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Resumen

Dentro de los antioxidantes naturales encontrados en la quinoa (Chenopodium quinoa Willd) se destaca la
importancia de los compuestos fendlicos, cuya aplicacion en la formulacién de potenciales alimentos funcionales,
por sus efectos beneficiosos para la salud, hace interesante su extraccion de manera selectiva. Se propone
optimizar los parametros del proceso de extraccion de los compuestos fenélicos, sobre la base de un disefio
experimental de 3 variables a 3 niveles. Los parametros fueron temperatura de secado, relacion Liquido/Sélido (L/S)
y concentracion de etanol en el solvente; sus niveles fueron, respectivamente, 40, 60y 80° C; 20:1, 30:1y 40:1y
30, 50, 70% v/v. La cuantificacion de los polifenoles se realizd seglin el método de Folin-Ciocalteu, expresando los
resultados como mg de 4cido gélico equivalente (AGE)/100 g de quinoa (en base seca). Se obtuvieron resultados
entre 179 y 229 mg de AGE /100 g de quinoa. Las predicciones del modelo se correlacionaron con los valores
experimentales en un 93,62%. La relacion L/S éptima fue 31:1y la temperatura éptima fue de 54° C. Para la
concentracion de etanol en el solvente, la variable de mayor influencia en la extracciéon de compuestos fendlicos,
el optimo fue de 39%.
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Abstract

Introduccion

Among the natural antioxidants found in quinoa (Chenopodium quinoa Willd), it stands out the importance of
phenolic compounds, whose application in the formulation of potential functional foods, due to their beneficial
health effects, it makes their selective extraction interesting. It is proposed to optimize the parameters of the
extraction process of phenolic compounds, based on an experimental design of 3 variables at 3 levels. The
parameters were: drying temperature, Liquid/Solid ratio (L/S) and concentration of ethanol in the solvent; their
levels were, respectively, 40, 60 and 80° C; 20: 1, 30: 1 and 40: 1 and 30, 50, 70% Vv/v. The polyphenols quantification
was carried out according to the Folin-Ciocalteu method, expressing the results as mg of gallic acid equivalents
(GAE)/100 g of quinoa (dry basis). The obtained results were between 179 and 227 mg of AGE/100 g of quinoa.
The model predictions were correlated with experimental values at 93.62%. The optimum L/ S ratio was 31:1 and
the optimum temperature was 54° C. For the ethanol concentration in the solvent, the variable with the greatest
influence on the extraction of phenolic compounds, the optimum was 39%.

Keywords: Quinoa; Phenols; Optimization; Hydroalcoholic extraction; Antioxidants.

andina, cultivada desde Colombia hasta Argentina y Chile,
siendo los principales productores Bolivia, Pert1 y Ecuador

Existe una tendencia a nivel mundial en disefiar nuevos  [1, 18]. Suuso como alimento humano esta reconocido por

productos alimenticios utilizando granos ancestrales, ya sea
suplementando o sustituyendo granos de cereales tradicio-
nales. Por otro lado, en los ultimos afios aumento el interés
en especies vegetales no gramineas, consideradas agrono-
micamente como pseudocereales, cuyas semillas pueden ser
utilizadas de manera similar a los granos de cereales.

La quinoa es una planta anual originaria de la region
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el Codigo Alimentario Argentino (CAA), en el Articulo
682 (Resolucion Conjunta SPRel N° 261/2014 y SAGyP
N° 228/2014), entendiéndose por quinua o quinoa a las
semillas sanas, limpias y bien conservadas del género Che-
nopodium quinoa Willd. El principal uso de la quinoa estéa
orientado a la alimentacion humana, donde se utilizan las
semillas enteras o procesadas de diferentes maneras.Sus
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granos son considerados uno de los mas completos nutricio-
nalmente [17]. Aparte de los macronutrientes, los estudios
en quinoa estan enfocados en sus compuestos bioactivos
de naturaleza hidrofilica, como los compuestos fendlicos y
flavonoides, que le otorgan capacidad antioxidante, con sus
potenciales beneficios para la salud [28, 2,11, 26, 16, 22].

