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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo principal extraer aceite de dos variedades de
caiihua (Chenopodium pallidicaule Aellen), Cupi e Illpa-INIA, utilizando métodos de
extraccion convencional y con fluidos supercriticos (EFS-CO.), y evaluar su contenido
de tocoferoles (a-tocoferol y y-tocoferol). La investigacion incluyo tres etapas: analisis
proximal de las variedades de cafihua, extraccion de aceite y cuantificacion de
tocoferoles mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). En la extraccion
convencional se utilizd hexano como solvente (250 mL), a una temperatura de 70 °C, con
un tiempo de mezcla de 1 hora, logrando un rendimiento maximo de 7.45 g/100g en la
variedad Cupi sin perigonio. Para la extraccion por EFS-CO., los pardmetros incluyeron
una presion de 27.58 MPa, temperatura de 45 °C, un flujo de CO: de 7.08 L/min y un
tiempo de extraccion de 60 minutos, obteniendo un menor rendimiento, con un valor
minimo de 4.5 g/100g en Illpa-INIA con perigonio. En cuanto al contenido de tocoferoles,
se observd un mayor a-tocoferol en Cupi sin perigonio (2538.49 ng/g) y y-tocoferol en
Illpa-INIA sin perigonio (1808.67 ug/g), ambos superiores a los reportados en aceites
vegetales tradicionales. El analisis estadistico mediante ANOVA confirm6 que el método
de extraccion, la variedad de cainihua y la presencia de perigonio influyeron
significativamente en el rendimiento y el contenido de tocoferoles (p < 0.05). Este estudio
evidencia el potencial del aceite de cafithua como una fuente rica en tocoferoles,
resaltando el método EFS-CO: por su capacidad para conservar compuestos funcionales,

lo que refuerza su aplicabilidad en las industrias alimentaria y farmacéutica.

Palabras clave: Caiihua, extraccion por fluido supercritico, aceite, tocoferol.
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ABSTRACT

The main objective of this study was to extract oil from two varieties of cafihua
(Chenopodium pallidicaule Aellen), Cupi and Illpa-INIA, using conventional extraction
methods and supercritical fluid extraction (SFE-CO2), and to evaluate their tocopherol
content (a-tocopherol and y-tocopherol). The research included three stages: proximal
analysis of the cafiithua varieties, oil extraction, and tocopherol quantification using high-
performance liquid chromatography (HPLC). For conventional extraction, hexane was
used as the solvent (250 mL) at a temperature of 70 °C with a mixing time of 1 hour,
achieving a maximum yield of 7.45 g/100g in the Cupi variety without the perigonium.
For SFE-CO: extraction, the parameters included a pressure of 27.58 MPa, a temperature
of 45 °C, a CO: flow rate of 7.08 L/min, and an extraction time of 60 minutes, obtaining
a lower yield, with a minimum value of 4.5 g/100g in Illpa-INIA with the perigonium.
Regarding tocopherol content, higher levels of a-tocopherol were observed in Cupi
without the perigonium (2538.49 ng/g) and y-tocopherol in Illpa-INIA without the
perigonium (1808.67 pg/g), both exceeding those reported in traditional vegetable oils.
Statistical analysis using ANOVA confirmed that the extraction method, cafiithua variety,
and presence of the perigonium significantly influenced oil yield and tocopherol content
(p < 0.05). This study highlights the potential of cafithua oil as a rich source of
tocopherols, emphasizing the SFE-CO: method for its ability to preserve functional

compounds, which reinforces its applicability in the food and pharmaceutical industries.

Keywords: Caiihua, supercritical fluid extraction, oil, tocopherol.
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INTRODUCCION

La cafithua (Chenopodium pallidicaule Aellen), es un grano andino considerado como un
pseudocereal, su cultivo se desarrolla desde los 3500 a 4200 m s. n. m., y que al igual que
la quinua (Chenopodium quinoa Will) han sido base de la alimentacion desde culturas
anteriores al incanato, su cultivo se extiende en el altiplano de Pertl y Bolivia. Al igual
que la quinua, la cafithua se distingue por su alto contenido de proteinas y aminoacidos
esenciales, como el triptofano, la metionina y la leucina, entre otros. Aunque su contenido
graso es inferior al de cultivos oleaginosos como el girasol, el olivo o la soya, diversos
estudios han demostrado que los granos andinos, incluida la cafithua, poseen un contenido
de vitamina E (tocoferoles) significativamente superior al de estas oleaginosas, lo que

resalta su valor nutricional y funcional.

La creciente demanda de alimentos que no solo aporten proteinas y carbohidratos, sino
también beneficios para la salud, ha puesto de relieve la importancia de productos
funcionales en la prevencion y tratamiento de enfermedades degenerativas y
cancerigenas. En este contexto, el contenido de vitamina E en el aceite de cafithua le
confiere propiedades funcionales que podrian ser aprovechadas tanto por la industria

alimentaria como por la farmacéutica.

Tradicionalmente, la extraccion convencional de aceite ha sido el método predominante;
sin embargo, tecnologias mas avanzadas, como la extraccion con fluidos supercriticos
(EFS) utilizando CO-, estan ganando popularidad debido a su capacidad para conservar
compuestos funcionales como la vitamina E. Estas tecnologias representan una
oportunidad prometedora para impulsar el uso de la cafithua en la region andina y

potenciar sus aplicaciones industriales.



CAPITULO I

PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

1.1.  Situacion problematica

En la actualidad, el Peru se encuentra en una inseguridad alimentaria, debido a la mala
alimentacion generada durante la pandemia COVID-19 (FAO, s. f.), a ello se suma la
pobreza que abarca el 36.7% a 40.9% en los departamentos Ayacucho, Cajamarca,
Huancavelica, Huanuco, Loreto, Pasco y Puno, (INEI, 2022), por lo que, es necesario
tomar acciones para que no se presente una crisis alimentaria (FAO, 2011). Ello se puede

lograr incrementando el consumo de alimentos proveniente de cultivos nativos.

Los cultivos andinos historicamente han sido base de la alimentacion en América del Sur,
ademas, de contar con una amplia diversidad de especies como: tubérculos, frutas,
leguminosas y granos, son considerados super alimentos (Jacobsen et al., 2003), la
canihua (Chenopodium pallidicaule), quinua (Chenopodium quinoa Will) y kiwicha
(Amaranthus caudatus), son los representativos de granos andinos. La quinua presenta el
75 % de la produccion y la cafithua solamente el 4% (MINAGRI, 2018), el consumo de
granos andinos es de 3.2 Kg/afio (MIDAGRI, s. f.), siendo la quinua el mas consumido,
comparado al arroz cuyo consumo es de 47.4 Kg/afio. El bajo consumo de cafithua no
solo se debe a su baja produccion, sino también a la poca versatilidad como insumo de
mezclas alimentarias, aunque presenta un alto valor nutricional contenido de
carbohidratos de 65.5 -68%, proteinas de 14.7 - 15.5% y grasas de7.6 - 8.5% (Huamani,
2018). Ademas contiene vitamina E (tocoferol) en concentraciones de 1514 mg/kg (De
Bruin, 1963; Niro et al., 2019). Es fundamental promover el desarrollo de subproductos
de alto valor agregado para fortalecer tanto la produccion como el consumo de este

importante grano andino.



Por otro lado, las enfermedades neurodegenerativas como alzheimer, parkinson,
esclerosis lateral amiotrofica, entre otras (Salamanca-Gomez, 2001), son un problema de
salud publica debido a su incremento en la poblacién (OMS, 2006). El dafio causado por
estas enfermedades puede ser prevenida con el consumo de la vitamina E, que protege el
sistema nervioso central, especialmente al cerebelo del dafio oxidativo (Ulatowski &
Manor, 2015), ademas que puede ser utilizado como parte de tratamiento (Wagner et al.,

2004).

La vitamina E es un compuesto esencial que se encuentra principalmente en los vegetales
(Schneider, 2005), siendo las semillas las fuentes mas ricas en esta vitamina (Niki & Abe,
2019). Por ejemplo, los aceites de girasol y algodon contienen entre 690 a 1000 mg/kg de
vitamina E, respectivamente (Sayago et al., 2007). Sin embargo, la obtencion de aceites
ricos en compuestos funcionales como la vitamina E depende en gran medida del método

de extraccion empleado.

En la actualidad, los métodos de extraccion convencionales, como la extraccion por
solvente y Soxhlet, son los més utilizados. No obstante, técnicas emergentes, como la
extraccion asistida por ultrasonido, fluidos supercriticos y microondas, han demostrado
ser mas eficaces para preservar las propiedades funcionales de los aceites (Lefebvre et al.,
2021). Por ejemplo, en el caso de la quinua, el contenido de tocoferoles varia
significativamente segin el método utilizado, siendo de 5.982 mg/100 g con extraccion
convencional y de 336.0 mg/100 g con extraccion por fluidos supercriticos (Przygoda,
2015; Tang et al., 2015). Esto sugiere que las técnicas avanzadas no solo permiten la
extraccion de aceite, sino que también pueden influir en la conservacion de compuestos

bioactivos.



Por lo antes mencionado, el trabajo de investigacion propone la extraccion de aceite de

cafnihua mediante la metodologia de fluidos supercriticos y evaluar los tocoferoles.

1.2.  Formulacion del problema

a. Problema general

(Cuanto de aceite se podra extraer mediante fluido supercritico de dos variedades de
cafithua (Chenopodium Pallidicaule Aellen) Cupi e Illpa-INIA sin perigonio y cual sera

el contenido de tocoferoles?

b. Problemas especificos

(Cudl es el rendimiento de aceite extraido por método convencional y fluidos super

criticos con y sin perigonio de las variedades de cafithua Cupi e Illpa - INIA?

(Cual es el contenido de tocoferoles obtenidos mediante fluidos supercriticos en dos

variedades de canihua con y sin perigonio?

1.3.  Justificacion de la investigacion

La presente investigacion se justifica desde multiples perspectivas: cientifica, social,
econdmica y ambiental, evidenciando su relevancia en el desarrollo y valorizacion de
cultivos andinos como la caiihua (Chenopodium pallidicaule Aellen). Este grano,
considerado un pseudocereal, ha formado parte esencial de la dieta de las culturas andinas
desde tiempos prehispanicos y, sin embargo, actualmente presenta un bajo nivel de
consumo y producciéon en comparacion con otros granos como la quinua. La caiithua,
ademas de ser una fuente rica en proteinas, aminoacidos esenciales y carbohidratos,
contiene compuestos bioactivos como la vitamina E (tocoferoles), que le otorgan

propiedades funcionales y potenciales beneficios para la salud. Estas caracteristicas hacen



imperativo su estudio y promocién para fomentar su integracion en el mercado

alimentario y farmacéutico.

La vitamina E, que fue descubierta por Katherine S. Bishop y Herbert M. Evans en la
década de 1920, es un antioxidante soluble en lipidos que juega un papel crucial en la
reproduccion humana y animal. Aunque el nombre “vitamina E” parece referirse a un
solo compuesto, en realidad hay 8 analogos de vitamina E: 4 tocoferoles (a, B, Yy o) y 4
tocotrienoles (a, B, y y 0), sin embargo, solo se utiliza a-tocoferol para establecer la
cantidad diaria recomendada (RDA) de vitamina E, donde la dosis diaria recomendada
para adultos es de 15 mg de a-tocoferol, pero mas del 88 % de la poblacion en Estados
Unidos no cumple ello (Ranard & Erdman, 2018). El consumo de vitamina E es
importante debido a que, en la actualidad se han realizado diversos estudios que muestran
la importancia, prevenciéon de cancer (Das Gupta & Suh, 2016), evita la
neurodegeneracion (Ranard & Erdman, 2018), enfermedades cardiovasculares y
enfermedad de Alzheimer (Thompson & Cooney, 2020). Cabe mencionar que en varios
de los estudios mencionados se basan en a-tocoferol, por lo que, al momento de la
revision los demas anédlogos de la vitamina E no se han estudiado, quedando una apertura
de los beneficios que puedan tener estos. Por lo que, el estudio de aceites obtenidos de
diferentes matrices vegetales y su evaluacion sobre el contenido de tocoferoles, no
necesariamente el porcentaje de aceite extraido seria importante, sino también los

beneficios que aportan los compuestos que contiene.

Sin embargo, la cantidad y calidad de los tocoferoles presentes en el aceite de cafithua no
han sido exploradas ampliamente, especialmente cuando se utiliza la extraccién con
fluidos supercriticos (EFS-CO.), un método avanzado que permite preservar compuestos

funcionales. Este enfoque innovador no solo permitira caracterizar el aceite de caiithua,



sino también establecer comparaciones con otros aceites vegetales para demostrar sus

ventajas competitivas.

En términos econdmicos, la investigacion ofrece una oportunidad para diversificar los
productos derivados de la cafiihua, promoviendo su transformacion en subproductos de
alto valor agregado, como el aceite rico en tocoferoles. Esto podria incentivar la
produccion de canihua en comunidades agricolas, generando ingresos adicionales y
mejorando las cadenas de valor locales. Ademas, el uso de tecnologias avanzadas como
la extraccion por fluidos supercriticos puede posicionar a este aceite en nichos de mercado

premium, tanto en el &mbito nacional como internacional.

Finalmente, desde una perspectiva ambiental, el cultivo de cafithua es una practica
sostenible que contribuye a la preservacion de la biodiversidad andina y a la mitigacién
del impacto ambiental asociado con los monocultivos intensivos. Ademas, la extraccion
con fluidos supercriticos, al ser una tecnologia limpia que no utiliza solventes toxicos, es

respetuosa con el medio ambiente y garantiza un producto final libre de contaminantes.

1.4.  Objetivos de la investigacion

1.4.1. Objetivo general

Extraer aceite mediante fluido supercritico de dos variedades de canihua (Chenopodium

Pallidicaule Aellen) Cupi e Illpa-INIA y cuantificar sus tocoferoles.

1.4.2. Objetivos especificos

Evaluar el efecto del método de extraccion (convencional y fluido supercritico) de dos
variedades de caiithua (Cupi e Illpa-INIA) con perigonio y sin perigonio sobre el

rendimiento de aceite.



Evaluar el efecto de las variedades de canihua (Cupi e Illpa-INIA) con perigonio y sin
perigonio sobre el sobre el contenido de tocoferol obtenido mediante extraccion por fluido

supercritico.



