuentes de antioxidantes naturales disponibles, el
grano de quinoa, ademds de presentar un elevado valor nutricional, es una especie rica en
compuestos fendlicos poco estudiada en este sentido. De esta manera, los resultados obtenidos
en el presente estudio permiten considerar esta especie vegetal, de potencial interés regional,
como alternativa para la elaboracién de alimentos, que ademas de nutritivos, aporten compuestos

con capacidad antioxidante.

El estudio de los efectos de los principales pardmetros operatorios permitié identificar aquellos
que mas influyeron sobre el proceso de extraccién de compuestos fendlicos antioxidantes a partir
de la quinoa y por lo tanto reducir el nimero de pardmetros a ser optimizados. Los efectos
positivos del incremento de etanol en el solvente y el aumento de la temperatura sobre el
rendimiento de extraccidon quedaron demostrados. Por su parte, en las condiciones estudiadas, la
asistencia de ultrasonido no fue apropiada para mejorar el rendimiento de extraccién de los

compuestos fendlicos.

Los resultados obtenidos en el proceso de germinacién mostraron en primera instancia las
condiciones experimentales de germinacion que permitieron obtener el mayor nimero de semillas

germinadas en el menor tiempo. Bajo estas condiciones, los brotes en los diferentes estadios
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mostraron un incremento progresivo en el contenido de compuestos antioxidantes (debido a
biosintesis o liberacidn enzimatica de estos compuestos) que se tradujeron en incrementos sobre

los niveles de actividad antioxidante hasta el fin del proceso de germinacion.

Los resultados de los estudios de tratamientos térmicos a diferentes condiciones de
tiempo/temperatura aplicados sobre semillas mostraron que los mayores incrementos en los
niveles de actividad antioxidante y compuestos que contribuyeron a la misma se alcanzaron
utilizando temperaturas entre 160°C y 190 °C durante 30 a 60 min. En este caso, la actividad
antioxidante observada en las diferentes condiciones dependié del balance resultante de la
degradacion térmica de los antioxidantes naturales y la formaciéon de nuevos compuestos con
capacidad antioxidante en las muestras. Por su parte, en la combinacién de procesos (germinado /
tratamiento térmico) se alcanzaron valores superiores en todas las respuestas evaluadas utilizando
menores temperaturas. De esta manera, la combinacién de procesos resulté ser una alternativa
mas eficiente para mejorar la capacidad antioxidante de las semillas de quinoa con respecto a la
aplicacion de los procesos por separado, a la vez que permitid reducir el consumo energético

durante el proceso térmico.

Los estudios de irradiacion UV-C mostraron que la aplicacién de una dosis adecuada de radiacion
produjo la acumulacidn de compuestos fendlicos y pigmentos betaldmicos que incrementaron la
actividad antioxidante de los brotes correspondientes al ultimo estadio de germinacién ensayado,

no observandose tal efecto sobre brotes de estadios anteriores ni sobre semillas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los diferentes procesos aplicados se selecciond la
combinacion del proceso de germinacion y posterior tratamiento térmico (145 °C, 30 min) para
obtener un ingrediente a partir del grano de quinoa que fue utilizado para la formulacién tapas de

alfajores de almidén de maiz libres de gluten. Como resultado, el producto final mostrd un
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incremento en el contenido proteico y una mejora de las propiedades antioxidantes con respecto
al producto elaborado sin el ingrediente. Sin embargo, aunque el ingrediente seleccionado tiene el
potencial de ser incorporado en mayor proporcion en la formulacién del producto, la mdxima
cantidad a ser utilizado queda limitada por el grado de aceptacién sensorial por parte de los

consumidores.
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