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No es necesario abarcar  

tanto conocimiento, sino saber aplicarlo.  

El optimismo y la perseverancia hacen que la vida  

sea más que un dulce, un viaje con distintos destinos, 

 que al final llega al alma que ha aprendido y 

 crecido de sus errores como de sus virtudes. 
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RESUMEN 

Estudio de la  actividad antioxidante y surfactante de un extracto de 

episperma del grano de Chenopodium quinoa Wild. El episperma del grano 

de Chenopodium quínoa Wild (quínoa) se comercializa como fuente de 

saponinas, dada a su alta concentración en este subproducto. Sin embargo, no 

existen antecedentes acerca de la presencia de principios antioxidantes en el 

episperma. Es por ello, que como una primera aproximación, se preparó un 

extracto de episperma en etanol al 30% para estudiar sus propiedades 

antioxidantes, utilizando para ello, microsomas hepáticos de rata, membranas 

biológicas susceptibles de sufrir cambios conformacionales por acción de 

detergentes y oxidación de sus componentes. Este extracto: a) inhibió la 

oxidación de los lípidos y los tioles microsómicos, ambos fenómenos inducidos 

por Cu2+/ascorbato, sistema generador de EROs; b) produjo la liberación de 

hemoglobina desde eritrocitos; c) aumentó la lipoperoxidación basal 

microsómica, similar al efecto provocado por Tritón X-100; d) inhibió la actividad 

de la GSH-transferasa microsómica, enzima sensible a cambios en la fluidez de 

la membrana microsómica y a oxidación; sin embargo, en nuestras condiciones 

de ensayo, el detergente Tritón X-100, la aumentó. Los cambios en la actividad 

GSH-transferásica provocados por el extracto, se reflejaron en la modificación 

de la Vmáx y la Km para GSH de eta enzima, no así en la Km para el sustrato 

1-Cl-2,4-DNB. Estos resultados sugieren que el extracto estudiado no sólo es 

surfactante, sino además, posee propiedades antioxidantes. 
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ABSTRACT  

 

Study of the antioxidant and surfactant activities of an extract from the 

episperm of Chenopodium quinoa Wild grain. The episperm of the 

Chenopodium quinoa Wild (quinoa) grains is commercialized as a source of 

saponins, in virtue of their high concentration in this quinoa byproduct. There are 

no previous studies regarding the presence of antioxidant molecules in quinoa 

episperm. Therefore, as a first approximation, we studied the antioxidant and 

surfactant properties of a 30% ethanolic extract from quinoa episperm; to this 

end, we used rat liver microsomes, biological membranes susceptible to 

conformational changes by the action of detergents and oxidation of its 

components. This extract: a) inhibited oxidation of microsomal lipids and thiol 

groups elicited by Cu2+/ascorbate, a ROS-generating system; b) elicited the 

release of hemoglobin from erythrocytes; c) increased basal lipid peroxidation, 

similar to the effect of Triton X-100; d) inhibited the activity of GSH-transferase, 

an enzyme sensitive to changes in the microsomal membrane fluidity and to 

oxidation; however, in our assay conditions, this activity was increased by Triton 

X-100. Changes in GSH-transferase activity caused by the extract were 

reflected in changes on the Vmax of this activity, as well as the Km for GSH but 

not for the substrate 1-Cl-2,4-DNB. These data suggest that the extract studied 

here not only displays surfactant activity, also antioxidant properties. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Chenopodium quinoa Wild pertenece a la familia Chenopodiaceae, es una 

planta dicotiledónea que crece en la región de los Andes y se encuentra entre 

2500 a 4000 metros de altitud [1]. El grano de Chenopodium quínoa Wild 

(quínoa) contiene varias vitaminas en bajas concentraciones, por ejemplo ácido 

fólico, tiamina, ácido ascórbico y riboflavinas [2]. Además contiene minerales 

como calcio, hierro, zinc, cobre y manganeso. La semilla de la quínoa, 

especialmente el embrión, posee un alto contenido de aceites, entre los que se 

encuentran el ácido palmítico, oleico, linoleico y linolénico. También posee 

antioxidantes endógenos, como α- y γ-tocoferol [3, 4]. En la semilla de la quínoa 

se ha encontrado un alto contenido de proteínas, almidón y aminoácidos libres, 

tales como lisina, histidina y triptófano [5].  