CAPITULO II

MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1. Bases tedricas

2.1.1. Caiiihua

La cafithua cuyo nombre cientifico es Chenopodium pallidicaule Aellen, denominado asi
por Paul Aellen en 1929 (Apaza, 2010). Considerado como un pseudo cereal, debido a
que no son gramineas, pero tienen usos similares como los cereales en grano (CODEX
ALIMENTARIUS, 2016), el término “pseudocereal” combina “cereal”, refiriéndose a
granos, con el prefijo “pseudo” que significa “falso o parecido”, donde las plantas mas
representativas corresponden a la familia Amarathaceae, Chenopodiaceae entre otros
(Fletcher, 2016). Se cultiva en las regiones de Puno, Cusco, Huancayo y Huancavelica
(INDECORPI, 2018), entre a los 3 800 y 4 200 m s.n.m. (MINAGRI, 2010), es resistente
al frio, pudiendo germinar a temperaturas de 5°C y florecer a los 10°C, las semillas
maduran a los 15°C y debido a su corta raiz soporta pH entre los 4,8 a 8,5 ademas muestra

cierta tolerancia a la salinidad (MINAGRI, 2018).

Aellen (1929) citado por Apaza (2010), menciona que la clasificacion taxondémica

propuesta por Aellen es la siguiente:

Reino: Plantae
Divisién: Angiospermophyta
Clase: Dicotyledoneae
Sub clase: Archichlamydeae
Orden: Centrospermales
Familia: Chenopodiaceae
Género: Chenopodium

Especie: Chepodium pallidicaule



Existen mas de 200 variedades, las cuales se puede clasificar por su ecotipos (saiwa, lasta
y pampalasta), coloraciéon de planta (amarillo, rosado, anaranjado, rojo o purpura ) y
coloracion de semilla (marrdn, castafio, negro entre otros) (INDECOPI, 2018), por su
habito de crecimiento, se divide en dos grupos, decumbentes - lasta y ascendentes - saiwa
(Mérida-Lopez et al., 2023). El Peru se cuenta con 48 ecotipos, 430 acciones, y las
variedades mejoradas mas representativas son Ramis, Cupi e INIA 406 (Apaza, 2010),
por su parte en Bolivia tanto la Universidad San Andrés como PROINPA han identificado
9 variedades siendo la Illimani y Kullaca las mas distribuidas (Giménez et al., 2017).

Figura 1.

Habito de crecimiento, decumbente/ lasta (izquierda) y ascendente/ saiwa (derecha).

Fuente: Mérida-Lopez et al. (2023)

La semilla o grano de canihua, es de forma subcilindrica, conico y subelipsoidal, presenta
un didmetro entre 1 a 1.2 mm, el embrion es curvo-periforme, el epispermo es fino
puntiagudo y de diferentes colores, estd cubierto de perigonio que es una capa delgada y

transparente (Apaza, 2010).

Bravo-Portocarrero et al. (2022), muestran que el rendimiento en la variedad Ramis es
10.35 g/planta y la de Illpa-INIA de 16.85 g/planta, y el tiempo en alcanzar la madurez

fisiologica es en Illpa-INIA de 142 dias y Ramis de 137 dias.
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Figura 2.
Imagen SEM de 80x (4) Grano de caiiihua con perigonio variedad Illpa-INIA. (B) Grano de caiiihua con
perigonio variedad Cupi. (C) Grano de carithua sin perigonio variedad Illpa-INIA. (D) Grano de cariihua

sin perigonio variedad Cupi.

Fuente: Huiche (2018)

Los granos y cereales juegan un papel importante en la dieta diaria, satisfacen
aproximadamente la mitad de las necesidades de energia y proteinas. El consumo per
capita de cereales y granos en el Peru muestra que el arroz es el mayor 54 Kg/ano, el trigo
43 kg/afio, el maiz 12.3 kg/afio, y la quinua 1.1 kg/afio. El aporte nutricional de estos
cereales con respecto a la cafithua (Tabla 1), muestra las ventajas de la cafithua frente a

los otros cereales mencionados (INS, 2017; Repo-Carrasco-Valencia et al., 2009, 2010).
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Tabla 1

Composicion proximal de diferentes variedades de carithua y otros granos y cereales

Variedades Agua  Proteina Grasa Carbohidratos Fibra

de caiiihua Yo Y% % % o, Referencia

Cupi 10.37 14.41 5.68 63.64 2.98 Repo-Carrasco et al. (2009)
Ramis 11.79 14.88 6.96 65.65 2.79  Repo-Carrasco et al. (2009)
Kello 10.37 15.38 7.36 59.4 3.56 Repo-Carrasco et al. (2010)
Ayara 10.39 14.38 6.66 58.5 3.95 Repo-Carrasco et al. (2010)
Illpa 7.35 18.47 5.11 58.31 6.32  Pauro (2017)

Otros cereales

Arroz 13.4 7.8 0.7 77.6 INS (2017)

Trigo 12.6 8.4 1.4 76.1 INS (2017)

Maiz 12 7.4 0.5 80 0.4 Villaetal. (2014)

Quinua 14.7 11.7 12.4 553 2.2 Villaetal. (2014)

2.1.2. Plantas oleaginosas

Las plantas oleaginosas, son aquellas de las cuales se puede extraer aceite, ya sea para
consumo humano y de uso industrial (SAGARPA, 2017), cuyo contenido de aceite
presenta que al girasol con 58.6%, aceituna 32.1%y soya 18.7 % respectivamente (INS,
2017). Existen diferentes plantas que por su contenido aceite pueden ser consideradas
plantas oleaginosas alternativas, los cuales contienen valores por encima del 10% (Berti
et al., 2006), y si bien la cafithua contiene aproximadamente 7 % (Repo-Carrasco et al.,

2009) estas pueden ser utilizadas como una alternativa para la obtencion de aceite vegetal.

Las proteinas, carbohidratos y grasas son los principales compuestos de almacenamiento
en los granos, para el caso de las grasas este se presenta como ceras o triacilgliceroles
(Baud & Lepiniec, 2010), estos se encuentran en el endospermo y en el embridn, diversos
estudios han demostrado que las cantidades de triacilgliceroles tanto en el endospermo
como en el embrion pueden ser diferentes, asi como la composicion de acidos grasos
(Miray etal.,, 2021). Los triacilgliceroles son los lipidos de almacenamiento mas
comunes, estan compuestos por tres grupos acilo grasos esterificados en una cadena
principal de glicerol en las posiciones sn -1, sn -2 y sn -3, se forman en una reaccion de
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condensacion entre el glicerol y tres acidos grasos: el glicerol tiene tres grupos -OH a los
que se unen los tres acidos grasos mediante grupos carboxilo. Esto crea tres enlaces
covalentes llamados enlaces éster, el grupo carboxilo de cada acido graso pierde un atomo
de hidrégeno y el glicerol pierde tres grupos -OH. El resultado es que cuando los tres
acidos grasos se unen al glicerol se liberan no una sino tres moléculas de agua (Baud &
Lepiniec, 2010).

Figura 3.

Formacion de triacilglicérido.

O
I
'llin-DH CHz-O-C-R
CH-OH + HOOC-R CH-OH + HOOC-R”
| \ | v
CH2-OH Acido HoO CHz-OH H.O
Glicerol Graso Monoacilglicérido
I
CH2-0O-C-R CH2-0O-C-R
| Q | 10
—> CH-0O-C-R~ +HOOC-R™ CH—D—CC—)R‘
| v |
CH2-OH Hz0 CHa-0-C-R™
Diacilglicérido Triacilglicérido

Fuente: Larez (2017)

Los aceites vegetales estdn compuestos en un 100 % de grasas INS (2017), constituidos
principales 4cidos grasos, monoacilgliceroles, diacilgliceroles, triacilgliceroles,
fosfolipidos, eicosanoides, resolvinas, docosanoides, esteroles, ésteres de esteroles,
carotenoides, vitaminas liposolubles, alcoholes (FAO, 2012b), segiin Huamani (2018), en
la cafithua estdn presentes el acido linoleico (49.6%), acido oleico (27.9%), acido
palmitico (13.5%) y el acido linolénico (6.8%), que son importantes a nivel nutricional

(FAO, 2012b), lo que hacen atractiva su extraccion.
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Figura 4.

Estructura de acidos grasos.
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Fuente: Larez (2017)

Si bien los granos andinos se caracterizan por el contenido de aminoacidos como la lisina
5.9 g/100 g proteina, metionina 1.6 g/100 g proteina, treonina 4.7 g/100 g proteina y
triptofano, 0.9 g/100 g proteina respectivamente (Ayala, 2004), estos no se presentan en
el aceite, debido a su caracteristica hidrofobica ademas de ser precursoras de las proteinas

(Espinosa-Silva, 2015).

2.1.2. Vitamina E

En el caso de las vitaminas, los aceites presentan vitamina E formados principalmente por
tocoferol y tocotrienol (Bravo et al., 1976). Es una vitamina liposoluble, esencial para la
salud, generalmente se ingiere con alimentos que contienen grasa, el cuerpo puede
almacenarla, por lo que no tiene que consumirse todos los dias. (Zingg, 2007). El término
“tocoferol” se refiere a los derivados del tocol sustituidos con metilo y no es sindnimo
del término vitamina E. Los tococromanoles naturales comprenden dos series homologas:
los tocoferoles con cadena lateral saturada y los tocotrienoles con cadena lateral

insaturada (Figura 5). Los homologos de vitamina E tococromanol con mayor difusion en
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la naturaleza son cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles: a-, -, y- y 6-tocoferol y a-, -
, Y-y O-tocotrienol. Los tocoferoles y los tocotrienoles tienen la misma estructura quimica
basica caracterizada por una cadena larga unida en la posicion 2 de un anillo de cromano.
Los tocotrienoles difieren de los tocoferoles porque poseen una cadena lateral C16 de
farnesilo en lugar de un isoprenoide saturado. Tanto los tocoferoles como los
tocotrienoles pueden diferir en la metilacion del grupo de cabeza de cromano: f—y y—
son isomeros estructurales (5,8-dimetiltocol y 7,8-dimetiltocol), mientras que a— y o—
(5,7,8- trimetiltocol y 8-metiltocol) difieren entre si y de B- y y- porque poseen un grupo

metilo mas o uno menos en el anillo aromatico (Colombo, 2010).

Figura 5.

Estructura de tocoferol y tocotrienol

beta-tocopherol beta-tocotrienol

HO - -
(o} ¥ : ;
delta-tocopherol
HO - -
(¢ 3 : :
gamma-tocopherol gamma-tocotrienol

Fuente: Shahidi et al. (2021)
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2.1.3. Extraccion de aceite vegetal

El proceso de separacion de aceites de las semillas oleaginosas se denomina extraccion,
esto es posible a través de una variedad de técnicas quimicas, bioquimicas y mecanicas
(Gnansounou & Raman, 2017). Durante las ultimas décadas, los investigadores han
realizado diferentes esfuerzos en desarrollar métodos de extraccion mas eficientes y
sostenibles (Baskar et al., 2018), para no utilizar solventes dafiinos (hexano, metanol, éter
de petréleo entre otros) que son perjudiciales para el medio ambiente y los seres humanos
(Doria Serrano, 2009). Las extracciones han pasado de las extracciones mecanicas y con
solventes convencionales a técnicas no convencionales mejoradas, como la extraccion
asistida por ultrasonido (EAU) y microondas (EAM) (Yusuf, 2018), la extraccion con

fluidos supercriticos (EFS) (Ahangari et al., 2021) entre otros.

La extraccion mecénica es uno de los métodos mas antiguos utilizados para la extraccion
de aceite, donde las semillas deben de ser trituradas y colocadas entre barreras (capachos),
el volumen de la semilla se reduce mediante el uso de prensas mecénica o hidraulicas, lo
que obliga a que el aceite y agua salga de las semillas agua y aceite (Yusuf, 2018), aunque
el prensado mecanico no es eficiente, pero presenta buena calidad y la posibilidad de
aprovechamiento de su torta a diferencia de la extraccion se realiza con solventes (Alba

Pons, 2015).

El proceso de Extraccion por Solvente Convencional (ESC) es uno de los métodos mas
utilizados para la obtencion de aceites vegetales debido a su simplicidad, rentabilidad y
eficiencia. Este método se basa en la capacidad del solvente para disolver los aceites
presentes en las semillas oleaginosas y extraerlos de manera efectiva. La seleccion del
solvente es un aspecto critico, ya que debe ser altamente soluble para los aceites y al

mismo tiempo permitir una extraccion eficiente con el menor impacto posible en la
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calidad del producto final. El proceso de ESC generalmente se lleva a cabo mediante uno
de dos enfoques principales: por lotes o de forma continua, dependiendo de las
necesidades de produccion. Consiste en tres etapas fundamentales. La primera etapa es la
limpieza y acondicionamiento de las semillas oleaginosas, en la que se eliminan
impurezas y se preparan las semillas para maximizar la eficiencia de la extraccion. Esto
puede incluir el descascarado, la molienda o el calentamiento para facilitar la liberacion
del aceite. La segunda etapa es la extraccion del aceite, en la que las semillas pretratadas
se mezclan con el solvente, tipicamente en un extractor disefiado para maximizar el
contacto entre ambos. Durante este proceso, el solvente penetra en las células de las
semillas y disuelve los lipidos, formando una mezcla conocida como miscela (aceite y
solvente). La tercera etapa es la separacion de la miscela, en la que se eliminan los
residuos solidos de las semillas y se recupera el solvente, dejando el aceite crudo listo

para su posterior refinacion o uso (Nde & Anuanwen, 2020).

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU), es un tipo especial de onda de sonido més
alla del oido humano, con frecuencias que van de 20 a 100 MHz, las ventajas de los EAU
incluyen tiempos de extraccion mas cortos, demandas de energia bajas y una alta
eficiencia de extraccion (Fuad & Don, 2016). La EAU se atribuye principalmente al
comportamiento de la cavitacion que provoca la formacion y crecimiento de burbujas y
su posterior colapso. El resultado de este colapso son efectos fisico-quimicos y mecanicos
que provocan la ruptura de la matriz del material, lo que facilita la liberacion de
compuestos extraibles y ayuda al movimiento del solvente hacia la muestra, aumentando
asi la liberacion de los compuestos objetivo de la matriz hacia el solvente (Jing et al.,

2015).

La extraccion por fluido supercritico (EFS), se basa en el uso de un fluido supercritico

(FS), donde una sustancia a una temperatura y presion por encima de su punto critico no
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existen distintas fases liquidas y gaseosas, mediante la EFS, el solvente puede difundirse
a través de matrices solidas y posteriormente disolver materiales como liquidos normales.
Dado que muchos EFS se realizan cerca del punto critico del fluido, cuando pequefios
cambios en la presion o la temperatura dan como resultado grandes cambios en la
densidad del fluido (Niessen & Woelk, 2007). Aunque se puede emplear una variedad de
solventes en condiciones supercriticas, el diéxido de carbono (CO») es el mas utilizado
para la recuperacion de compuestos bioactivos y valiosos a partir de matrices naturales.
El CO; presenta varias ventajas, incluyendo condiciones criticas leves, no toxico, no
inflamable, no explosivo y, ademas, facilmente disponible. Ademas, al ser un gas en
condiciones ambientales, el CO; se elimina facilmente de los extractos obtenidos durante
la descompresion, lo que permite obtener extractos libres de disolventes. Esta ultima
propiedad es de interés para la generacion de compuestos bioactivos para ser utilizados

en la industria alimentaria (Herrero et al., 2015).