Dentro de los antioxidantes naturales encontrados en
la quinoa, se destacan la importancia de los compuestos
fenolicos, cuya aplicacion en la formulacion de potenciales
alimentos funcionales hace interesante su extraccion de
manera selectiva. Los compuestos fendlicos, incluyendo
los acidos fenolicos, flavonoides y taninos, ejercen accio-
nes preventivas y protectoras contra el cancer, las alergias,
los procesos inflamatorios y las enfermedades cardiovascu-
lares [10,15]. Su empleo promueve el uso de antioxidantes
naturales, que podran reemplazar a los de origen sintético.

La extraccion por solventes de compuestos bioactivos
de materiales vegetales permeables, constituye una etapa
importante en la elaboracion de productos ricos en fitoqui-
micos. La aplicacion de esta tecnologia de bajo costo para
obtener compuestos utilizados como aditivos o productos
nutracéuticos, es una estrategia apropiada para la explota-
cion de diferentes vegetales [8].

En consecuencia, el objetivo de este trabajo fue la
optimizacién de las variables operativas del proceso de
extraccion de compuestos fenolicos bioactivos en quinoa:
temperatura de secado del grano (T), relacion liquido-
solido (L/S) y concentracion de etanol en la solucion
extractiva (%Et).

Materiales y Métodos

La quinoa (Chenopodium quinoa Willd) fue provista
por Quinoa Real, empresa que tiene sus cultivos en Yavi,
Jujuy, Argentina (22° 7' 47" S 65° 27" 44" O). El acopio
se realizd en el momento de la cosecha, en una cantidad
tal que permitié asegurar el suministro necesariopara todos
los ensayos con material proveniente de una sola partida,
la que fue conservada en frascos de vidrio de 5 L, con tapa
hermética y al abrigo de la luz y el calor, hasta su empleo.
Para la preparacion de los extractos, se trabajo con quinoa
previamente desaponificada por via himeda. Los granos
se secaron en estufa (Neo Line con circulacion de aire). El
tiempo de secado quedo definido por una humedad final del
12% (AOAC 15950.01), requerida para evitar el deterioro
de los granos causado por microorganismos. Los granos
de quinoadesaponificados y secos se molieron en molino
IKA, hasta pasar por tamiz malla n° 40.

Para evaluar la posible interferencia de los lipidos
presentes en la quinoa en la determinacion de polifenoles
mediante el método de Folin-Ciocalteau, se llevd a cabo
un ensayo preliminar con una muestra de harina prove-
niente de granos desaponificados y secados a 60° C, para
la relacion L/S 20:1, variando el porcentaje de etanol en la
mezcla hidroalcoholica entre el 0 y el 100%.

Disefio experimental y analisis estadistico

La optimizacion de la extraccion de los compuestos fe-
nolicos se realizo sobre la base de un disefio experimental
de 3 variables a 3 niveles, para lo cual se utiliz6 un diseflo
central compuesto centrado en las caras. Los parametros
y sus niveles fueron: temperatura de secado del grano(T):
40, 60 y 80° C; relacion solucion extractiva Liquido/Sélido
(L/S): 20:1, 30:1 y 40:1 y concentracion de etanol en el
solvente (%Et): 30, 50 y 70% v/v.

La Tabla 1 muestra los valores codificados de los tres
niveles (variables) utilizados en el disefio experimental y
su correspondiente valor real para los factores de entrada.

Tabla 1: Relacién entre los valores codificados y valores reales de las
variables independientes

T(°C) % Et L/s
Nivel -1 40 30 20
Nivel 0 60 50 30
Nivel +1 80 70 40

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
contribucion estadistica significativa de todos los términos.
Los resultados del diseflo experimental se procesaron me-
diante la aplicacion de un analisis de regresion multiple.
El ajuste del modelo se verifico 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. Todos los analisis
se realizaron utilizando la version de prueba gratuita del
software Minitab 18 (Minitab, Pennsylvania, EE.UU).

