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Resumen

En el presente trabajo, se propone la optimizacion de la extraccién de los compuestos
fendlicos de la quinoa 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, a
partir del método superficie-respuesta. Se ha utilizado una harina de quinoa, cuyos
granos fueron previamente desaponificados y secados a tres temperaturas diferentes:
40, 60 y 80 °C. Para evaluar el contenido de polifenoles totales, se trabajé con distintas
soluciones hidroalcohdlicas de 30, 50 y 70% de etanol (al 96%) y con las siguientes
relaciones liquido-sélido (L/S): 20:1, 30:1, 40:1.

Palabras Claves: quinoa, secado, extracciones, optimizacion

1. Introduccién

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, Per( y Ecuador (Miranda y col., 2010). Ademas de los macronutrientes, los
estudios en quinoa estan enfocados en sus compuestos bioactivos de naturaleza
hidrofilica como los compuestos fendlicos, los flavonoides, la actividad antioxidante y su
potencial beneficio para la salud (Valencia et al., 2017). Dentro de los antioxidantes
naturales encontrados en la quinoa (Chenopodium quinoa Willd) se destaca la
importancia de los compuestos fendlicos, incluyendo los acidos fendlicos, flavonoides y
taninos, que ejercen una importante accion preventiva y protectora contra el cancer,
alergias, procesos inflamatorios y enfermedades cardiovasculares (Dini et al., 2010).
Debido a su contenido de antioxidantes, reviste particular interés su
extraccién/separacion de la matriz vegetal original, con la preservacion de sus
propiedades, a fin de su obtencién con fines medicinales o de conservacion de los
alimentos.

El objetivo principal de este trabajo, basado en la metodologia de superficie de
respuesta, fue la optimizacion de las condiciones operativas para la extraccion,
considerando las siguientes variables del proceso: temperatura de secado del grano (T),
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relacion Liquido-Solido (L/S) y concentracion de etanol (% Et) en el contenido de
compuestos fendlicos totales.

2. Técnicas experimentales

2.1. Materias primas

La quinoa (Chenopodium quinoa Willd - Quinoa Real) fue provista por Leonor
Carrazana que tiene sus cultivos en Yavi, Jujuy.

2.2. Obtencidn de extractos hidroalcohdlicos

Para la preparacion de los extractos, se trabajo con quinoa previamente
desaponificada; los granos fueron secados (Estufa Neo Line con circulacion de aire) a
tres temperaturas: 40, 60 y 80°C, luego fueron molidos y tamizados (molino IKA con
refrigeracion y tamiz malla n°40). Se utilizaron diferentes relaciones L/S entre el solvente
(mL) y la harina pesada (g) (Balanza analitica Scaltec SVA 32): 20:1, 30:1, 40:1 y como
solvente fueron empleadas mezclas hidroalcohdlicas de concentraciones: 30, 50, 70 %,
v/v de etanol (al 96%) en agua (Alcohol Etilico Biopack). Se ha descripto que las mezclas
de etanol-agua son mas eficaces para la extraccion de compuestos fendlicos, en
comparacion al agua o etanol utilizados como solventes puros (Yilmaz y Toledo, 2006).

Se empled un agitador de vaivén (Boeco Germany Orbital Shaker OS-20) para
la extraccion, y la misma se realizé durante 1 hora y a temperatura ambiente. Los
extractos se filtraron y se preservaron dentro de frascos color caramelo a una
temperatura de 4°C en heladera hasta su posterior uso.

2.3. Reactivos utilizados

Los siguientes reactivos quimicos fueron provistos por Sigma comercial Co. (St.
Louis, USA): acido gédlico, carbonato de sodio, reactivo de Folin-Ciocalteu. Todos los
reactivos quimicos y solventes usados son de grado reactivo analitico.