Las propiedades de los solventes utilizados en la Extraccion con Fluidos Supercriticos
(EFS) pueden modificarse ajustando pardmetros como la presion y la temperatura, lo que
afecta directamente la densidad del fluido y, en consecuencia, su capacidad de solvencia.
Esta flexibilidad convierte a la EFS en una técnica altamente selectiva y versatil,
especialmente adecuada para la extraccion de compuestos especificos en matrices
naturales complejas. Cambios pequefios en las condiciones operativas permiten al fluido
supercritico actuar como un solvente eficaz para una amplia gama de compuestos, desde
no polares hasta moderadamente polares, preservando su funcionalidad y calidad. Esto la
hace ideal para aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética,
donde se requieren métodos de extraccion eficientes y respetuosos con los compuestos

bioactivos (Niessen & Woelk, 2007)..
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Sin embargo, un desafio significativo del uso de diéxido de carbono (CO:) como fluido
supercritico es su baja polaridad, lo que dificulta la extraccion de compuestos altamente
polares. Este problema puede mitigarse mediante el uso de co-solventes, como etanol o
agua, que incrementan la polaridad del sistema y amplian la gama de compuestos
extraibles. EI CO: supercritico alcanza su estado critico a 31.1 °C y 78.3 bar, condiciones
que son relativamente suaves, lo que lo hace ideal para materiales sensibles al calor y
minimiza la degradacion quimica de los compuestos bioactivos. En este contexto, la EFS
se destaca como una técnica de extraccion limpia, eficiente y adaptable, capaz de ofrecer
productos de alta calidad con un menor impacto ambiental (Fig. 6) (Niessen & Woelk,

2007).

Figura 6.

Diagrama esquematico que muestra la region del fluido supercritico para CO:.
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Fuente: Niessen & Woelk (2007).

Teniendo en cuenta la naturaleza quimica de la mayoria de los compuestos bioactivos

naturales, generalmente compuestos polares, es posible que el CO; por si solo no pueda
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extraerlos. Para hacer frente a este problema, se emplean co-solventes (también llamados
modificadores) durante la extraccion en pequefias proporciones (tipicamente, 1-10%).
Estos cosolventes son solventes con mayor polaridad que el CO,, ampliando la gama de
compuestos alcanzables aumentando la polaridad de la mezcla supercritica (Banchero,
2020). Otra ventaja practica de EFS es la posibilidad de realizar el fraccionamiento
durante la descompresion, simplemente usando dos o mas pasos de descompresion

(Arturo-Perdomo et al., 2021).

Por tanto, en un proceso de extraccion intervienen una gran cantidad de factores, no solo
los mencionados anteriormente (disolvente supercritico, naturaleza del modificador,
proporcion de modificador, temperatura y presion), sino también otros parametros
relacionados con la muestra y el proceso de extraccion, como el contenido de agua,
tamafio de particula, agente dispersante, cantidad, caudal, tiempo de extraccion o
fraccionamiento. Incluso se puede variar el modo de extraccion, de modo estatico a
dindmico o mixto utilizando un paso estatico corto seguido de un paso dinamico mas

largo (Yousefi et al., 2019).

La Figura 7, muestra un esquema de EFS de materiales solidos, el disefio del equipo
implica un procedimiento semicontinuo. La pieza central del dispositivo EFS es el
recipiente de extraccion (EV) cargado con la materia prima a extraer. La materia prima
(secada y triturada) generalmente se carga en una canasta, ubicada dentro del extractor, y
permite una rapida carga y descarga del recipiente de extraccion. El recipiente de
extraccion es comunmente cilindrico, como regla general, se recomienda que la relacion
entre la longitud y el didmetro sea de 5 a 7. Desde el fondo del recipiente de extraccion
se carga continuamente el disolvente supercritico, a la salida del extractor el disolvente
supercritico con los solutos extraidos fluye a través de una valvula de despresurizacion

(V) hacia un separador (S1) en el que, debido a la menor presion, se separan los extractos
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del disolvente gaseoso y se recogen. Algunos dispositivos EFS contienen dos o mas
separadores, como es el caso del esquema que se muestra en la Fig. 7. En este caso, es
posible fraccionar el extracto en dos o mas fracciones (fraccionamiento en linea)
ajustando las temperaturas y presiones adecuadas en los separadores. En el ultimo
separador del sistema de descompresion en cascada el disolvente alcanza la presion del
sistema de recirculacion (generalmente alrededor de 4 - 6 MPa). Luego, luego de pasar
por un filtro (F), el solvente gaseoso es licuado (HE1) y almacenado en un tanque de
suministro (ST). Cuando se retira el solvente de este tanque, se bombea (P1), luego se
calienta (HE2) hasta la presion y temperatura de extraccion deseadas. Antes de bombear,
generalmente se requiere un preenfriamiento del solvente (HE3) para evitar la cavitacion
de la bomba. Si se emplea un co-solvente, es necesaria una bomba adicional (P2).
Normalmente, el co-solvente se mezcla con el disolvente antes de la introduccion en HE2

(Fornari et al., 2012).

Figura 7.
Esquema tipico de SFE para la extraccion de matriz vegetal.
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Nota: Pl: bomba de CO,; P2: bomba de codisolvente; HE1, HE2, HE3: intercambiadores de calor; EV:
recipiente de extraccion; S1, S2: células separadoras; V, V1, V2. vdlvulas reguladoras de contrapresion,
ST: Tanque de almacenamiento de CO:, F: filtro.

Fuente: Fornari et al. (2012).
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2.1.4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La HPLC se emplea cominmente en el analisis de metabolitos, ya que proporciona una
excelente herramienta de separacion y cuantificacion. Independientemente de la clase de
compuesto, la separacion mediante el modo de fase inversa es el método elegido en
HPLC. Las columnas de octadecil silice (ODS o C18) se utilizan cominmente como fase
estacionaria en HPLC de fase reversa. Otros materiales, como C8 o C2, también se pueden
usar fases fenilo, amino y ciano para proporcionar diferentes grados de selectividad. La
selectividad depende también de la composicion de la fase méovil. Comunmente se usan
metanol o acetonitrilo en combinacién con varios porcentajes de agua para preparar la
fase moévil que se puede emplear en modo isocratico o en gradiente. La temperatura de la
columna, el pH de la fase mévil y sus modificadores son otros parametros que pueden
usarse para optimizar la separacion de esteroides. El uso de columnas estrechas y cortas
puede reducir con éxito la cantidad de disolvente necesaria y el tiempo de anélisis

(Hameedat et al., 2022).

La preparaciéon de muestras para la determinacion cromatografica de tocoferoles y
tocotrienoles en aceites vegetales puede incluir extraccion liquido-liquido sin
saponificacion o extraccion con disolvente después de la saponificacion. Estos diferentes
procedimientos estan condicionados por la matriz alimentaria bajo evaluacion. El anélisis
se puede realizar con HPLC o cromatografia de gases (GC). Sin embargo, normalmente
se ignora la GC debido a la naturaleza no volatil de estos compuestos, lo que requiere una
derivatizacion antes del paso de cuantificacion. HPLC tanto normal (NP) como de fase
reversa (RP) son las metodologias mas comunes utilizadas para el analisis de tocoferoles
y tocotrienoles. Al comparar las columnas RP y NP para la separacion, estas ultimas
muestran la principal ventaja, ya que permiten una buena separaciéon de todos los

isémeros, Los detectores de HPLC utilizados en el analisis de estos compuestos incluyen

21



deteccion ultravioleta (UV), fluorescencia, dispersion de luz por evaporacion (ELSD),
electroquimica y amperométrica. La deteccion por fluorescencia se describe como mas

sensible y selectiva que la UV (Cunha et al., 2006).

La Figura 8 muestra un perfil cromatografico tipico obtenido para mezclar las soluciones
estandar de los ocho isémeros de la vitamina E. La elucion de los compuestos siguio el
orden caracteristico utilizando un sistema de fases normal, a saber: a-tocoferol, o-
tocotrienol, PB-tocoferol, 7y-tocoferol, [-tocotrienol, vy-tocotrienol, o-tocoferol, o-

tocotrienol (Guinazi et al., 2009).

Figura 8.

Cromatogramas de una mezcla estandar para tocoferol
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2.2.Marco conceptual

Caiiihua. Es una planta que crece en la region andina, contando con mas de 200

variedades

Perigonio. Es una envoltura externa, formada generalmente por un verticilo o tépalos.

Vitamina E. Es un grupo de ocho compuestos solubles en grasa que incluyen cuatro

tocoferoles y cuatro tocotrienoles.

Tocoferol. es un compuesto organico liposoluble, existen cuatro isomeros de tocoferol,
(alfa, beta, gamma y delta), siendo el alfa-tocoferol el mas abundante y biologicamente

activo en el cuerpo humano

2.3.Antecedentes

Del Carpio-Jiménez et al. (2023), evaluaron la composicion y propiedades del aceite
obtenido de cafiihua, mediante EFS-COx. El rendimiento de extraccion fue de 2.14 g /100
g. El principal acido graso insaturado fue el 4cido linoleico (42.1%), seguido del acido
oleico (24,7%) y el 4cido linolénico (3,0%). La gravedad especifica fue 0,897 a 20 °C, el
indice de acidez promedio fue 0.48 mg/KOH, y el indice de saponificacion fue 190 mg

KOH/g de aceite.

Yu et al. (2023), extrajeron aceite de tarwi (Lupinus mutabilis) por EFS-CO», evaluaron
el efecto de la presion, la relacion solvente-alimentacion, el tamafio de particula de la
muestra y la temperatura sobre el rendimiento del aceite. A 500 bar, 40 °C, solvente-
alimentacion de 24 y 5 horas se extrajo el 86% de aceite a las 5 horas. Demostraron que,
el aumento en la temperatura fue desfavorable para el rendimiento de aceite y contenido

de tocoferoles, ademas que, a calidad del aceite y el rendimiento no tenian
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configuraciones Optimas idénticas, lo que abrid posibilidades para producir diferentes

calidades de aceites.

Clara et al. (2020), caracterizaron los aceites de chia (Salvia hispanica), sésamo
(Sesamum inducum) y quinua (Chenopodium quinoa), extraido mediante prensa en ftio.
El aceite de quinua se destacé por su mayor estabilidad oxidativa (17,55 h) y mayor
cantidad de compuestos fenolicos (190.84 mg/100 g). Los aceites de sésamo y quinua no
mostraron diferencias significativas para los carotenoides, pero el aceite de s€samo tuvo
mayor contenido de tocoferoles totales (656.50 mg/kg) seguido de la quinua con (343.48

mg/kg).

Sun et al. (2021), utilizaron EFS-CO; para obtener aceite rico en tocoferoles a partir de
semillas de canola (Brassica napus). Los resultados mostraron una concentracion ~8
veces superior al método de extraccion por solvente (n-hexano), a una presion de 18 MPa,
temperatura de 70 °C, tiempo de mantenimiento de 60 min y tiempo de extraccion de 30
min, son las condiciones Optimas de extraccion. Ademds, se demostrd que a tiempos
prolongados y adicion de cosolvente (etanol) se tuvo impactos negativos en el contenido

de tocoferoles.

Jafarian Asl et al. (2020), investigaron métodos de extraccion modificados EFS-CO» para
obtener compuestos de alto valor agregado a partir del orujo de aceite de colza y se
realizaron comparaciones con la extraccion soxhlet modificada (extraccion con solvente
+ silice). Para la EFS, los parametros de extraccion 6ptimos fueron temperatura de 40 °C,
presion de 350 bar (para fitoesteroles), 400 bar (para tocoferol), 5% en peso de etanol
como co-solvente y pretratamiento de saponificacion. El procedimiento EFS optimizado
condujo a la recuperacion de tres fitoesteroles principales (50 % en peso de B-sitosterol,
23.91 % en peso brasicasterol y 36.25 % en peso de campesterol) y solo a-tocoferol.

Ademas, no hubo efecto sinérgico con el pretratamiento de saponificacion + codisolvente
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y la eficiencia y concentracion de los compuestos objetivo fueron menores que las del

COy+ codisolvente.

Narvaez-Cuenca et al. (2020), obtuvieron aceite comestible a partir de semillas de
guayaba mediante EFS-CO:. El aceite se caracterizé por su composicion de acidos grasos,
propiedades fisicoquimicas, contenido de compuestos fenolicos, miscelaneos,
fitoesteroles y tocoferoles. El aceite, obtenido con un rendimiento de 8.6 g aceite/100g de
semillas, entre los fitoesteroles y tocoferoles, el B-sitosterol (1048.9 mg/100g de aceite)

y el y-tocoferol (82.6 mg/100g de aceite) fueron los més abundantes.

Repo-Carrasco-Valencia et al. (2010), determinaron tocoferoles en granos andinos, en
quinua obtuvo para a tocoferol 721.4 ppm y 7y tocoferol 797.2 ppm, mientras que la
caiihua presento 726ppm de o tocoferol, y 788.4 ppm para y tocoferol. Respecto al
contenido de y tocoferoles, este fue ligeramente mayor para los aceites resultantes. Al
realizar una comparacion con el maiz se determin6d que este, contiene 251 ppm de o
tocoferoles y 558 ppm de y tocoferoles, siendo inferiores con respecto al de los granos

andinos.
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CAPITULO III

HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipotesis

3.1.1. Hipdtesis general

El contenido de tocoferoles en el aceite extraido de las variedades Cupi e Illpa-INIA de
caiihua (Chenopodium Pallidicaule Aellen) obtenido mediante extraccion por fluido

supercritico es superior a otros aceites vegetales.

3.1.2. Hipdtesis especificas

El rendimiento de aceite obtenido a partir de las variedades de caiithua (Cupi e Illpa-
INIA) esta significativamente influenciado tanto por el método de extraccion
(convencional y extraccion con fluidos supercriticos EFS-CO:) como por la presencia o
ausencia de perigonio. Se espera que estos factores interactuen entre si, afectando la
eficiencia del proceso de extraccion, con implicancias en el aprovechamiento de las

variedades para la obtencion de subproductos ricos en compuestos funcionales.

El contenido de tocoferoles, especificamente a-tocoferol y y-tocoferol, en el aceite
extraido mediante EFS-CO-, varia significativamente entre las variedades Cupi e Illpa-
INIA de cafithua y estd influenciado por la presencia o ausencia de perigonio. Estas
diferencias pueden atribuirse a las propiedades intrinsecas de cada variedad y a las

caracteristicas estructurales del grano.