Los granos de quínoa presentan en su episperma contenidos variables de 

saponinas que oscilan entre 0,01-4,65% de su peso seco [6]. Las saponinas de 

la quínoa son glucósidos del tipo triterpenoide que se caracterizan por su sabor 

amargo, capacidad de formar espuma en soluciones acuosas y su poder 

hemolítico.  
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El mayor número de saponinas identificadas corresponden a monodesmósidos 

y bidesmósidos.  

 

 

 

 

Estudios realizados con saponinas aisladas han mostrado que los 

monodesmósidos serían los responsables de la actividad surfactante que 

conlleva a hemolisis de glóbulos rojos [7]. Los monodesmósidos forman 

además, complejos con el colesterol y como consecuencia de esto, pueden 

disminuir niveles de colesterol en la sangre [8]. Por otra parte, se ha descrito 

que las saponinas pueden inducir cambios en la permeabilidad intestinal 

ayudando a la absorción de fármacos [9]. Así, se ha utilizado la  administración 

por vía intranasal u oral de saponinas como coadyuvantes en vacunas, 

potenciando de esta manera la respuesta de anticuerpos IgG e IgA específicos, 

frente a antígenos presentes en el suero, secreciones pulmonares e 

intestinales. Esto se debe a un incremento de la permeabilidad de la mucosa y 

por lo tanto un aumento de la absorción del antígeno [10]. 

La característica común de los preparados herbales es su capacidad 

antioxidante, dada principalmente por su alta concentración de polifenoles. 
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Estos compuestos abundan principalmente en las partes de la planta más 

expuestas a la radiación solar, como son las hojas y pericarpio de los frutos.  

Las especies reactivas del oxígeno (EROs) se generan en todas las células 

aeróbicas como segundos mensajeros y como subproductos del metabolismo 

en presencia del oxígeno [11]. Estas especies pueden generar estrés oxidativo 

en las células, si su generación no es controlada por la capacidad antioxidante 

celular [12] . Si las células se encuentran bajo un estrés oxidativo, las EROs 

pueden oxidar lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, conduciendo finalmente a la 

muerte celular [13,14]. 

Las propiedades antioxidantes de los preparados naturales protegen a las 

biomoléculas frente al daño oxidativo, a través de diferentes mecanismos. Por 

ejemplo, algunos de estos compuestos pueden atrapar directamente a los 

radicales libres del oxígeno y quelar metales de transición, los cuales en su 

estado iónico libre pueden generar EROs vía reacción de Fenton/Haber-Weiss 

[15].  

Las propiedades antioxidantes del episperma del grano de la quínoa no se 

conocen; más aún, no existen antecedentes acerca de la presencia en él de 

principios antioxidantes.  

Dados los antecedentes mostrados, en este trabajo se preparó un extracto 

hidroalcohólico  (alcohol al 30%) de episperma de grano de quínoa, con el 
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objeto de investigar su capacidad antioxidante. Para ello, se utilizó una 

preparación enriquecida en retículo endoplásmico hepático de rata 

(microsomas) como fuente de biomoléculas y, Cu2+/ascorbato como sistema 

generador de EROs [14]. Como se mencionó anteriormente, los polifenoles son 

los principios antioxidantes más abundantes en las plantas. Interesantemente, 

el extracto ensayado contenía polifenoles, y además, compuestos tiólicos que 

son los principales antioxidantes de origen animal.  Más aún, nuestro extracto 

fue capaz de inhibir la oxidación de los lípidos y de los tioles microsómicos, 

ambos fenómenos provocados por el sistema Cu2+/ascorbato. Por otra parte, 

este extracto fue capaz de liberar hemoglobina desde una suspensión de 

glóbulos rojos, confirmando así la presencia de saponinas. Cabe señalar 

además, que cambios en la permeabilidad de membranas biológicas, puede 

alterar la función de las proteínas insertas en ella [16]. Como una forma de 

evaluar este fenómeno, se estudió el efecto del extracto sobre la actividad de la 

GSH-transferasa microsómica, la cual es alterada por cambios redox y 

conformacionales de dicha membrana. El extracto  de episperma del grano de 

quínoa inhibió la actividad catalítica de esta enzima, cuya forma activa es el 

dímero -S-S-  [17].   