2.4. Determinaciones analiticas de principios activos
2.4.1. Determinacién del contenido de polifenoles totales (CPT)

El contenido de CPT se determin6 de acuerdo con el método de Folin-Ciocalteu
(FC), descrito por Singleton y col., (1999). Los compuestos fendlicos reaccionan con el
reactivo de Folin-Ciocalteu a pH basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible
de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm. El mecanismo de reaccion es
una redox, por lo que ademas puede considerarse también, como un método de medida
de la actividad antioxidante total.

La oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra, causa la aparicion de
una coloracién azulada que presenta un maximo de absorcién a 765 nm, y que se
cuantifica por espectrofotometria en base a una curva patron de acido galico.

2.4.2 Realizacion de la curva de calibrado:
Se tomaron 1, 2, 5, 10, 20 y 25 mL de la solucién patrén de &cido gdlico, se
colocaron en un matraz aforado de 25 mL y se complet6 a volumen con agua destilada.

Las soluciones obtenidas fueron 20, 40, 100, 200, 400, 500 mg/L de acido galico.
De dichas soluciones se recolecté 1 mL de cada una y se colocé por separado cada
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muestra en un matraz de 25 mL, agregando posteriormente 10 mL de agua destilada y
1 mL de licor de FC agitando en cada matraz, dejando reposar durante 2 minutos la
solucion obtenida. Mas tarde, se agregaron 2 mL de carbonato de sodio al 20% plv, se
completé a volumen con agua destilada (sin agitar) y se dejo reposar dos horas a
temperatura ambiente y en ausencia de luz.

La preparacion del blanco es analoga al procedimiento anterior pero se
reemplazaron en este los mililitros de muestra por agua destilada.

Finalmente se realizaron las lecturas de las absorbancias a 765 nm en un
espectrofotdmetro Shimadzu UV 1800 y se trazé la curva de calibrado.

Los resultados se expresaron como mg 4cido gélico equivalente (AGE) por litro
de solucion.

Para el andlisis de las muestras se procedi6 de la manera mencionada
anteriormente, reemplazando el 4cido gélico por los extractos obtenidos a partir de las
muestras de relacion L/S 20:1, 30:1, 40:1 (mL/g) con las soluciones extractivas de
diferentes concentracidnes hidroalcoholicas: 30, 50, 70 %, v/v de etanol (al 96%) en
agua.

Posteriormente a la lectura de los resultados obtenidos de la espectrofotometria,
se calcularon los valores de concentracién de las muestras analizadas a partir de la
siguiente relacion:

mgAGE
L

= (Abs muestra — 0,02797)/0,00352 (0

Donde mg AGE son miligramos de acido gdlico equivalentes y AbSmuesta €S la
absorbancia de la muestra.

2.5 Disefo experimental y analisis estadistico

La optimizacién de la extraccion de los compuestos fendlicos se realizé sobre la
base de un disefio experimental de 3 variables a 3 niveles, para lo cual se escogio un
disefio central compuesto centrado en las caras. La Tabla |, muestra los valores
codificados de los tres niveles (variables) utilizados en el disefio experimental y su
correspondiente valor real para los factores de entrada. Se necesitaron realizar 18
experiencias distribuidas en 8, 4 y 6 puntos, los cuales seran detallados y desarrollados
en la seccion 3. Resultados.

La interaccion lineal y los coeficientes cuadraticos se evaluaron mediante
ANOVA (p<0.05). Se determinaron los valores de F-test y probabilidad (p) para analizar
la contribucién estadistica significativa de todos los términos. El ajuste del modelo se
verific6 mediante el coeficiente de determinacion (R?) y la significancia de los términos
del modelo se establecié con un nivel de confianza del 95 %. Las condiciones del
proceso se optimizaron a través de los graficos de superficie de respuesta deseados. El
analisis se realiz6 utilizando la versidon de prueba gratuita del software Minitab 18
(Minitab, Pennsylvania, EE.UU).

Tabla I. Relacion entre valores codificados y reales de las variables.