3.2. Identificacion de variables e indicadores

Considerando que la presente investigacion se realizo en tres etapas, las variables se

muestran en la Tabla 2.
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3.3. Operacionalizacion de variables

La operacionalizacion de variables se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2

Identificacion de variables e indicadores

Etapa | Descripcion de etapa Variable independiente Variable Indicador
Dependiente
1 Se realizo el analisis proximal en las Variedad de cafiihua Humedad Contenido
variedades de cafiihua (Cupi e Illpa-INIA). Ceniza proximal
Grasa
Proteina
Fibra
Carbohidratos

2 Se realizo la extraccion de aceite por Métodos de extraccion Rendimiento en | Cantidad
diferentes métodos de extraccion (convencional y fluido la extraccion de | de aceite
(convencional y fluido supercritico) supercritico) aceite extraido
variedades de cafiihua (Cupi e Illpa-INIA) | Variedades de caiiihua
y perigonio (contiene y no contiene) (Cupi e Illpa-INIA)

Perigonio (contiene y no
contiene)

3 Se cuantifico tocoferoles del aceite Variedades de cafithua a tocoferol Contenido
obtenido por fluido supercritico en (Cupi e Illpa-INIA) vy tocoferol de
variedades de cafiihua (Cupi e Illpa-INIA) | Perigonio (contiene y no tocoferoles
y perigonio (contiene y no contiene) contiene)

Tabla 3
Operacionalizacion de variables
. . . Variable . e .
Etapa Variable independiente . Dimension Indicador Instrumento
dependiente
Humedad Meétodo estufa
Ceniza ) ’ M¢étodo mufla
Variedad de caiiihua Grasa Gravimetria de Contenido Meétodo soxhlet
! (Cupi e Illpa-INIA) Protei compuesto roximal 5 i
. roteina mayoritarios pro Meétodo Kjehdal
Fibra Meétodo Weende
Carbohidratos Diferencial
Métodos de extraccion
(convencional y fluido
supercritico) Rendimiento en la
2 Variedades de cafithua extraccion de Aceite extraido Caqtldad de, Porce?ntaj ¢ de aceite
(Cupi ¢ Tllpa-INTA) aceite aceite extraido | extraido
Perigonio (contiene y no
contiene)
Variedades de cafithua tocoferol
(Cupi e Illpa-INIA) o tocotero Presencia de Contenido de
3 HPLC DAD
—— - tocoferoles tocoferoles
Perigonio (contiene y no
; vy tocoferol
contiene)
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1. Ambito de estudio: localizacién politica y geografica

Las variedades de cafithua tanto Cupi e Illpa-INIA, fueron obtenidas en el Instituto
Nacional de Innovacién Agraria de Puno (INIA — Puno) ubicado en el Centro Poblado de
Salcedo, de la Municipalidad Provincial de Puno, a latitud 15°52'52.10"S y longitud 70°
0'8.72"0O (Figura 9). La extraccion de aceites de los granos de cafithua por fluidos
supercriticos se realizé en la Pontificia Universidad Catélica del Peru (PUCP) en la Planta
piloto de la Facultad de Ingenieria Industrial. La extraccion por solvente, la cuantificacion
proximal y caracterizacion de tocoferoles por HPLC-DAD, se realizé en el Laboratorio
de Cromatografia y Espectrometria, de la Facultad de Ciencias de la Universidad

Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC).

Figura 9

Ubicacion de INIA — Puno.

Fuente: GoogleEarth (s.f)
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4.2.Tipo y nivel de investigacion

4.2.1. Tipo de investigacion

La presente investigacion se clasifica como basica, ya que su objetivo principal es ampliar
el conocimiento sobre las propiedades del aceite extraido de la cafiihua, especificamente
en relacion con su contenido de tocoferoles. Es de tipo experimental, dado que se
controlaron y manipularon variables para analizar los efectos del método de extraccion,
las variedades de cafiihua (Cupi e Illpa-INIA) y la presencia o ausencia de perigonio sobre
el rendimiento del aceite y el contenido de tocoferoles. Ademas, corresponde a una
investigacion transversal, ya que los datos fueron recolectados en un tnico periodo de
tiempo, sin realizar un seguimiento a lo largo de distintos momentos. Por tltimo, la
naturaleza de la investigacion es cuantitativa, debido a que se basa en la medicion precisa
y el andlisis estadistico de variables como el rendimiento del aceite y los contenidos de

a-tocoferol y y-tocoferol.

4.2.2. Nivel de investigacion

El nivel de la investigacion es explicativo, ya que tiene como objetivo analizar las
relaciones de causa y efecto entre las variables involucradas en el estudio. En este
contexto, se busca determinar como los métodos de extraccion (convencional y con
fluidos supercriticos), las variedades de cafithua (Cupi e Illpa-INIA) y la presencia o
ausencia de perigonio influyen en el rendimiento de aceite y el contenido de tocoferoles
(a-tocoferol y y-tocoferol). Este enfoque permite no solo describir las caracteristicas de
las variables, como el contenido proximal de la cafithua, sino también comprender los
mecanismos detras de los resultados observados, aportando explicaciones fundamentadas

sobre las diferencias en los parametros analizados.

29



4.3.Unidad de analisis

Tocoferoles (alfa y gamma) obtenidos en el aceite de dos variedades de cafithua.

4.4.Poblacion de estudio

Es la cafiihua producida en la regién Puno, tanto de las variedades Cupi e Illpa-INIA.

4.5. Tamano de muestra

Se utilizaron 1.97 kg de la variedad Illpa-INIA y 1.335 kg de la variedad Cupi,

4.6.Técnica de seleccion de muestra

La muestra se obtuvo mediante un muestreo no probabilistico por conveniencia, debido
aque, si bien la produccion se da en diferentes zonas de la region, los agricultores mezclan
las variedades y la presente investigacion debe de garantizar que la variedad no este
mezclada, por lo que la muestra fue obtenida de la Estacion Experimental Agraria INIA

Illpa-Puno (Anexo 3).

4.7.Técnicas de recoleccion de informacion

En esta investigacion se implementaron diversas técnicas de recoleccion de informacion
para garantizar la obtencion de datos precisos y relevantes, alineados con los objetivos y
las etapas experimentales del estudio. Estas técnicas fueron seleccionadas en funcion de
la naturaleza de las variables y los métodos empleados, permitiendo una recoleccion

sistematica y confiable.

Una de las principales técnicas utilizadas fue la observacion directa, aplicada durante las
actividades desarrolladas en los laboratorios. Esta técnica permitid registrar en tiempo
real los procedimientos experimentales realizados, como la caracterizacion proximal de

las variedades de cafithua (Cupi e Illpa-INIA), el rendimiento de los métodos de
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extraccion de aceite (convencional y mediante fluidos supercriticos) y la cuantificacién
de tocoferoles (a-tocoferol y y-tocoferol). La observacion directa incluy6 el monitoreo de
cada etapa experimental, lo que garantizd la identificacion inmediata de cualquier

desviacion o anomalia en los procesos.

Ademas, se llevaron a cabo mediciones experimentales, fundamentales para obtener datos
cuantitativos precisos relacionados con las variables de estudio. Para ello, se emplearon
instrumentos especializados, como balanzas analiticas para determinar la humedad y el
rendimiento de aceite, equipos Soxhlet para la extraccion convencional y un sistema de
extraccion por fluidos supercriticos (EFS) para garantizar la conservacion de compuestos
funcionales. Asimismo, la cuantificacion de los tocoferoles se realizd mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), lo que permitio6 identificar y cuantificar
con exactitud los niveles de a-tocoferol y y-tocoferol en las muestras de aceite extraido.
Estas mediciones fueron esenciales para evaluar el impacto de las variables
independientes, como el método de extraccion, la variedad de canihua y la presencia o

ausencia de perigonio.

Como complemento, se utilizd la revision documental, una técnica que permitid
fundamentar la investigacion en un marco teorico solido y contextualizar los resultados
obtenidos. Para ello, se recopilaron y analizaron fuentes cientificas relacionadas con los
granos andinos, los métodos de extraccion de aceite y los compuestos bioactivos, como
la vitamina E. La revision de literatura también fue clave para comparar los resultados
obtenidos en este estudio con hallazgos previos y evaluar la contribucion de la

investigacion al conocimiento existente.

Finalmente, se emple6 la observacion directa, para registrar datos obtenidos mediante

servicios externos. Esto incluyo6, por ejemplo, los resultados de la extraccion de aceite por
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fluidos supercriticos, realizada en la planta piloto de la Pontificia Universidad Catolica
del Peru (PUCP). Esta técnica permiti6 complementar la informacion recolectada
directamente en los laboratorios locales con datos generados en instalaciones

especializadas, asegurando la calidad y precision de los resultados.

4.8. Técnicas de analisis e interpretacion de la informacion

4.8.1. Acondicionamiento de materia prima

Las variedades de canihua adquirida en el INIA — Puno, fueron separadas en mitades tanto
de la Cupi como Illpa-INIA, luego se transportaron en bolsas de polietileno de alta
densidad (HPDE). Para retirar el perigonio de la cafiithua se utilizoé el método propuesto
por Gonzales, (2011), teniendo como principio el método de lavado via humeda para
quinua (Ahumada et al., 2016), se procedi6 a la inmersion de la caiithua en agua en una
relacion de 1:3, a temperatura ambiente (aproximadamente 12 °C), frotando levemente,
el perigonio se retird por desbaste, este proceso se realizo por cuatro veces, luego se seco
por exposicion directa al sol, de la cafithua sin perigonio que fue utilizada para la
extraccion de aceite. Para la molienda se utiliz6 un molinillo eléctrico RAF modelo

R.7113 de las variedades de cafithua con y sin perigonio, se embolsaron y se almacenaron.

4.8.2. Analisis proximal

a) Humedad. La determinacion de la humedad se realizo siguiendo el método AOAC
964.22. Primero, se pesaron 10 g de muestra en una balanza de precision Sartorius,
modelo Entris 124-18S. Posteriormente, la muestra se depositd en una luna de reloj de
vidrio que habia sido previamente desecada, se secd a 105°C en una estufa de aire

forzado Memmert, modelo UF55plus, hasta alcanzar un peso constante. Después del

32



b)

secado, la luna de reloj se trasladé a una campana desecadora y se dejé enfriar hasta

alcanzar la temperatura ambiente. Finalmente, se calcul6 aplicando la Ecuacion 1.

Peso humedo—Peso seco
% Humedad = - * 100 ec.1

Peso humedo

Ceniza. Para determinar el contenido de cenizas, se empled el método estandarizado
AOAC 942.05. Inicialmente, se pesaron 2 g de muestra utilizando una balanza de
precision Sartorius, modelo Entris 124-1S. Posteriormente, la muestra se coloco en
un crisol de 15 mL y se incinerd en un horno mufla Thermo Scientific, modelo
FB1310M, a una temperatura de 600°C durante 2 horas. Después de la incineracion,
el crisol se trasladé a una campana desecadora y se dejo enfriar hasta alcanzar la

temperatura ambiente, se calculd mediante la Ecuacion 2:

. Peso ceniza
% Ceniza = ———  x 100 ec.2
Peso de muestra

Grasa. La determinacion de grasa, se realizd conforme a lo establecido en NTP
206.017. Se peso 2 g de muestra previamente desecada balanza de precision Sartorius
modelo Entris 124-18, se calcul6 la masa del balon Soxhlet previamente desecado
(P1), se secod la muestra a 100 °C en estufa Memmert modelo UF55plus de aire forzado
hasta masa constante, se colocd la muestra desecada al interior de cartuchos de
celulosa Scharlau de 22x100 mm, se agreg6 200 mL de éter de petréleo Supelco
(densidad 0.666 g/cm?) durante 5 horas, se desarmo el sistema soxhlet y se pesa el
matraz a la cual se destilo para recuperar el solvente y luego se colocod en estufa
Memmert modelo UF55plus a 105 °C durante 1 h, se peso la masa de aceite extraido

con el matraz (P2) y se determina el porcentaje de grasa mediante la Ecuacion 3.

G = =P, 100 ec. 3
m
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d)

Donde: G = grasa, P1 = Peso del vaso con el extracto etéreo o residuo de grasa de la

muestra, P> =Peso del vaso vacio, y m= Peso de la muestra empleada.

Proteina. La determinacion de proteina se llevo a cabo utilizando el método Kjeldahl,
conforme a lo establecido en la NTP 201.021. Para este procedimiento, se empled un
balon de vidrio de 100 mL de Baltalab, al que se afiadieron perlas de vidrio para
regular la ebullicion. Ademas, se agregaron 15 g de Sulfato de potasio anhidro
(Supelco, > 99% de pureza), 0.5 g de sulfato de cobre (II) (Merck, > 99% de pureza),
y 2 g de muestra dispuesta sobre papel parafinado de dimensiones 9 x 6 cm. Todos
los componentes fueron pesados con precision utilizando una balanza Sartorius
modelo Entris 124-1S. Se afadi6é cuidadosamente 25 mL de acido sulftrico (J.T.
Baker, 95 — 98% de pureza) al balon y se mezclo suavemente. Posteriormente, el balon
se coloco inclinado a 40° y se calent6 hasta que la espuma se disip6. Se continu6 el
calentamiento, rotando el balon ocasionalmente, hasta que el liquido adquiri6 un color
verde esmeralda y se mantuvo en ebullicion durante 1.5 horas. Después de enfriar
hasta 40°C, se agregaron 50 mL de agua destilada. Para la valorizacién, en un matraz
Boeco de 500 mL, se afiadié 50 mL de acido borico (Supelco, > 99.5% de pureza) al
4%, junto con 4 gotas de una solucion indicadora compuesta por 2 g de rojo de metilo
y 1 g de azul de metileno disueltos en 1 L de etanol al 95%. El tubo que contenia la
muestra se colocé en el lado izquierdo del destilador. Una vez dispuesto el balon y el
matraz con acido boérico, se dosificaron unos 40 mL de hidroxido de sodio (Supelco,
> 98% de pureza) al 40%. La destilacion se llevd a cabo durante 20 minutos,
resultando en aproximadamente 150 mL de destilado. Para la valorizacion, se utilizé
acido clorhidrico (Supelco, 37% de pureza) a 0.1 N. Para el blanco, se utilizd

glutamato monosodico, se calculd segun la siguiente Ecuacion 4:
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V1—Vp)*0.0014
N:(1 0)* "
m

100 ec. 4

Donde: Vi = Volumen en mL de solucion de acido clohidrico 0.1 N requerida para
ensayo en blanco, Vo = Volumen en mL de solucion de acido clohidrico 0.1 N

requerida para por la muestra, y m= Peso de la muestra empleada.

e) Fibra. La determinacion de fibra se llevo a cabo segin lo estipulado en la NTP
205.003. Inicialmente, se tomd una muestra de 2 g de la cual se extrajo la grasa
utilizando el método de Soxhlet, ya descrito previamente. Posteriormente, la muestra
desgrasada y seca fue transferida a un vaso de precipitados de 500 mL, al que se
anadieron 200 mL de acido sulfurico. La mezcla se calentdé hasta ebullicion y se
mantuvo en estas condiciones durante 30 minutos. Tras la coccidn, la muestra se filtrd
utilizando papel Whatman N° 1, y se lavd con agua caliente hasta que el filtrado fue
transparente. Ademas, se realizo un lavado de la muestra en el papel filtro con alcohol
etilico al 95%, repitiendo el proceso dos veces. El porcentaje de fibra se calculo

mediante la Ecuacion 5:

Fb—-C

%Fc = * 100 ec.5

Donde: Fc = porcentaje de fibra cruda, Fb= masa de fibra bruta, C= masa de ceniza

de la fibra y m = masa de muestra

f) Carbohidratos. La determinacion del porcentaje de carbohidratos, se obtuvo por
diferencia después que se completaron los analisis de ceniza, proteina, grasa y fibra

mediante la Ecuacion 6.