Estos resultados representan el primer estudio acerca de la actividad 

antioxidante de episperma del grano de quínoa. Más aún, son escasas las 

plantas medicinales que poseen agentes reductores tiólicos, de aquí la 
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importancia de continuar este estudio, dada las variadas funciones de estos 

compuestos  en la célula animal. 

 

HIPÓTESIS 

 

El extracto hidroalcohólico de episperma del grano de Chenopodium Quínoa 

Wild presenta actividad antioxidante de biomoléculas además de su actividad 

surfactante previamente descrita.  

 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Estudiar la capacidad antioxidante del extracto hidroalcohólico de episperma del 

grano de Chenopodium Quínoa Wild (Quínoa), como también su capacidad 

surfactante. 

Objetivos específicos  

A. Actividad antioxidante 

 Determinar la concentración de polifenoles presentes en el extracto de 

episperma del grano de quínoa. 

 Evaluar la lipoperoxidación microsómica inducida por Cu+2/ascorbato en 

ausencia y presencia del extracto de episperma del grano de quínoa. 
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 Determinar el contenido de tioles de la membrana microsómica en 

condiciones de estrés oxidativo, en ausencia y presencia del extracto de 

quínoa. 

B. Cambios conformacionales de membranas biológicas. 

 Evaluar el efecto del extracto de quínoa y Tritón X-100 sobre la 

lipoperoxidación microsómica basal. 

 Medir la liberación de hemoglobina desde una suspensión de glóbulos rojos 

en presencia del extracto de quínoa y Tritón X-100. 

 Determinar el efecto del extracto de quínoa, Tritón X-100, DTT y H2O2 sobre 

las constantes cinéticas de la GSH-transferasa. 

 

II. MATERIALES Y MÉTODOS 

A. MATERIALES 

1. Reactivos. BSA, CuSO4, Catequina [(+)-cianidol-3,(2R,3S)-2-(3,4-

dihidroxifenIl)-3,4-dihidro-1(2H)-benzopiran-3,5,7-triol], reactivo de Folin-

Ciocalteau, ascorbato de sodio, ácido 5,5´-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB), 

1-cloro-2,4-dinitrobenceno, ditiotreitol (DTT) y GSH se obtuvieron de Sigma-

Aldrich. El resto de los reactivos utilizados fueron del mejor grado analítico.  

El extracto hidroalcohólico de episperma del grano de quínoa fue donado por 

Laboratorios Ximena Polanco (Santiago, Chile). Este extracto fue preparado 
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utilizando como solvente de extracción etanol al 30%. Dada la reconocida 

actividad antioxidante de los preparados herbales,  se determinó el contenido 

de polifenoles totales de acuerdo al método descrito en Letelier y cols., 2008 

[19], utilizando catequina [(+)-cianidol-3,(2R,3S)-2-(3,4-dihidroxifenIl)-3,4-

dihidro-1(2H)-benzopiran-3,5,7-triol] como estándar. La concentración de 

polifenoles totales del extracto fue 9,0  0,33µmoles equivalentes de 

catequina/mL de extracto. 

Las muestras de sangre se obtuvieron por punción venosa de alumnos 

voluntarios, tesistas del Laboratorio.  

2. Animales de experimentación. Se emplearon ratas machos de la cepa 

Sprague Dawley (200 a 230 g), mantenidas en el vivero de la Facultad de 

Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Los animales 

se mantuvieron con una dieta normal de pellet Kimber, agua ad libitum, ciclos 

de luz y oscuridad (07:00 a 19:00hr), y a una temperatura ambiental de 22º 

C. Todos los procedimientos se desarrollaron de acuerdo a los protocolos 

aprobados por el Comité de Ética de la Facultad de Ciencias Químicas y 

Farmacéuticas de la Universidad de Chile que considera los protocolos 

internacionales de la Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio. 
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B. MÉTODOS 

1. Preparación de microsomas hepáticos de rata. La fracción microsómica 

fue preparada por centrifugación diferencial. La determinación de proteína de 

la fracción microsómica se desarrolló de acuerdo a Lowry y cols., 1951 [18], 

usando BSA como estándar. 

2. Condiciones oxidativas. Los microsomas (1mg proteína/mL) fueron 

incubados con CuSO4 25nM y ascorbato de sodio 1mM a 37°C durante 

20min en los ensayos de lipoperoxidación microsómica y 1hr, en las 

determinaciones de tioles microsómicos. 