T(EC) %Et L/S
Nivel -1 40 30 20
Nivel O 60 50 30
Nivel +1 80 70 40
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3. Resultados

En el analisis estadistico (ANOVA), las tres variables estudiadas presentan un
efecto significativo (p<0,05) en el contenido de polifenoles totales. Como se observa en
la Tabla Il, se requirieron 18 experiencias, agrupadas en 8 réplicas para testear el
modelo a dos niveles (-1,1) para los 3 factores (2%, k=3); 4 en el punto central para
evaluar el error puro y 6 restantes para testear los valores centrales de las caras del
plan (puntos en estrella).

Tabla Il. Plan de experiencias utilizado, mostrando los valores reales y
codificados de las variables.

Diserio factorial 27k

Expel:li;ncia 'I)'(°1C X2: % Et I)_</38 X1 X2 Xz Xu.Xe )><(13 )>((23 X12 X2 Xg? AGCI:E?IO(OE%S)
1 40 30 20 1 11 1 1 1 1 1 1 235,002
2 80 30 20 1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 209,562
3 40 70 20 1 1-1 -1 1 -1 1 1 1 200,333
4 80 70 20 1 1-1 1 1 -1 1 1 1 197,233
5 40 30 40 -1 -1 1 1 1 1 1 1 1 229,471
6 80 30 40 1 11 - 1 1 1 1 1 224,79
7 40 70 40 -1 1 1 - 1 1 1 1 1 203,562
8 80 70 40 1 1 1 1 11 1 1 1 201,246
9 60 50 3. 0 00 O O O 0 0 O 239,54
10 60 50 30 0 00 O o 0 0 0 O 230,756
11 60 50 30 0 00 O 0 O 0 0 O 250,185
12 60 50 30 0 0 0 O 0 0O 0 0 O 238,209
13 40 50 30 -1 00 O o 0 1 0 0 225,504
14 80 50 30 1 00 O o 0 1 0 0 223,314
15 60 30 30 0 10 O o o0 o0 1 o0 239,939
16 60 70 30 0 1 0 O o o0 0 1 0 214,537
17 60 50 20 0 0-1 0 0 0O 0 0 1 209,425
18 60 50 40 0 01 0 0O 0o o0 o0 1 222,548

Los resultados obtenidos a través del método de ANOVA con mayor influencia
en la evaluacion de CPT (mg AGE/100 ms) fueron: la temperatura (T°C), el porcentaje
de concentracion de mezcla hidroalcolica (%Et), la relacién liquido/ sélido (L/S) y ciertas
interacciones cuadréticas de temperatura, relacion L/S, temperatura de secado — % de
etanol y temperatura de secado — relacién L/S. Los mismos se presentan a continuacion
en la Tabla Ill.
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Tabla Ill. Resultados codificados a través del método de ANOVA.

Término Efecto  Coef coef. Valor T Valor p VIF
Constante 234,53 2,81 83,38 0,000
T(°C) -7,56 -3,78 2,33 -1,62 0,136 1,00
% Et -24,37 -12,19 2,33 -5,22 0,000 1,00
L/S 6,01 3,01 2,33 1,29 0,227 1,00
TCC)*T(°C) -14,16 -7,08 4,19 -1,69 0,122 1,43
L/'s*/s -31,1 -15,55 4,19 -3,71 0,004 1,43
T(CC)*%Et 6,18 3,09 2,61 1,18 0,264 1,00
T°C*L/S 5,39 2,69 2,61 1,03 0,327 1,00

Se observo que la variable de mayor influencia en el rendimiento de extraccion
de CPT fue la composicién del solvente y en menor medida la relacién L/S. El software
utilizado para el andlisis estadistico generd la ecuacion polinébmica 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 obtuvo la
correspondiente ecuacién (2) modelo para la variable CPT (mg AGE/100 g b.s.):

CPT = 2776 + 28,6 T(2C) — 26,8%Et + 220,5%— 0,443T(2C) * T(°C) — 3,89%* g +
0,193T(2C) * Et + 0,337T(°C) * ¢ 2)

El R?fue 87.12%, lo que indica que no menos del 87.12% de la variacion total de
las respuestas fue explicada por el modelo.