Obtencion de extractos hidroalcohélicos

Para la extraccion de compuestos bioactivos, la harina
obtenida por molienda de los granos secos se puso en
contacto con la solucién extractiva durante 1 hora en un
agitador rotativo (Boeco Germany Orbital Shaker OS-
20), a 25° C. Los extractos se filtraron y se preservaron
a4 £ 1° C en recipientes color caramelo, hasta su posterior
uso.

Cuantificacion de fenoles totales en los extractos de
quinoa (CPT)

Para la cuantificacion del contenido de fenoles totales
(CPT), se utilizé el método de Folin-Ciocalteu [25],
basado en la oxidacion de los compuestos polifendlicos
a fenolatos en medio alcalino, formando un complejo de
molibdeno-tungsteno de color azul. Se mezclaron 0,4 ml de
muestra con 4 ml de agua destilada, 0,4 ml de reactivo de
Folin-Ciocalteu y 2 ml de solucion saturada de carbonato
de sodio. La mezcla se homogeneizd y se dejo reposar 2
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horas en oscuridad, hasta la medicion de la absorbancia
a 765 nm en espectrofotometro (Shimadzu Spectrophoto-
meter UV-1800). Las mediciones de absorbancia fueron
realizadas por triplicado.

Los resultados fueron expresados como acido galico
equivalente (AGE)/100 g de quinoa en base seca (b.s)
utilizando una curva de calibracion obtenida a partir de
soluciones estandar de acido galico. La ecuacion de la
recta de calibracion fue Y = 0,0035 X + 0,0277, con R2 =
0,998 en la que Y: absorbancia y X: concentracion.

Resultados y Discusion

En la Figura 1 se muestranlos valores de CPT para
harina desgrasada y sin desgrasar, proveniente de granos
secados a 60° C y una relacion L/S de 20:1.

T=60°C ; L/S= 20:1

250 -
S 200 S s
S
= 150 -
&
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= 0 T T T
o
o 0 20 40 60 80 100

% Etanol

Figura 1: Contenido de polifenoles totales a partir de harina de quinoa
previamente desgrasada y sin desgrasar (harina secada a 60° C y rela-
cion L/S empleada en la extraccion 20:1)

No se encontraron diferencias significativas (p>0,05)
entre los valores de CPT obtenidos a partir de harina des-
grasada y sin desgrasar, para todo el rango de porcentajes
de etanol de la solucion extractiva.Considerando que el
contenido lipidico de las semillas de quinoa no interfiere en
la cuantificacion de polifenoles por medio de la técnica de
Folin-Ciocalteau, se prosigui6 con los ensayos propuestos,
trabajando sobre harina sin desgrasar.

En la Tabla 2 se observan los valores de CPT obtenidos
para las diferentes condiciones de ensayo. Se requirieron
18 experiencias, agrupadas en 8 para verificar el modelo a
dos niveles (-1,1) para los 3 factores (2%, k=3); 4 réplicas
en el punto central para evaluar el error puro y 6 ensayos
restantes para testear los valores centrales de las caras del
plan (puntos en estrella).

Los valores de CPT obtenidos coinciden con el
intervalo informado por Abderrahim et al. [2], quienes
encontraron rangos entre 128 a 452 mg AGE/100 g b.s.
Repo-Carrasco y Encina-Zelada [23], en cambio, informa-
ron valores menores, comprendidos entre 35,29 a 139,94
mg AGE/ 100 g bs, cuando analizaron quince variedades
de quinoas provenientes del Pert. Tang ef al. [27] hallaron
valores ain mas bajos (46,7 a 68,2 mg AGE/ 100 g b.s.)
para quinoas originarias de Canada, al igual que Miranda et
al [20], para seis ecotipos de quinoas chilenas (entre 14,22
y 65,53 mg AGE/ 100 g b.s).
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Tabla 2: Valores respuesta del contenido de polifenoles totales