3. Lipoperoxidación microsómica. La lipoperoxidación microsómica inducida 

por el sistema Cu2+/ascorbato se estimó midiendo las sustancias reactivas al 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) de acuerdo al método descrito en Letelier y 

cols., 2005 [19]. El efecto del episperma del grano de quínoa sobre la 

lipoperoxidación se determinó incubando los microsomas (1mg proteína/mL) 

en ausencia o presencia del extracto durante 5 min a 25°C, antes de incubar 

las mezclas con el sistema Cu2+/ascorbato. El malondialdehído, producto de 

la descomposición de los lipoperóxidos formados, reacciona con el ácido 

tiobarbitúrico dando lugar a un conjugado el cual posee una absorbancia 

máxima a 532nm y cuyo coeficiente de extinción es 156mM-1 x cm-1. 
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 De la misma forma se determinó la lipoperoxidación basal, la única 

excepción fue que en este caso no se adicionó a la mezcla de reacción 

Cu2+/ascorbato.  

 Dado que el extracto se obtuvo utilizando como solvente una solución de 

alcohol al 30%, se realizaron controles para descartar el efecto del solvente 

de extracción sobre la lipoperoxidación inducida y basal. Ninguno de los 

volúmenes de solvente, equivalentes a aquellos del extracto ensayados, 

modificaron la lipoperoxidación inducida ni basal. 

4. Determinación de tioles totales: La medición de los tioles totales se realizó 

de acuerdo a la técnica descrita en Letelier y cols., 2009 [20]. Esta técnica 

cuantifica espectrofotométricamente el TNB liberado en la reacción entre el 

DTNB y los grupos sulfhidrilos presentes en la muestra. Previo a la 

determinación de los tioles microsómicos, se confirmó el pico de absorbancia 

máxima del TNB, producto de la reacción entre el DTNB y los tioles 

presentes en la muestra. En nuestras condiciones de ensayo, el pico de 

absorbancia máxima se obtuvo a 420nm. Con este antecedente se determinó 

el coeficiente de extinción molar 420nm = 10,75mM-1 x cm-1, utilizando para 

ello, una solución de GSH.  

5. Determinación de hemoglobina. Los eritrocitos fueron aislados de sangre 

humana mediante gradiente de Ficoll [21] y lavados con 20 volúmenes de 

PBS frío x 3 veces (1000 x g por 10min at 4°C). Los eritrocitos sedimentados 
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fueron resuspendidos a 1,5 x 106 células/mL. Estas suspensiones de 1 mL de 

glóbulos rojos fueron incubadas con o sin cantidades crecientes del extracto 

de quínoa (hasta 40L) por 15min a 4°C. Luego, las muestras se 

centrifugaron a 1000 x g por 10min at 4°C y se determinó la absorbancia de 

los sobrenadantes a 550nm. El contenido de hemoglobina fue calculado 

utilizando el ε550 = 53.412 M-1 x cm-1 [22]. 

6. Actividad GSH-transferásica microsómica. La conjugación de 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno con GSH, reacción catalizada por la GSH-transferasa (GST) 

se ensayó de acuerdo al método descrito en Letelier y cols., 2005 [23]. La 

ecuación química es la siguiente: 

 

La mezcla de reacción contenía (concentraciones finales) en un volumen de 

1 mL: amortiguador fosfato 0,1M pH 6,5; 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 1mM; 

GSH 4mM; proteína microsómica 200 g/mL. El blanco contenía todos los 

reactivos, a excepción del GSH. La reacción se inició agregando el GSH a la 

cubeta muestra. La actividad se determinó midiendo la absorbancia del 

conjugado formado enzimáticamente a 340 nm, en forma continua durante 3 

Cl

NO2

NO2

SG

NO2

NO2

+   GSH +   HCl
GST
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min a 25ºC, con el objeto de minimizar la reacción no enzimática. La 

aparición del conjugado se midió en forma continua, a 340nm en un 

espectrofotómetro UV-VIS-UNICAM UV3. La actividad de la GST se calculó 

utilizando el ε340 = 9,6mM-1 cm-1 del conjugado. Los datos se expresaron 

como µmol conjugado/min/mg de proteína. 