%CHO = 100% — (%P + %C + %G + %Fc) ec.6

Donde % CHO =. Porcentaje de carbohidratos, %P = porcentaje de proteina, % C =

porcentaje de ceniza, % G = porcentaje de grasa, y % Fc = porcentaje de fibra cruda
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4.8.3. Extraccion de aceite de canihua

Para la extraccion de aceite mediante método convencional, se sutilizo el procedimiento
descrito por Hermodgenes et al. (2010). Inicialmente, se tomaron 30 g de muestra y se
mezclaron con 250 mL de hexano de J.T. Baker (99% de pureza). La mezcla se
homogeneizd utilizando un vortex Genie, modelo 079075, durante 1 hora.
Posteriormente, se centrifug6 la mezcla usando una centrifuga GreetMed, modelo 800D,
con didmetro de rotor de 280 mm a 4000 rpm durante 10 minutos. El aceite disuelto en el
solvente se separ6 mediante destilacion simple a 70 °C, temperatura que fue suficiente
para realizar la separacion deseada de manera efectiva. Tras la extraccion, la torta residual
se seco en un horno a 70 °C hasta alcanzar un peso constante. Finalmente, se calcul? el

porcentaje de extraccion de aceite en funcion de la pérdida de peso de la muestra.

Para la obtencion de aceite mediante EFS-CO», se empleo el sistema SFT-150 SFE de
Supercritical Fluid Technologies, Inc., (ver Tabla 4) equipado con una bomba HPLC
isocratica estandar Serie II y un cilindro de CO: liquido. Para las condiciones de
extraccion se utilizd la propuesta por Del Carpio-Jiménez et al. (2023) con
modificaciones. Las condiciones del CO: en el tanque se ajustaron para alcanzar el estado
supercritico. El CO: en condiciones supercriticas ingres6 a la camara de extraccion
durante 30 minutos (tiempo de remojo) para la extraccion estdtica. Para la extraccion
dindmica, el CO: en condiciones supercriticas fluy6 a través del lecho fijo formado por
las semillas molidas, durante 60 minutos. El1 CO: con el aceite extraido se dirigi6 a la
camara de separacion, donde el gas se expandié hasta la presion atmosférica. Las
condiciones del proceso de extraccion fueron: un flujo de 7.08 L/min de didxido de
carbono, una temperatura de extraccion de 45 °C y una presion de extraccion de 27.58

MPa.
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La Tabla 4 muestra las caracteristicas del equipo y la configuracion utilizada para la

extraccion.

Tabla 4

Especificaciones de sistema SFT-150 SFE y configuracion utilizada

Especificaciones del sistema SFT-150 SFE Configuracion utilizada en la Extraccion

1t1)221:;1)1g0 de presion operativa: Hasta 10,000 psi (690 Presién: 27.58 MPa (276 bar).

Rango de temperatura operativa: Hasta 200 °C. | Temperatura: 45 °C.

Capacidad del recipiente de extraccion: 100 mL. | Volumen procesado: Muestras de cafiihua molida.

Flujo de CO:: Ajustable hasta 10 L/min. Flujo de CO:: 7.08 L/min.

Compatibilidad con Co-solventes: Admite etanol Co-solventes: No utilizados (COz puro empleado).
y metanol.

Materiales de construccion: Acero inoxidable Material empleado: No se modifica; estandar del
resistente a la corrosion. sistema.

Tlempo de extraccion: Configurable segtn el Tiempo: 60 minutos.

experimento.

4.8.4. Cuantificacion de tocoferoles

La cuantificacion de tocoferoles se llevo a cabo utilizando la metodologia establecida por
la IUPAC N° 2.432. Para esto, se peso aproximadamente 50 mg de muestras de aceite de
cafithua fueron disueltos en hexano de Sigma Aldrich (grado HPLC, 95% de pureza) y
colocados en viales para su analisis directo. Se utilizd un sistema HPLC Agilent serie
1200 con un detector de fluorescencia Agilent serie 1260 Infinity para la deteccion. La
separacion cromatografica se realizo utilizando una columna Agilent Zorbax SB-C18 de
4.6 x 75 mm y 3.5 um. La fase movil consistidé en una mezcla de Acetonitrilo de Sigma
Aldrich (grado HPLC, pureza >99.9%) y 2-Propanol de Sigma Aldrich (grado HPLC,
pureza >99.9%) en una proporcion de 70:30, con un flujo de 1 mL/min y un volumen de
inyeccion de 20 pL. El detector de fluorescencia se ajustd a una longitud de excitacion de
290 nm y una longitud de emision de 330 nm. Los tocoferoles se identificaron

comparando los tiempos de retencion con los de los patrones correspondientes.
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Figura 10

Cromatograma para la identificacion y cuantificacion de los tocoferoles
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4.9.Técnicas para demostrar la verdad o falsedad de las hipotesis planteadas

Considerando las Tablas 2 y 3, la presente investigacion se desarrollo en 3 etapas, las

técnicas utilizadas por cada etapa fueron:

a) Etapa 1. Se realizo la descripcion del contenido proximal considerando las
variedades de cafithua Cupi e Illpa-INIA y se realizé la comparacion de media t-
student (Anexo 3).

b) Etapa 2. Se realizo el analisis del rendimiento de aceite mediante un Disefio
Completamente al Azar con Arreglo factorial 2x2x2 con 3 repeticiones, donde el
factor 1 fue el método de extraccion (convencional y fluido supercritico), factor 2 fue
las variedades de cafiiha (Cupi e Illpa-INIA) y factor 3 fue el perigonio (contiene y
no contiene), estos fueron sometidos a un Analisis de Varianza con un nivel de
significancia al 5%, cuando el p-valor fue menor a 0.05, se realizé la prueba de
comparacion de medias LSD Fisher, el software utilizado fue el INFOSTAT

(software libre).

38



¢) Etapa 3. Se realiz6 el analisis de contenido de tocoferol mediante un Disefio
Completamente al Azar con Arreglo factorial 2x2 con 3 repeticiones, donde el factor
1 fue las variedades de cafitha (Cupi e Illpa-INIA) y factor 2 fue el perigonio
(contiene y no contiene), estos fueron sometidos a un Analisis de Varianza con un
nivel de significancia al 5%, cuando el p-valor fue menor a 0.05, se realizo la prueba
de comparaciéon de medias LSD Fisher, ademés se realizd6 el Anélisis de

Componentes Principales y se obtuvo los coeficientes de correlacion de Pearson el

software utilizado fue el INFOSTAT (software libre).

Tabla 5

Matriz de diserio estadistico

Etapa Factores Niveles Variable Pruebas Estadisticas Software
respuesta
Cui Humedad,
Etapa 1: . up1 ceniza,
Analisis Varlefigdes de carbohidratos, Prueba T de Student (p- INFOSTAT
. cafithua , valor < 0.05).
proximal IlIpa-INIA fibra, proteina y
grasa
Método de | Convencional
extraccion EFS - CO» Analisis de varianza
Etapa 2: i Cuni Rendimiento de (ANOVA), Prueba de
Rendimiento Varle(~1'ades de P aceite comparacion de medias INFOSTAT
de aceite cafiihua Illpa-INIA LSD Fisher (p-valor <
Cooni 0.05).
Perigonio C'on P eTIgOI.HO
Sin perigonio
Variedades de | Cupi Analisis de varianza
E S a-tocoferol
tapa 3: cafnihua Illpa-INIA (ANOVA), Prueba de INFOSTAT
Contenido de Con perigonio comparacion de medias ’
L . SPSS, R
tocoferoles Perigonio . - y-tocoferol. LSD Fisher (p-valor <
Sin perigonio 0.05).

39




CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Procesamiento, analisis, interpretacion y discusion de resultados

La Tabla 6 muestra el resultado del analisis proximal en la cafiihua, segin los datos
obtenidos que se muestran en el Apéndice 2 Tabla 12., donde se demuestra que no existe

diferencia estadistica significativa debido a que el p-valor es mayor a 0.05.

Tabla 6

Composicion proximal de las variedades Cupi e lllpa-INIA

C . Variedad
OmpOsIeion Cupi  Ilipa-INIA
Humedad (g/100g) 10.79+0.25 10.76+0.42
Proteina (g/100g) 11.38+0.25 12.04+0.13
Grasa (g/100g) 6.61£0.34  6.55+0.28
Ceniza (g/100g) 3.27£0.14  3.32+0.16
Fibra (g/100g) 8.03£0.03  7.97+0.17

Carbohidratos (g/100g) 67.91+£0.95 67.33+0.07

La humedad en la variedad Cupi fue de 10.79 g/100 g e Illpa-INIA 10.76 g/100 g, el INS
(2017) muestra que la humedad es 12.04 g/100 g en cafithua parda, Huamani (2018) 12.3
g/100 g en el ecotipo chilliwa, Repo-Carrasco et al. (2010) 10.37 g/100g de la variedad
Kello, esta diferencia se debe a la capacidad de absorcion de agua, el transporte del agua
dentro de la pared celular y la humedad en equilibrio (Van Meel et al., 2011), la humedad
relativa como factor climatologico que altera la actividad de agua y por ende la humedad

en equilibrio (FAO, 2012a).

El contenido de proteina en la variedad Cupi es de 11.38 g/100 g y de Illpa-INIA 12.4
2/100 g respectivamente, el INS (2017) muestra que proteina es 13.8 g/100 g en caiiihua
parda, Huamani (2018) 15.3 g/100 g en el ecotipo chilliwa, por lo que las variedades Cupi

e Illpa-INIA son menores con respecto a lo obtenido en otras investigaciones, Repo-
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Carrasco et al. (2010) muestra que el contenido de diferentes muestras de cafiihua, ello es
debido a la genética (Rojas etal., 2016), la fertilizacion influye directamente en el
contenido de proteina (Dillchneider et al., 2019) como también el tipo de suelo (Flores-

Margez et al., 2021).

El contenido de grasa en la variedad Cupi es de 6.61 g/100 g y de Illpa-INIA 6.55 g/100
g respectivamente, el INS (2017) muestra que grasa es 3.5 g/100 g en canihua parda, el
contenido de grasa es diversa segin lo demostrado Repo-Carrasco et al. (2010), el
contenido de grasa se encuentra dentro de lo esperado, esta variacion se debe a la
diferencia existente en el perfil de 4cidos grasos (Ayerza, 2019), ademas de que una alta
fertilizacion en el cultivo aumenta la proteina pero disminuye la grasa (Martin Sanchez

et al., 2020).

El contenido de ceniza en la variedad Cupi es de 3.27 g/100 gy de Illpa-INIA 3.32 g/100
g respectivamente, el INS (2017) muestra que ceniza es 5.1 g/100 g en cafithua parda,
pero se encuentra dentro de los valores obtenidos por Repo-Carrasco et al. (2010), el uso
de fertilizantes minerales incrementa el contenido de minerales (Prasad & Shivay, 2020),
la absorcion de minerales por la planta (Martinez-Ballesta et al., 2009) y el contenido de

minerales afecta el contenido de ceniza (Marques et al., 2022).

El contenido de fibra en la variedad Cupi es de 8.03 g/100 g y de Illpa-INIA 7.97 g/100
g, se encuentra dentro de los valores obtenidos por Repo-Carrasco et al. (2010) y son
diferentes entre las variedades, estas diferencia se debe al estado de maduracion en el
momento de cosecha (Bedoya & Maldonado, 2022), el riego incrementa el contenido de
fibra (Sosa-Yanez etal., 2022), ademas que la fertilizacion puede incrementar el

contenido de fibra pero reduce el contenido de proteinas (Zubillaga et al., 2016).
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El contenido de carbohidratos en la variedad Cupi es de 67.91 g/100 g y de Illpa-INIA
67.33 g/100 g respectivamente, el INS (2017) muestra que ceniza es 66.2 g/100 g en
caiihua parda, ademas que estos valores son superiores a los encontrados por Repo-
Carrasco et al. (2010), donde el riego, el estrés hidrico y el estrés bidtico afecta el
contenido de carbohidratos (Valdés & Morales-rosales, 2019) como también el CO>

ambiental (Ulfat et al., 2021).

El Tabla 7, muestra los resultados del rendimiento de aceite a partir de la cafiihua, segun
los datos obtenidos que se muestran en el Apéndice 3 Tabla 13 y 14, la variedad Cupi sin
perigonio y extraido mediante método convencional es el mejor con 7.45 g/100 g, y la de

menor valor es la variedad Illpa-INIA con perigonio extraido mediante EFS-CO»

Tabla 7

Rendimiento de la obtencion de aceite de carithua

Rendimiento
Variedad Perigonio g/100 g
Convencional EFS-CO,

Con perigonio  6.38+0.06b 5.55+0.04d
Sin perigonio 7.454+0.09a 5.36+0.05d
Con perigonio  6.07+0.13c 4.5+0.06¢

Sin perigonio  6.34+0.35b 5.43+0.03d

Cupi

Mlpa-INTA

La Tabla 8 muestra el analisis de varianza del rendimiento de aceite de cafithua, donde
los el factor método de extraccion (p-valor <0.0001), variedad (p-valor <0.0001),
perigonio (p-valor <0.0001), las interacciones método de extraccidon*perigonio (p-valor
0.019) y método de extraccion*variedad*perigonio (p-valor <0.0001), al ser menores de
0.05 muestran diferencia estadistica entre si, por su parte la interaccion método de
extraccion*variedad (p-valor 0.0699) y variedad*perigonio (p-valor 0.1703) son mayores

de 0.05 por lo que no muestran diferencia estadistica significativa.
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Tabla 8

Resultado de analisis de varianza del rendimiento de aceite de cafithua

F.V. SC gl CM F p-valor
Método de Extraccion 10.91 1 10.91 553.98 <0.0001
Variedad 2.17 1 2.17 110.05 <0.0001
Perigonio 1.63 1 1.63 82.64 <0.0001
Método de Extraccion*Variedad 0.07 1 0.07 3.77 0.0699
Método de Extraccion*Perigonio  0.13 1 0.13 6.8 0.019
Variedad*Perigonio 0.04 1 0.04 2.06 0.1703
Método de
Extraccion*Variedad*Perigonio 1.39 ! 1.39 7063 <0.0001
Error 0.32 16 0.02
Total 16.65 23

El método de extraccion al presentar diferencia estadistica significativa se desarroll6 la
prueba de medias LSD Fisher (Tabla 9), donde el método de extraccion convencional es

superior y diferente al EFS-CO..