En la Figura 1, se muestra en una misma grafica los valores de CPT
experimentales y los tedéricos predichos por el modelo, los cuales se corresponden con
la Tabla IV. Puede observarse el grado de coincidencia entre los mismos para cada una
de las experiencias.

Tabla IV. Valores de CPT experimentales y teoricos.

N° Experiencia Experimental Tebrica
mg AGE/100gms mg AGE/100 g ms
1 235,002 230,884
2 209,562 211,988
3 200,333 200,356
4 197,233 193,812
5 229,471 231,484
6 224,79 223,388
7 203,562 200,956
8 201,246 205,212
9 239,54 234,89
10 230,756 234.89
11 250,185 234.89
12 238,209 234.89
13 225,594 231,47
14 223,314 224.15
15 239,939 247,066
16 214,537 222.714
17 209,425 216,34
18 222,548 22234
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Figura 1. Comparacion de los valores experimentales y teéricos de CPT.

Para determinar los niveles Optimos se disefiaron gréaficos de superficie de
respuesta a partir de los valores expuestos en la Tabla V, los cuales pueden observarse
en la Figura 2. Manteniendo la relacién L/S constante, para cada temperatura de secado,
se obtuvo que a menor concentracion de etanol en el solvente es mayor el CPT.

Tabla V. Diseiio superficie-respuesta.

X1: T(°C) X2: % Et Xs: LIS CPT (mg AGE/100g ms)

40 30 20 235,002
80 30 20 209,562

40 70 20 200,333

80 70 20 197,233 8 EXPERIENCIAS
40 30 40 229,471 2°

80 30 40 224,79

40 70 40 203,562

80 70 40 201,246

60 50 30 239,54

60 50 30 230,756 4 PUNTOS

60 50 30 250,185 CENTRALES
60 50 30 238,209

40 50 30 225,594

80 50 30 223,314

60 30 30 239,939 6 PUNTOS

60 70 30 214,537 AXIALES

60 50 20 209,425

60 50 40 222,548
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En las siguientes gréficas tridimensionales, se observa cémo se menciond
anteriormente la interaccion de CPT con las variables T (°C), %Et y L/S.

Grafica de superficie de CPT, L/5-% Et Grafica de superficie de CPT, % Et-T (°C)

CPFT
{mg AGE/ CPT -
104} g ms) {mg ACE/
1 g ms) m

(G =

Grifica de superficie de CPT, L/8- T (*C)

CFT

(mgAGE! .y
100 = ms)

= -
eO .

Figura 2. Gréficas de superficie de CPT (mg EAG/100 g ms).

4. Discusion

Al fijar el porcentaje de etanol en el solvente, el CPT aumenta cuando la
temperatura de secado es de 60°C y la relacion L/S es de 30:1. Por ultimo, manteniendo
constante la temperatura, para todas las relaciones L/S estudiadas, al disminuir la
concentracion de etanol en el solvente, aumenta el contenido de polifenoles totales en
la extraccion.

Estos resultados indican que si se desea obtener extractos con elevado
contenido de polifenoles, se debe utilizar en el pretratamiento de la muestra una
temperatura de secado de 60°C y una relacion L/S 30:1. Esto no condice con la
bibliografia: estudios de otros autores muestran que la extraccion de éstos compuestos
a partir de matrices vegetales se ve favorecida cuando es mayor la concentracion de
etanol empleada en el solvente (Silva y col., 2007).

5. Conclusiones
Se observa que la temperatura éptima de secado es a 60 °C y a medida que

disminuye la concentracion de las soluciones hidroalcohdlicos aumenta el contenido de
polifenoles.

7 de 8 |



En préximos trabajos, se propone continuar la investigacion trabajando a partir
de harina desgrasada ya que el contenido lipidico de la quinoa puede resultar una
interferencia en la técnica de determinacién de polifenoles totales.
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