7. Determinación de las constantes cinéticas. Los valores de Km y Vmáx 

para la conjugación de 1-Cl-2,4-DNB con GSH, se obtuvieron al graficar los 

valores experimentales de velocidad vs concentración de sustrato de 

acuerdo a Lineweaver-Burk. En este gráfico, el intercepto del eje x 

representa el valor recíproco negativo de la Km y el del eje y, el recíproco de 

la Vmáx. 

8. Análisis estadístico. Los datos presentados corresponden al promedio de al 

menos 4 experimentos independientes ± SD. La significancia estadística 

(ANOVA) y los análisis de regresión se desarrollaron usando el software 

GraphPad Prism 5.0. Las diferencias se consideraron como significativas, 

cuando p<0.05. 
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III. RESULTADOS 

A. Actividad antioxidante.   

A.1. Lipoperoxidación microsómica: La Figura 1 muestra el gráfico 

semilogarítmico de la concentración de extracto versus el % de inhibición de la 

lipoperoxidación microsómica evaluada de acuerdo a lo descrito en Métodos. A 

partir de este gráfico se calculó el valor de EC50; su valor fue 16,85µL de 

extracto/mg de proteína, el cual representa la concentración de extracto que 

inhibe el 50% de la lipoperoxidación microsómica inducida por Cu2+/ascorbato. 

El valor de r = 0,9808 fue obtenido del análisis de regresión de la curva.  

A.2. Oxidación de tioles microsómicos. El extracto de episperma del grano 

de quínoa previno la disminución de los tioles microsómicos inducida por 

Cu2+/ascorbato (Figura 2); 10µL del extracto/mg de proteína microsómica 

previnieron esta disminución aproximadamente en un 50%, y 20µL, 100%, 

indicando que el efecto protector de los tioles microsómicos es directamente 

proporcional a la concentración de extracto. 
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Figura 1. Efecto del extracto de quínoa sobre la Lipoperoxidación 
microsómica provocada por Cu2+/ascorbato. Los microsomas (1mg de 

proteína/mL) fueron incubados con el extracto durante 5min a 25ºC, antes de inducir la 
lipoperoxidación con Cu2+/ascorbato de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los 
porcentajes de inhibición fueron calculados considerando como 100% el valor de la 
lipoperoxidación inducida por Cu2+/ascorbato en ausencia del extracto. Cada valor 

representa el promedio de al menos 4 experimentos independientes  S.D.  
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Figura 2. Efecto del extracto de quínoa sobre la pérdida de los tioles 
microsómicos provocada por Cu2+/ascorbato. Los microsomas (1mg de 

proteína/mL) fueron incubados con el extracto durante 10min a 37ºC antes de agregar 
Cu´2/ascorbato y desarrollar la lipoperoxidación de acuerdo a lo descrito en Métodos. El 
control corresponde al contenido total de tioles microsómicos en ausencia de 
Cu´2/ascorbato y las barras negras, al obtenido en presencia de este sistema pro-
oxidante. Cada valor representa el promedio de al menos 4 experimentos 

independientes  S.D. **p<0,01 y ***p<0,001: Valores estadísticamente diferentes del  
valor Control ensayado en ausencia de Cu2+/ascorbato. 
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B. Cambios conformacionales de membranas biológicas. Los cambios 

conformacionales de las membranas biológicas pueden ser ocasionados por 

agentes físicos y/o químicos. Si el cambio es provocado por la actividad 

detergente del extracto de quínoa o Tritón X-100, se afecta la conformación de 

los lípidos de membrana y como consecuencia la conformación de las proteínas 

insertas en ella. Es por ello que como una medida de los cambios 

conformacionales de membrana, se estudió el efecto del extracto y de Tritón X-

100 sobre la liberación de hemoglobina desde una suspensión de glóbulos rojos 

y sobre la lipoperoxidación microsómica basal.  

B.1. Efecto provocado por el extracto de quínoa y Tritón X-100 sobre la 

liberación de hemoglobina de glóbulos rojos. Como una forma de corroborar 

el efecto del extracto de quínoa en estudio sobre membranas biológicas, se 

ensayó su efecto sobre la liberación de hemoglobina de glóbulos rojos. 