Tabla 9

Prueba de medias LSD Fisher para el método de extraccion sobre el rendimiento de aceite

Método de Extraccion Medias n E.E.
Convencional 6.56 12 004 a
EFS-CO; 5.21 12 0.04 b

La extraccion de aceite mediante EFS-CO; se destaca por su eficiencia en la extraccion
de compuestos sin dejar residuos de solventes y es mas respetuosa con el medio ambiente
que los métodos tradicionales (Sovov & Stateva, 2011), por lo que se ha utilizado para
extraer carotenoides (De Andrade et al., 2019), aceites con alto contenido de polifenoles
(Talha Afraz etal., 2023), ademas se ha demostrado que este método de extraccion
permite obtener aceite de gran pureza y calidad. Estudios han demostrado que el método
de extraccion convencional soxhlet presenta mejores rendimientos que por EFS-CO», en

el tarwi la extraccion por soxhlet extrajo 19.8 g/100g y en EFS-CO2 16.2 g/100g (M. Yu

43



etal., 2022), Mu et al. (2021) y Aytag, (2022) mostraron también que el método soxhlet
extrae mayor cantidad que EFS-CO». La EFS-CO; frente a otros métodos como es prensa
en frio y extraccion por microonda ha presentado mejores resultados como lo demuestra
Hu et al. (2023) en la que utilizando semillas de calabaza extrajo 56.4 g/100g por prensa
en frio, 69.5 g/100g por microondas y 74.9 g/100g por EFS-CO.. Del Carpio-Jiménez et
al. (2023) mediante EFS-CO; extrajo aceite 8.6 g/100g a partir de caiiithua pero no
mencionan la variedad utilizada, en quinua Wejnerowska & Ciaciuch (2018), Ceron et al.
(2016) mencionan que el rendimiento obtenido por EFS-CO; estadisticamente es igual a
la obtenida por método convencional. Ademas que los parametros de extraccion en EFS-
CO2 como la temperatura, presion, flujo de CO,, disolvente, tiempo de extraccion

influyen en la extraccion de aceite (Ahangari et al., 2021).

Figura 11.

Rendimiento de aceite segun método de extraccion
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Las variedades de canihua, especificamente Cupi e Illpa-INIA, mostraron diferencias
estadisticamente significativas en el contenido de aceite, segun se evidencia en la prueba

de medias LSD de Fisher (ver Tabla 10).
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Tabla 10

Prueba de medias LSD Fisher para las variedades de cafiihua sobre el rendimiento de aceite

Variedad Medias n E.E.
Cupi 6.18 12 004 a
Ilpa-INIA 5.58 12 0.04 b

La variedad Cupi destacod por su mayor rendimiento, alcanzando los 6.18 g/100g. Este
fenomeno de variabilidad en el contenido de aceite no es exclusivo de la cafithua; se
observa también en otros cultivos. Por ejemplo, Kondi¢-Spika et al. (2019) encontraron
diferencias en el contenido de aceite entre 11 variedades de trigo (7riticum aestivum L.),
con variaciones de 3.64 g/100g a 5.57 g/100g. De manera similar, Wang et al. (2018)
reportaron que en 48 genotipos de mani (Arachis hipogaea L.), el contenido oscil6 entre
40 g/100g y 58 g/100g. Asimismo, Yu et al. (2009) notaron una variacion de 2.24 g/100g
a 3.76 g/100g en arroz con distintas caracteristicas genotipicas. Ademas de los factores
genotipicos y agroecologicos, el contenido de aceite puede verse afectado por el tamafio
del grano, el método de secado y el tamafio del germen, asi como la madurez del grano,
segun lo indican estudios previos (Apaza, 2010; Bricefio, 2007; Torres-Morales et al.,

2010)(Apaza, 2010; Bricefio, 2007; Torres-Morales et al., 2010).

Figura 12.

Rendimiento de aceite segun variedad de cariihua
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Al observar diferencias estadisticamente significativas en el perigonio, se realizo la
prueba de medias LSD de Fisher (ver Tabla 11), demostrando que el grano de caiiihua,
una vez retirado el perigonio, alcanza el mayor rendimiento en la extraccion de aceite,
con un contenido de 6.14 g/100g. Este resultado sugiere que la presencia del perigonio si

influye en la variabilidad del contenido de aceite (Quiroga Ledezma et al., 2018).

Tabla 11

Prueba de medias LSD Fisher para la presencia de perigonio en cafiihua sobre el rendimiento de

aceite
Perigonio Medias n E.E.
Sin perigonio 6.14 12 0.04 a
Con perigonio 5.62 12 004 b
Figura 13.

Rendimiento de aceite segun presencia de perigonio
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El método de extraccion, las variedades de cafiihua, y el perigonio, mostraron diferencias
estadisticamente significativas en el contenido de aceite, segun se evidencia en la prueba
de medias LSD de Fisher (ver Tabla 12). El rendimiento, expresado en g/100g, varia
segun si el perigonio esta presente o ha sido retirado, lo que se refleja en el eje horizontal.
En el método convencional, Cupi sin perigonio lidera con un rendimiento de 7.45 g/100g,

superando los otros tratamientos. En contraste, el método EFS-CO: produce los menores
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rendimientos con Illpa-INIA con perigonio. A pesar de que el EFS-CO: ha demostrado
eficacia en otros estudios, es necesario optimizar los parametros de extraccion para
potenciar la obtencion de aceite de cafithua. El cultivo y la produccion de caiithua no solo
deben enfocarse en el rendimiento de aceite, sino también en el valor de los subproductos
generados. Aunque la caiihua puede ofrecer menos aceite que otras semillas oleaginosas,
es crucial explorar las propiedades tunicas de los componentes del aceite que podrian tener

aplicaciones beneficiosas (ver figura 14).

Tabla 12
Prueba de medias LSD Fisher para la interaccion de método de extraccion * variedad *

perigonio sobre el rendimiento de aceite

Método de Extraccion Variedad Perigonio Medias n E.E.
Convencional Cupi Sin perigonio  7.45 3 008 a
Convencional Cupi Con perigonio ~ 6.38 3 0.08 b
Convencional Illpa-INIA Sin perigonio  6.34 3 0.08 b
Convencional Illpa-INIA Con perigonio  6.07 3 0.08 c
EFS-CO; Cupi Con perigonio  3.55 3 0.08 d
EFS-CO; Illpa-INTA  Sin perigonio  5.43 3 0.08 d
EFS-CO; Cupi Sin perigonio  5.36 3 0.08 d
EFS-CO, Illpa-INIA  Con perigonio 4.5 3 0.08 e
Figura 14.

Resultados de rendimiento de aceite
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El contenido de tocoferol tanto de a-tocoferol y y-tocoferol se muestra en el Apéndice 3,

la Tabla 13 muestra los resultados,

Tabla 13

Contenido de a-tocoferol y y-tocoferol extraido por EFS-CO;

Variedad Perigonio a-tocoferol v-tocoferol
ng/g ng/g
Cupi Con perigonio 1223.3+43.8¢c  1368.22+41.95¢
P Sin perigonio 2538.494+32.8a 1272.44+46.45d
Hipa-INIA CF)n peflgorino 1245.55+34.79¢ 1586.47+36.63b
Sin perigonio 2463.03+22.27b 1808.67+22.25a

La variedad Cupi sin perigonio para a-tocoferol presento el mayor valor con 2538.49
ug/g, ademas la variedad Illpa-INIA sin perigonio presento un valor de 2463.03 pg/g,
estos valores son superiores a los reportado por Repo-Carrasco et al. (2003) con 726 pg/g,
de la quinua amarilla germinada 1883 pg/g (Pachari Vera et al., 2019), aceite de girasol
deodorizado 513.9 pg/g (Tasan & Demirci, 2005), aceite de oliva virgen del cultivar
Lentisca 444 pg/g (Beltran et al., 2010), en aceite de maiz 173 pg/g y soya 273.3 ng/g
(Grilo et al., 2014). Para y-tocoferol donde la variedad Illpa-INIA sin perigonio presento
el mayor valor con 1808.67 pg/g, ademas la variedad Cupi con perigonio presento un
valor de 1368.22 ng/g, estos valores son superiores a los reportado por Repo-Carrasco et
al. (2003) con 788.4 pg/g, de la quinua amarilla germinada 1883 pg/g (Pachari Vera et al.,
2019), aceite de girasol deodorizado 2.4 pg/g (Tasan & Demirci, 2005), aceite de oliva
virgen del cultivar Lentisca 14 pg/g (Beltran et al., 2010), en aceite de maiz 259.7 pg/gy
soya 273.3 (Grilo et al., 2014). Por todo lo descrito, el aceite de cainihua presenta un

potencial debido al elevado contenido de tocoferoles en especial de y-tocoferol.

El analisis de varianza del contenido de a-tocoferol se muestra en la Tabla 14, donde el

factor perigonio (p-valor < 0.0001) y la interaccion variedad*perigonio (p-valor 0.0388)
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son menores de 0.05, por lo que existe diferencia estadistica significativa, por su parte el
factor variedad (p-valor 0.2157) al ser mayor de 0.05 no presenta diferencia estadistica

significativa.

Tabla 14

Resultado del analisis de varianza para el contenido de a-tocoferol

F.V. SC gl CM F p-valor
Variedad 2123.8 1 2123.8 1.81 0.2157
Perigonio 4810833.26 1  4810833.26  4093.79 <0.0001
Variedad*Perigonio  7161.02 1 7161.02 6.09 0.0388
Error 9401.23 8 1175.15
Total 482951931 11

El perigonio al presentar diferencia estadistica significativa se desarrollo la prueba de
medias LSD Fisher (Tabla 15), donde la cafiihua sin perigonio muestra mayor contenido
de a-tocoferol con 2500.76 ng/g, si bien a la fecha no se han encontrado estudios similares
acerca del aporte de perigonio en a-tocoferol, se conoce que o-tocoferol es un
antioxidante comun y que mejora la resistencia de las plantas al estrés abidtico (Sadiq
etal., 2019), considerando ello, el contenido elevado de a-tocoferol se deberia a las

condiciones climatoldgicas de la region Puno en la que se cultiva la cafiihua.

Tabla 15

Prueba de medias LSD Fisher para perigonio sobre el contenido de a-tocoferol

Perigonio Medias n E.E.
Sin perigonio 2500.76 6 13.99 a
Con perigonio 123442 6 13.99 b

La interaccion variedad*perigonio al presentar diferencia estadistica significativa se
desarrolld la prueba de medias LSD Fisher (Tabla 16), donde la variedad Cupi sin
perigonio presenta el mayor contenido de a-tocoferol con 2538.49 ng/g, y la variedad
[llpa-INIA sin perigonio con 2463.03 pg/g, son estadisticamente diferentes entre si, por
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lo que el contenido de a-tocoferol es diferente entre variedades tanto de géneros y

especies vegetales (Ramos-Diaz, 2015).

Tabla 16

Prueba de medias LSD Fisher para la interaccion variedad*perigonio sobre el contenido de a-

tocoferol
Variedad perigonio Medias n E.E.
Cupi Sin perigonio 2538.49 3 1979 a
[llpa-INIA  Sin perigonio 2463.03 3 1979 b
Illpa-INIA  Con perigonio 1245.55 3 1979 c
Cupi Con perigonio 12233 3 1979

El andlisis de varianza del contenido de y-tocoferol se muestra en la Tabla 17, donde el
factor variedad (p-valor < 0.0001), perigonio (p-valor 0.0203) y la interaccion
variedad*perigonio (p-valor 0.0001) son menores de 0.05, por lo que existe diferencia

estadistica significativa.

Tabla 17

Resultados del analisis de varianza para el contenido de y -tocoferol

F.V. SC gl CM F p-valor
Variedad 426936.84 1  426936.84 296.78 <0.0001
Perigonio 11986.39 1 11986.39 8.33 0.0203
Variedad*Perigonio 75829.64 1 75829.64 52.71 0.0001
Error 11508.35 8 1438.54
Total 526261.23 11

La variedad al presentar diferencia estadistica significativa se desarroll6 la prueba de
medias LSD Fisher (Tabla 18), donde la cafithua de variedad Illpa-INIA muestra mayor
cantidad de y-tocoferol con 1697.57 ng/g, ademas cabe resaltar que el contenido de y-
tocoferol es menor que la de a-tocoferol (Beltran et al., 2010; Grilo et al., 2014; Pachari
Vera et al., 2019; Repo-Carrasco-Valencia et al., 2009; Tasan & Demirci, 2005), ademas
de que Pachari Vera et al. (2019) muestra que existe diferencia del contenido entre las

variedades de una misma especie como es de quinua.
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Tabla 18

Prueba de medias LSD Fisher para variedad sobre el contenido de y -tocoferol

Variedad Medias n E.E.
[lpa-INIA 1697.57 6 15.48 a
Cupi 1320.33 6 15.48 b

El perigonio al presentar diferencia estadistica significativa se desarrolld la prueba de
medias LSD Fisher (Tabla 19), donde la caifithua sin perigonio muestra mayor cantidad
de y-tocoferol con 1540.55 ng/g, a la fecha no se han encontrado estudios similares acerca

del aporte de perigonio en y -tocoferol.

Tabla 19

Prueba de medias LSD Fisher para perigonio sobre el contenido de y -tocoferol

Perigonio Medias n E.E.
Sin perigonio 1540.55 6 1548 a
Con perigonio 147735 6 15.48 b

La interaccion variedad*perigonio al presentar diferencia estadistica significativa se
desarroll6 la prueba de medias LSD Fisher (Tabla 20), donde la variedad Illpa-INIA sin
perigonio presenta el mayor contenido de y-tocoferol con 1808.67 pg/g, siendo superior
a lo reportado por Repo-Carrasco et al. (2009) con 788.4 ng/g, a la fecha no se cuenta con
otros estudios. En la actualidad diferentes estudios solo han reportado las ventajas de a-
tocoferol, quedando abierta estudios de y-tocoferol y la posibilidad de poder obtener

aceite de caihua considerando el contenido y-tocoferol.
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Tabla 20

Prueba de medias LSD Fisher para la interaccion variedad*perigonio sobre el contenido de vy -

tocoferol
Variedad  Perigonio Medias n E.E.
Illpa-INIA  Sin perigonio 1808.67 3 21.9 a
[llpa-INIA  Con perigonio 1586.47 3 21.9 b
Cupi Con perigonio 1368.22 3 21.9 c
Cupi Sin perigonio 1272.44 3 21.9 d

Para simplificar el conjunto de datos y examinar las tendencias subyacentes de las
variables, se llevd a cabo un andlisis de componentes principales, cuyos resultados se

detallan en la Tabla 21.