11:: %Et s mg AGE/“I::J g quinoa
40 30 20 2141
80 30 20 1914
40 70 20 18210
80 70 20 179 +5
40 30 40 209+ 4
80 30 40 204 £ 9
40 70 40 185+ 4
80 70 40 18329
60 50 30 233+2
60 50 30 223+2
60 50 30 227 £1
60 50 30 229+ 3
40 50 30 214+5
80 50 30 203 +12
60 30 30 218+ 4
60 70 30 191+1
60 50 20 190 + 10
60 50 40 202+ 6

El perfil de compuestos fenoélicos 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 maduracion, como asi también de aspectos tecnologicos
relacionados con el procesamiento y almacenamiento,
entre otros [21].

En la Tabla 3 se muestra el analisis estadistico de los
resultados. Se observa que la temperatura y el porcentaje
de etanol presentaron un efecto significativo (p<0,05)
en el contenido de fenoles totales, como asi también las
interacciones cuadraticas de temperatura, porcentaje de
etanol y relacion L/S. La variable de mayor influencia
en la extraccion de CPT fue el porcentaje de alcohol en
el solvente.

Tabla 3: Resultados del ANOVA correspondiente al contenido de
polifenoles totales en extractos de semilla de quinoa, obtenidos bajo
diferentes condiciones de T de secado (T° C), porcentaje de etanol en
el solvente (%Et) y relacion L/S.

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrado .
L " . Razoén-F Valor-P
variacion libertad cuadrados medio
T 1 193,60 193,60 9,06 0,013
%Et 1 1345,60 1345,60 62,94 0,000
L/S 1 72,90 72,90 3,41 0,095
T(°C)* T(°C) 1 126,04 126,04 5,90 0,036
%Et*%Et 1 315,37 315,37 14,75 0,003
L/S*L/S 1 1001,04 1001,04 46,83 0,000
Modelo 7 5480,72 782,96 36,63 0,000
Resumen del modelo s R R
4,62358 (ajustado)
93,62% 87,46%

A partir del analisis de regresion multiple, se obtuvo la
siguiente ecuacion polindmica de segundo orden, con p <
0,05y R*=93,62%:
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CPT (mg AGE/100g quinoa b.s.) =-47,2 + 1,843 T(°C)
+ 2,139 %Et + 11,89 L/S —-0,01719 T(°C)*T(°C)
-0,02719 %Et*%Et - 0,1937 L/S*L/S

En la Figura 2 se muestran los valores de CPT experi-
mentales y teéricos estimados por el modelo, observandose
el grado de coincidencia entre los mismos.

250
o 200 3=
o -~
g 150
i
g 100 = Experimental
o 50 —a= Tedrico
12345678 9101112131415161718
Experiencia

Figura 2: Valores del contenido de polifenoles totales experimentales
y predichos por el modelo

Las superficies de respuesta de la Figura 3, muestran
el comportamiento del contenido de polifenoles totales
obtenido en funcion de las 3 variables estudiadas. Fijando
la relacion L/S se observa que el CPT aumenta para va-
lores de temperatura proximos a 60° C donde se obtiene
el méaximo contenido de polifenoles totales. Manteniendo
constante la temperatura, el contenido de polifenoles au-
menta cuando la concentracion de alcohol en el solvente
es proxima al 40%. Por tltimo, para una mezcla extractiva
de concentracidn de etanol fija, se logra un maximo del
CPT cuando la relacion L/S es de 30:1, decreciendo para
relaciones de 20:1 y 40:1.