Tabla 21

Analisis de componentes principales

Componente Eigenvalor Porcentaje de  Porcentaje

Varianza Acumulado
1 1.439 47.988 47.988
2 1.089 36.3 84.288
3 0.471 15.712 100

La Tabla 21, presenta el resumen los resultados de un analisis de componentes principales
que ha logrado aglomerar la informacién de los datos en tres componentes principales,
abarcando asi la totalidad de la variabilidad inherente a los datos originales. La
componente 1 presenta un eigenvalor de 1.439, seguido por la componente 2 con un
eigenvalor de 1.089, ambos superiores a uno, lo cual los sefiala como significativos. Estos
dos componentes, en conjunto, explican un 84.288% del total de la varianza acumulada.
La Figura 15 correspondiente ilustra los eigenvalores obtenidos, destacando aquellos que
exceden el umbral de significancia, establecido en 1 y demarcado por una linea horizontal
roja. Este umbral enfatiza la importancia de los componentes cuyos eigenvalores son

suficientemente grandes como para ser considerados en el analisis.
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Figura 15.

Grdfico de eigenvalor para cada componente
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La Tabla 22 indica los pesos asociados a las variables dependientes rendimiento, o-
tocoferol y y-tocoferol, en relacion con los dos componentes principales obtenidos en el

analisis de componentes principales.

Tabla 22

Pesos de los componentes principales

Componente 1 Componente 2
Rendimiento 0.726 -0.171
a-tocoferol 0.671 0.386
v-tocoferol -0.148 0.906

Segun lo mostrado en la Tabla 22, para la componente 1, el rendimiento y el a-tocoferol
tienen pesos positivos de 0.726 y 0.671, respectivamente, lo que sugiere una variacion
proporcional: a medida que aumenta el rendimiento, también lo hace el contenido de a-
tocoferol. Por otro lado, el y-tocoferol, con un peso de -0.148, muestra una asociacion
inversa débil con este componente, lo que implica que su influencia en la variabilidad
captada por el componente 1 es limitada. Esto podria indicar que el rendimiento y el a-
tocoferol estan correlacionados o varian conjuntamente en el conjunto de datos

analizados.
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En cuanto a la componente 2, se observa una correlacion positiva fuerte entre el a-
tocoferol y el y-tocoferol, reflejada en sus pesos de 0.386 y 0.906, respectivamente. Este
comportamiento indica que un incremento en el y-tocoferol esta asociado con un aumento
en el a-tocoferol. En contraste, el rendimiento presenta un peso negativo de -0.171,
sefialando una relacion inversa con el componente 2; sin embargo, esta relacion es de
magnitud menor y sugiere que el rendimiento no influye significativamente en este
componente. Por lo tanto, el y-tocoferol se perfila como el factor distintivo del segundo
componente, marcando esta dimension como tnica en la representacion de la variabilidad

de los datos.

Figura 16.

Grafica del andlisis de componentes principales
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La Tabla 23 muestra el resultado de los coeficientes de la correlacion de Pearson de las

variables dependientes como son rendimiento, a-tocoferol y y-tocoferol.
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Tabla 23

Coeficientes de la correlacion de Pearson

Rendimiento a-tocoferol  y-tocoferol

Rendimiento 1 0.16 0.53
a-tocoferol 0.43 1 0.71
y-tocoferol -0.2 0.12 1

La Tabla 23 revela los coeficientes de correlacion de Pearson, que oscilan entre -1 y 1,
reflejando distintos grados de asociacion lineal entre las variables: un coeficiente de 1
sefiala una correlacion positiva total, -1 denota una perfecta correlacion negativa, y 0
implica ausencia de correlacion. En el caso del rendimiento y el o-tocoferol, un
coeficiente de 0.43 sugiere una relacion positiva moderada, indicando que un incremento
en el rendimiento tiende a ir acompafiado de un aumento en los niveles de a-tocoferol.
Contrariamente, un coeficiente de -0.2 entre rendimiento y y-tocoferol sugiere una leve
asociacion inversa, donde un aumento en el rendimiento podria conllevar una
disminucién en el y-tocoferol. Por ultimo, el a-tocoferol y el y-tocoferol presentan un
coeficiente de 0.71, sefialando una fuerte correlacion positiva que sugiere que un

incremento en una de estas variables generalmente predice un aumento en la otra.

5.2.Pruebas de hipotesis

En la segunda etapa, se busco determinar el impacto del método de extraccion, la variedad
de canihua y la presencia o ausencia de perigonio sobre el rendimiento de aceite. La
hipotesis nula (Ho) establecia que estos factores no tenian un efecto significativo sobre el
rendimiento de aceite, mientras que la hipdtesis alternativa (H:) sugeria que al menos uno
de estos factores influia significativamente. Se empled un analisis de varianza (ANOVA)
de tres vias bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2x2x2,

considerando los siguientes factores: método de extraccion (convencional y EFS-COs»),
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variedad de cafithua (Cupi e Illpa-INIA) y perigonio (con y sin). El nivel de significancia
fue o= 0.05. Si el p-valor asociado a alguno de los factores o sus interacciones era menor
que 0.05, se rechazaba Ho, concluyendo que el factor en cuestion influia
significativamente en el rendimiento del aceite. Este analisis permitio evaluar tanto los
efectos individuales como las posibles interacciones entre los factores, proporcionando

una vision integral de las variables que afectan la extraccion de aceite.

En la tercera etapa, el enfoque se centrd en analizar si el contenido de a-tocoferol y v-
tocoferol variaba segun la variedad de cafiithua y la presencia o ausencia de perigonio. La
hipotesis nula (Ho) planteaba que no existian diferencias significativas en los contenidos
de tocoferoles entre las condiciones estudiadas, mientras que la hipdtesis alternativa (Hi)
sugeria diferencias significativas. Se utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias
bajo un diseiio completamente al azar con arreglo factorial 2x2, considerando los factores
variedad (Cupi e Illpa-INIA) y perigonio (con y sin). Adicionalmente, se aplico un
analisis de correlacion de Pearson y un andlisis de componentes principales (ACP) para
evaluar las relaciones entre el rendimiento de aceite y los contenidos de tocoferoles. El
nivel de significancia fue a = 0.05. Si el p-valor de algun factor o interaccion era menor
que 0.05, se rechazaba Ho, concluyendo que dicho factor afectaba significativamente el
contenido de tocoferoles. Este enfoque permiti6 no solo identificar diferencias
significativas en los tocoferoles, sino también explorar las relaciones entre las variables
evaluadas, brindando una comprensiéon mas completa de las caracteristicas funcionales

del aceite de caiiihua.
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CONCLUSIONES

La cantidad de aceite obtenido oscilo entre 7.45 a 4.5 g/100g, ademas se demostrd que
existe diferencia estadistica significativa (p-valor < 0.05) tanto para el método de
extraccion, donde el método convencional presento mayor rendimiento que EFS-COo, la
variedad Cupi, presento mayor rendimiento y esta se incrementd sin la presencia de

perigonio (7.45 g/100g extraido por método convencional) en la caifithua.

Del contenido de a-tocoferol en la variedad Cupi sin perigonio es mayor con 2538.49
ng/gy de y-tocoferol en la variedad Illpa-INIA sin perigonio es mayor con 1808.67 ng/g,
ambos presentas diferencia estadisticamente significativa (p-valor < 0.05) con respecto a
los demas tratamientos. En el analisis de componentes principales, para la componente 1
muestra una relacion positiva entre rendimiento y a-tocoferol, y para la componente 2
existe una relacion positiva entre o-tocoferol y y-tocoferol, ademds que segin los
coeficientes de correlacion de Pearson existe una relacion positiva entre el rendimiento y

a-tocoferol, y presenta una relacion negativa entre rendimiento y y-tocoferol.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios para poder caracterizar diferentes variedades y ecotipos de cafithua a
fin de poder obtener no solo informacion sino para proponer alguna variedad que presente
mejores caracteristicas en su composicion proximal y poder incrementar sosteniblemente

el cultivo de canihua.

Determinar los parametros 0ptimos de presion, temperatura, flujo masico de CO» para la
extraccion de aceite en EFS-CO», ademas de evaluar la calidad del aceite no solo por la

presencia de tocoferol sino de la estabilidad del aceite obtenido.

Evaluar el contenido de tocoferoles tanto de a-tocoferol y y-tocoferol en diferentes

variedades de canihua y realizar trabajos considerando la germinacion de la caiiihua.
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Apéndice 2.
Resultados de composicion proximal

Tabla 24.

Resultados de la composicion proximal de caiiihua en las variedades Cupi e Illpa-INIA, prueba

t-student
Composicion Cupi - Illpa-INIA - t  p-valor
R1 R2 R3 X S R1 R2 R3 X S

Humedad 10.79 11.04 10.54 10.79 0.25 10.73 11.19 10.35 10.76 0.42 0.19 043
Proteina 11.48 11.56 11.09 11.38 025 12.01 12.18 11.92 12.04 0.13 -0.82 0.23
Grasa 6.71 6.88 623 6.61 034 6.53 6.83 629 6.55 028 028 040
Ceniza 330 340 3.13 3.27 0.14 331 348 3.6 332 0.16 -041 035
Fibra 7.99 8.03 805 803 003 7.94 815 7.81 797 0.17 050 0.32

Carbohidratos  67.85 68.87 67.01 67.91 0.93 67.36 67.39 67.25 67.33 0.07 1.04 0.18
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Tabla 25.

Resultados de la obtencion de aceite

Apéndice 3.

Resultados del rendimiento de aceite obtenido mediante EFS-CO;

Codigo Muestra 1 2 3
1 [lpa-INIA con perigonio 4.509 4.432 4.5524
2 Cupi con perigonio 5.593 5.52 5.54
3 Illpa-INIA sin perigonio 5.432 5.406 5.46
4 Cupi sin perigonio 5.326 5.41 5.34
Tabla 26.
Tratamientos del rendimiento de aceite obtenido mediante EFS-CO,
TRATAMIENTO  MUESTRA TEMPER  PRESION  TIEMPO  SOLVENTE  FLUIODE  FLUJO RENDIMIE
ATURA  (MPa) DE o2 (% co2 DE NTO
(°c) EXTRACC  PUREZA) (PIEA3/h)  CO2  (g/100g)
ION (u/mi
(MIN) N)
T1 ILLPA (HARINA+ 40 27.58 60 99.5 15 7.08 45
PERIGONIO)
T2 ILLPA (HARINA) 40 27.58 60 99.5 15 7.08 5.43
T3 CUPI (HARINA) 40 27.58 60 99.5 15 7.08 5.36
T4 CUPI (HARINA+ 40 27.58 60 99.5 15 7.08 5.55
PERIGONIO)
5 CUPI (PERIGONIO) 40 27.58 60 99.5 15 7.08
T6 ILLPA 40 27.58 60 99.5 15 7.08
(PERIGONIO)
Tabla 27.

Resultado de rendimiento de aceite obtenido por extraccion convencional

Codigo Muestra 1 2 3

1 Illpa-INIA con perigonio 5.913 6.126 6.161
2 Cupi con perigonio 6.417 6.414 6.308
3 [llpa-INIA sin perigonio 6.184 6.094 6.735
4 Cupi sin perigonio 7.546 7.384 7.417
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Anexo 1
Certificado emitido por INIA para la cafiihua variedades Cupi e Illpa-INIA

inia
inig

instituto Nacional de tnnovacion Agraria

2008 - 2027 "Decenio de la dgualdad de Oportidacdes para mgjeres ¥ hombres”
“Aize del Drdoge v la Recorzibiacion Nacional”

LABORATORIO OFICIAL DE ANALISIS DE CALIDAD DE SEMILLAS

Av. La Molina N° 1981, Lima 12 - Perl. Telefax: (511) 240:2100 Anexo: 340  hitpl-www.inia.gob.pe

CERTIFICADO OFICIAL DE ANALISIS DE LOTE DE SEMILLAS
N® 0670 -2018-MINAGRI-INIA-DGIA-SDRIA-ARES

Informaci6n Declarada por el Solicitante

|Informacién del Lote

Especie : Chenopodium pallidicaule

N°Envases: 40

Cultivar: lllpa - INIA

Peso del Lote (k): 1,970.0

Nombre: EEA ILLPA - INIA Puno
Direccion: Rinconada Salcedo s/n. Dist. Puno, Prov. Puno - Dpto. Puno.
RUC! 20448637663

Clase / Categoria: No Gertificada

(b) Cédigo del Lote: NC-ILL1-007-16

os del Muestreo

Muestreador:  Ing. José Limache Jarecca

Facha del muestreo: 27/09/2018

Resultados de los Analisis

N° de Solicitud de Analisis: N°0903-2018

Peso recibido (gramos):

Fecha de recepcion de la muestra:

Fecha de término del andlisis:

145.24 09/10/2018 12/10/2018
ANALISIS DE PUREZA PRUEBA DE GERMINACION
% en peso % en numero CONTENIDO
) DE HUMEDAD
Numero de < semi - i (%)
Semilla pura |Materia merte Otras semillas dias e Semillas duras antias Plentuiax Samilias
normales frescas anormales muerias
99.7% 0.3% Trazas 3 97% 0% 0% 1% 2% 10.4%
Clase de materia inerte:
Palos, piedras, tegumentos de semillas.
s semillas:
Otras Determinaciones: s
Observaciones:
a. Siembra sobre papel y puesta de ensayo al ciclo 25°C constante.
b. El Iote esta conformado por treinta y nueve {39) sacos de 50 kg y un (1) saco de 20 kg.
c. Este Certificado corresponde al formato N° 0725
N
P WY P
l.ugar y Fecha: INSTITUTO NAcg. tzg I OVACION AGRARIA
Sub daegeidi b Agrada
{ e 03 aciin 5
La Molina, 15 de octubre 2018 / Aﬁﬂﬁ ?‘ ‘@'\
%‘; ) UCAMATEQ
~—* Responsable
. boraiorio Oficial de Andlisis de Semillny
“Firma y Sello
Av. La Molina 1981, La Molina ® m-T #
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inia
—

Institute Nacional e innovacién Agraria

2018 < 2627 "Deconio Do e dgueddud de Oportunidades peca mgeres v hoinbres”
“in d Didlogo v fu Reconcilincin Nacion 27

LABORATORIQO OFICIAL DE ANALISIS DE CALIDAD DE SEMILLAS

Av. La Monna NP198%, Limz 12 « Perd  Telefax: {511) 240-2100 Anewo: 340  hitp/:www inia.gob.oe

CERTIFICADO OFICIAL DE ANALISIS DE LOTE DE SEMILLAS
N° 2674 -2018-MINAGRI-INIA-DGIA-SDRIA-ARES

Informacién Declarada por el Soiicitante .

Nombre: EEAILLPA - INIA Puno

Direccién; Rinconada Salcedo s/n. Dist. RPuno, Prov. Pune - Dpto. Puno.

RUC: 20448637663

informacion del Lote

Especie : Chencpodium paliidicaule Cultivar: Cupi Clase / Categoria: No Certificada
N° Envasas: 27 Peso del Lote (k). 1,335.0 (b) Codigo del Lote: NC-ILL1-006-16

. atos del Muestreo

Muestreador:  Ing. José Limache Jarecca Fecha del muestreo: 27/09/2018
Resultados de los Andlisis - N de Solicitud de Analisis: N° 0904-2018
Peso recibido (grames): Fecha de recepcion de ia muestra: Fecha de término del analisis:
170.00 09/10/2018 15/10/2018
T
ANALISIS DE PUREZA PRUEBA DE GERMINACION
%% en peso Y% en numero CONTENIDO
DE HUME
i et Qe Semil Plantul I i P H‘(l‘::} o
Semilla pura {Materia werte|  Otras semillas dias s | oo rmilias duras amilas aniiias Honfias, |
normales frescas anormaies muertas ‘
I
98.9% | 01% 0.0% 5 93% 0% 0% 3% 4% | 10.4%
:

Clase de materia inerte:
Tegumentos de semillas.

_uas semilias:

Otras Determinaciones: -

|then'aciones:

a, Siembra sobre papel y puesta de ensayo al ciclo 25°C constante.

b, El lote esta conformado por veinte y seis (26) sacos de 50 kg y un {1) saco de 35 kg.
¢. Este Certificado corresponde ai formato N°® 0730

INSTITUTO NACIONAL DE
Diraccign dé.Gastion de

Sub drccion de:
| —Afeade

SNOVACIONA
'/_j/-':;ﬂ"" ie

Lugary Feche:

Tw%ﬂam‘% )
db I Agrasia
en
pARRL Y

nyé.wsi‘lq,;# g.!*,.?.{’{f“‘”“ MATEQ
- Labordtorio Oficinl de Andlisis de Semillas

La Moiina, 16 de octubre 2018

Firma y Sello

Av 1a Malina 1981 |2 Molina - -—r a
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Anexo 2.
Resultados de a-tocoferol y y-tocoferol de aceite obtenido por EFS-CO: emitido
por el Laboratorio de cromatografia y espectrofotometria de la UNSAAC

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA ¥ ESPECTROMETRIA - Pabelldn de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERD Contacto 9738468855

RESULTADOS
Cusco, 25 de Junio del 2021
Solicitantes : Janeth Mireya Gonzales Cari
Tipo de Analisis : Determinacion de Gamma tocoferol
Metodo : Cromatografia Liguida
Tipo de Muestras : Cafihua
Cantidad de Muestra . 4, aproximadamente 100 gr. de cada uno
Almacenamiento : 4 °C.
Repeticiones Promedio
; ’ Gamma Tocoferol
Cadige  Cafiihua 1 2 3 % en grasa total
1 lipa INIA 0,156 0,157 0,163 0,159
2 Cupi 0141 0137 0,132 0,137
3 llpaHarina 0,183 0181 0179 0,181
4 Cupi Harina 0123 0126 0,132 0,127
Repeticiones Promedia
; . Alfa Tocoferol
Codige  Cafiihua 1 2 3 % en grasa total
1 llipa INIA 0123 04122 0,129 0,125
2 Cupl 0127 0423 0,118 0,123
3 llpaHarina 0249 0245 0245 0,246
4  CupiHarna 0256 0,255 0,250 0,254

Mota: Los resultados obtenidos expresa el porcentaje de Gama y Alfa tocoferol encontrados
en la grasa total de cada muestra, la deteccion se realizo por el analisis del tiempo de
retencion y espectro ultravioleta del estandar Gama tocoferol frente a las sefiales de la
muestra.

Quim. Jorge Choguenaira Pari
Analista oo Laboraiona de EleiODg’illi ¥
Especirometria - UNSAAC.
COP 914
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA ¥ ESPECTROMETRIA — Pabelién de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERLU Contacto 973858855

RESULTADOS
Cusco, 25 de Junio del 2021
Solicitantes : Janeth Mireya Gonzales Cari
Tipo de Analisis : Determinacién de Gamma tocofercl
Meétodo : Cromatografia Liguida
Tipo de Muestras : Cafiihua
Cantidad de Muestra : 4, aproximadamente 100 gr. de cada uno
Almacenamiento 14 °C.
Repeticiongs Promedio
i i Gamma Tocofercl
Cadigo  Caflhua 1 2 3 uglgr Aceite
1 litpa INLA 1550853 1571.205 1628.263 1586.5
2 Cupi 1407.263 1373519 1323.868 1368.2
3 lilpa Harina  1831.547 1807.353 1787.108 1B08.7
4 CupiHarina  1234.025 1250226 1324.07 12724
Repeticiones Promedio
. Alfa Tocoferol
Cadigo  Cafilhua 1 2 3 uglgr Aceite
1 lilpa INLA 1231.503 1219972 1285.167 12455
2 Cupi 1265.353 1226.597 1177.942 12233
3 lllpa Harina  2488.202 2454978 2445904 2463.0
4 CupiHarina  2562.466 2551.898 2501.112 2538.5

Mota: Los resultados obtenidos expresa el porcentaje de Gama vy Alfa tocoferol encontrados
en el Aceite extraido de cada muestra, la deteccion se realizo por el analisis del tiempo de
retencion y espectro ultravioleta del estandar Gama tocoferol frente a las de la muestra.

Analista del Laboratorio de Crematografia v
Espectramatria - UNSAAC.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS

LaBORATORID DE CROMATOGRAFIA ¥ ESPECTROMETRIA - Pabelidn de Controd de Calidad
AW, Do la Cultura 723 CUSCO-PERU Conlacto 9TIBEEEES

RESULTADOS
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COP 914
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA - Pabellon de Conirod de Calidad
AV De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacta 973868855

RESULTADOS

Condiciones de Analisis por HPLC (7)

Cromatografo : Agilent serie 1200

Software : Chemstation V03.02

Columna : Zorbax SB-C18 4.6 x 75mm, 3.5um
Pre Columna : Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6d x 12.5 mm x Sum
Flujo de Columna : 0.9 ml'min.

Fase movil A : Acetonitrilo: 2 Propanel 70:30
Sisterma de Analisis : Isocratico

Deteccion DAD : 295 nm vitamina E

Temperatura del Horno :30.0°C

Tiempe de Analisis 8 min.

Volumen de Inyaccion 1.0l

Referencia

1.

Azrina, A, Abd Aziz, N., Khoo, H. E., Amin, |, Al-Sheraji, 5. H. and Muhammad Rizal, R. Cholesterol and
alpha-tocopherol contents of fish and other seafood from. 7. Intemational Food Research Journal Volume 22
Issue 1, 2015 hitpfwww.ifrj.upm.edu.my/volume-22-2015.html

Bummeister, A, Bondiek, 5., Apel, L., Kuhne, C., Hillebrand, 5., & Fleischmann, P. {2011). Comparison of
carotenoid and anthocyanin profiles of raw and boiled Sclanum tuberosum and Solanum phureja tubers.
Joumnal of Food Composition and Analysis, 24({6), B65-872. https:/idoi.org/10. 101 64.jfca.2011.03.006
Crzauderna, M. & Kowalczyk, J. & Miedzwiedzka, K.M.. (2008). Simple HPLC Analysis of Tocopherols and
Cholesterol  from Specimens of  Animal  Origin. Chemia  Analityczna. 54, 203-214.
htip/ibeta.chem.uw.edu.plichemanal/PDFs/2009% CHAN200954P00203. pdf

Edison, B. (2009). Analysis of Tocopherols by High Performance Liquid Chromatography. E-Journal of
Chemistry; Hindawi. hitps://doi.org/10.1155/2009/415864

He, J.. & Giusti, M. M. (2011). High-purity isolation of anthocyaning mixtures from fruits and vegetables - A
novel solid-phase estraction method wsing mixed mode cation-exchange chromatography. Joumal of
Chromatography A, 1218(44), 7914-7922. hitps:/idoi.org/10.1016/j.chroma.2011.09.005

Kand'ar, R., Novaotnd, P., & Drabkova, P. (2013). Determination of Retinol, -Tocopherol, Lycopene, and -
Carotene in Human Plasma Using HPLC with UV-Vis Detection: Application to a Clinical Study [Research
article]. hitps:/idoi.org/10.1155/2013/460242

Khamkaew, C. (2017). Effects of Mobile Phase Composition as a Function of Temperature on Isocratic
Elution Behavior of B-carotene in Revered-Phase Liquid Chromatographic Systems. International Joumal of
Pharma Medicine and Biclogical Sciences, 6(3), 84-97. hitps:idoi org/10.18178fjpmbs_ 6.3 84-87. Program
of Chemistry, Faculty of Science and Technology, Songkhla Rajabhat University, Muang District, Songkhl
Province 90000, Thailand, &

Rodriguez-Saona, L. E., & Wrolstad, R. E. (2005). Acetone extraction and chloroform partiion of
anthocyanins. Unit F1.1. In R. E. Wrolstad, & S. J. Schwartz (Eds.), Handbook of food analytical chemistry
(pp- 7). New York: John Wiley & Sons, Inc.

Quim. Jorge Choguenaira Pari
Analista del Laboratonio de Cromaiografia y
Espactrometria - UNSAAG.
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Maetnad U ZWCHEMIZWVLAUATAVY LTAMINAS VAULLWVVE=CANLHUANVE= ZUZLl=Ub=£1l Ll=43=ULZ\WLE-AE_M

Calibratiaon Table

Tacaferales

Calib. Data Modified - 3/5/2021 12:26:59 PM
Caleulate d External Standard
Baszed an £ Paak Rres

Ral. Referance Windaw : 5.000 %

Ans . Refersnce Window 0.000 min

Ral. Man-ref . Windaw 5_000 %

Ahs. Mon-ref. Windaw 0.000 min

Do pat use Multiplier & Dilution Factar with ISTDs
Uncalibrated Paaks £ using compound Gamma Tocaferal

Partial Calibratian H Yas, ldencified peaks are recalibrated
Carrect All Ret. Times: Ha, anly for identified peaks

Curve Type £ Linesar

origin £ Included

Weight 4 Erqual

Recalibration Settings:
Ayerage Response £ Average all calibrations
Average Retention Time: Floating Average Mew T5%

Calibration Repart Optians :
Printout af recalibrations within a sequence:
Calibratian Table after Recalibration
Narmal Repart after Recalibratian
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle {ending previous bracket)

Signal 1: DADL B, Sig=230,16 Ref=aff

RebTime Lwl Amaunt Ares Ame fhrea Ref Grp Mame
[min] Sig [ug/ml]
——————— | i e ol i i s} i e e e s
2. B9 1 1 25 00000 19_13667 1._30639 Gamma Tacaferal
2 50._00000 33_.399B0 1.49701
3 100.00000 6405949 1.56105
4 200.00000 113.05BB9 1.76B98
5 4b00.00000 246.29619 1.624086
F.122 1 1 25_00000 10.50009 2_3B093 Alfa Tacaferal
2 50._00000 2B.71925 1.740899
3 100.00000 T2.63909 1.37665
4 200.00000 159.6B224 1.25249
5 400.00000 346.459B1 1.15454

Mare compaund-specific settings:

Campoaund: Gamma Tacaferal
Time Window : From 2.700 min Ta 3.030 min

Campaund: Alfa Tacaferal
Time Window : Fram 3.030 min Ta 3.300 min

Peak Sum Table

*+**Ma Entries in tablevs*

UMSAAC AT-1200 DAD 6/2B/2021 1:1E:02 PM JCHP Page 8 - |
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Methad C:\CHEM3ZA\1\DATA\VITAMIMAS\Z2021\VE-CANTHUA\VE- 2021-06-21 11-43-D2Z\VLP-AE.M

Calibration Curves

Area Gamma Tacaferal at exp. RT: 2.BAD
1 DADL B, Sig=230,16 Ref=aff
1 Carrelatian: 0.99B65
200+ Residual Std. Dew.: 5.28210
1 Farmula: ¥ = mx + b
150 m: 6.03496e-1
] |- 1.37363
#: Amaunt
y¥: Height
3
2
1
——
200 400
Ameunilug/mi]
Alfa Tacaferal ak axp. BT: 3122
DADL B, Sig=230,16 Ref=aff
Carrelatian: 0.99B7E
Residual Std. Dew.: T.34257
Farmula: ¥ = mx + b
m: B.B1lTode-1
4 - H =10.B9423
s Amaunt
y: Height
] 3
50
i1
o T T T T T T T T
1] 200 400
Asnouni{ugimi]

UMSARC AT-1200 DAD 6/28/2021 1:1B:02 PM JCHP

Page

2 af 2
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Anexo 3.
Panel fotografico

Fotografia 3. Muestras de cafihua
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Fotografia 4. Extraccion de aceite por método convencional

Fotografia 6. Aceite obtenido de caiiihua.
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Fotografia 7. Colocacion de muestras para sistema EFS-CO..

EXTRACTOR DE
FLUIDO SUPERCRITICO
(PILOTOY LABORATORIO)

Fotografia 9. Muestra de aceite extraida por EFS-CO,.
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Fotografia 11. Muestra de aceite para ser analizadas por HPLC-DAD

3 UNSAAC_AT 1200 DAD (offlifie): Data Arslysis
aphics  Integration

Ble or.
| sianals ] L8 | Methods 5wk

CalLavel | Sample At | TSTD Asunt | Hultip

[
= oorveny & :
4 orneR il o " i
403 orRos ] o o E
41 pARTENSLTES = o o B
1 rous, &= o o B
e e = o o 3
5 sm s = 1
%4 TRITERPENOS.
SHd vITAMY | i

3 singe
41 CARGTENOIDES
L TOCOFEROLES

Data | =thods |

‘| Method and Run Contral

e iaras
i vertiication (00/PV)

e

1
Tneaas | immareion done.

A tnicio] o5 3 1 ™ ST UNSAAC AT 1200 DA, | 1 VEPNG - Paint [lrimsanc Ar-izon ..

Fotografia 12. Cromatograma de la muestra de cafithua
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