Figura 3: Superficie respuesta para el contenido de compuestos fené-
licos totales (CPT) en funcién de las variables de proceso: temperatura
(T), %Etanol (%Et) y relacion liquido de extraccion/sélido (L/S).
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En la Figura 4 se presentan las variables del proceso
que optimizaron la respuesta del contenido de polifenoles
totales. Las mismas fueron: temperatura de secado del
grano de 54° C, concentracion de etanol en la mezcla
extractiva de 39% y relacion liquido/solido de 31:1.
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Figura 4: Optimizacion de la respuesta del contenido de polifenoles
totales

Miranda et al. (2010), evaluaron el impacto de
diferentes temperaturas de secado en las propiedades
nutricionales, contenido de compuestos fendlicos totales y
capacidad antioxidante en granos de quinoas, encontrando
que las temperaturas de secado entre 60 y 80° C resultan
en una notable degradacion de los compuestos fendlicos
totales, aunque no evidencian pérdidas significativas con
respecto a la capacidad antioxidante. Vidaurre-Ruiz ef al.
(2017) encontraron que si bien después del proceso de
secado algunos compuestos bioactivos de las variedades
de quinoa Negra Collana y Pasankalla, disminuyen sig-
nificativamente, se pueden formar otros compuestos con
mayor capacidad antioxidante.

Para la relacion L/S, el maximo de CPT se registrd
para una relacion L/S de 31:1. La relacion 6ptima de L/S
a emplear en la extraccién dependera de dos considera-
ciones fundamentales: la cantidad maxima conveniente de
solvente en la practica, esta limitada por las consecuencias
relacionadas con la dilucion que se produce de los sustratos
de interés, al utilizar mayores volumenes de solvente [18].
Por otro lado, el rendimiento del extracto en compuestos
de interés esta directamente relacionado con la cantidad
de material solido de partida, por lo que el valor 6ptimo
resultara principalmente del compromiso de éstas dos
consideraciones [7].

En el caso del solvente, se observo un aumento en el
CPT para mezclas extractoras de 39% de porcentaje de eta-
nol lo que indicaria la presencia mayoritaria de compuestos
bioactivos de naturaleza hidrofilica en la quinoa [28, 2, 11,
26, 16, 22, 24].

Quimicamente, los compuestos fendlicos son sustancias
quimicas que poseen un anillo aromatico, con uno o mas
grupos hidroxilos incluyendo derivados funcionales.
La naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas
simples, como los &cidos fendlicos hasta compuestos alta-
mente polimerizados, como los taninos. En las plantas, se
presentan en forma conjugada con uno o mas residuos de
azucar unidos a los grupos hidroxilos, aunque en algunos
casos se pueden producir uniones directas entre una molé-
cula de azucar y un carbono aromatico. Por ello la forma
mas comun de encontrarlos en la naturaleza es en forma
de glicosidos, que son solubles en agua y en solventes
organicos. Se ha reportado el uso de etanol, metanol y
acetona [30, 9, 5] y sus mezclas con agua en diferentes
proporciones. En particular, las mezclas de agua y etanol
son las mas utilizadas dado su eficiencia, selectividad, bajo
costo, baja toxicidad y facilidad de eliminacion [31,14].
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 funcion
de la solubilidad de los diferentes compuestos fenolicos
presentes en la matriz vegetal [12].

Sin embargo, no existe un método y solvente defini-
dos, pues ello dependera de la naturaleza quimica de los
compuestos a extraer, de la cantidad y posicion de sus
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grupos hidroxilo, del tamafio molecular, asi como de la
concentracion del solvente, temperatura, tiempo de con-
tacto, tamafo de particula y relacion masa-solvente, entre
otros 3,4, 13, 7].

conclusiones

En este estudio preliminar establecieron valores 6p-
timos para la temperatura, el porcentaje de etanol en el
solvente y la relacion L/S, para el proceso de extraccion
de compuestos fenolicos a partir de quinoa (Chenopodium
quinoa Willd). Sera oportuno continuar los estudios con
otras variedades de quinoa o modificando las temperaturas
de extraccion.
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