Contrariamente a lo esperado, en nuestras condiciones de ensayo (Ver 

Métodos) el extracto fue capaz de alterar la membrana de los glóbulos rojos, 

liberando hemoglobina de una forma concentración - respuesta (Figura 3), 

confirmando así el efecto surfactante de este extracto. El análisis estadístico de 

los resultados mostró un valor de EC50 igual a 30µL y un coeficiente de 

regresión igual a 0,9996. 
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B.2. Cambios en la Lipoperoxidación microsómica basal provocados por 

el extracto de quínoa. El extracto de quínoa alteró la lipoperoxidación 

microsómica basal de un forma bimodal (Figura 4). Así, bajas concentraciones 

del extracto (0,025µL - 5µL/mg de proteína microsómica) aumentaron 

aproximadamente 1,4 veces la lipoperoxidación basal, aumento que se mantuvo 

constante hasta 15 µL de extracto. Mayores concentraciones del extracto sin 

embargo, (15µL - 50µL/mg de proteína microsómica) inhibieron 

progresivamente este fenómeno oxidativo. El análisis de regresión de los datos 

correspondientes a la activación de la lipoperoxidación basal mostró un EC50 

igual a 2,1µL (r = 0,9920). 

B.3. Efecto de Tritón X-100 sobre la lipoperoxidación microsómica basal. 

Tritón X-100 es un detergente, por lo tanto podría aumentar la lipoperoxidación 

microsómica basal. Sin embargo como no se comporta como antioxidante, 

ejercería sólo su acción detergente. Al ensayar este efecto de Tritón X-100 se 

observó un efecto bimodal semejante al extracto de quínoa (Figura 5). Las 

concentraciones de Tritón X-100 que significativamente aumentaron la 

lipoperoxidación basal fueron 0,05; 0,1; 0,15%V/V, las cuales activaron este 

fenómeno oxidativo aproximadamente 18%, 13% y 9% respectivamente 

(p<0,01); mayores concentraciones de este detergente (0,2% - 0,4% - 0,5%), no 

lo modificaron (p<0,01). 
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Figura 3. Efecto del extracto de quínoa sobre la liberación de 
Hemoglobina. Los eritrocitos se centrifugaron en presencia y ausencia del extracto 

de quínoa (hasta 40μL), a 2000 rpm durante 10min. La cantidad mínima de 
hemoglobina liberada corresponde a la muestra en ausencia del extracto. Tritón 0,15% 
produjo liberación total de hemoglobina. 
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Figura 4. Efecto del extracto de quínoa sobre la lipoperoxidación 
microsómica basal. Los microsomas (1mg de proteína/mL) fueron incubados con el 

extracto durante 20min a 25ºC. Los porcentajes de inhibición fueron calculados 
considerando como 100% el valor de la lipoperoxidación microsómica en ausencia del 
extracto. Cada valor representa el promedio de al menos 4 experimentos 

independientes  S.D. *p<0,001: Valores estadísticamente diferentes comparados con 
la lipoperoxidación basal medida en ausencia del extracto de quínoa.  
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Figura 5. Efecto de Tritón X-100 sobre la lipoperoxidación microsómica 
basal. Los microsomas (1mg de proteína/mL) fueron incubados a distintas 

concentraciones de Tritón X-100 (0,05%-0,5%) durante 20min a 25ºC. Los porcentajes 
de inhibición fueron calculados considerando como 100% el valor de la 
lipoperoxidación microsómica en ausencia de Tritón X-100. Cada valor representa el 

promedio de al menos 4 experimentos independientes  S.D. *p<0,001: Valores 
estadísticamente diferentes comparados con la lipoperoxidación basal medida en 
ausencia de Tritón X-100. 
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B.4. Efecto comparativo del extracto de quínoa y Tritón X-100 sobre la 

lipoperoxidación microsómica basal. Si el efecto tanto del extracto de quínoa 

como Tritón X-100 sobre la lipoperoxidación microsómica basal son provocados 

por el efecto detergente de ambos, al colocar ambos compuestos en la mezcla 

de reacción el efecto total sobre la lipoperoxidación, debería ser la sumatoria de 

ambos. Para ello, se probaron 5µL del extracto de quínoa/mg de proteína 

microsómica y 0,15%V/V de Tritón X-100/mg de proteína microsómica, 

condiciones en las cuales ambos provocaron aumento de la lipoperoxidación 

basal. Interesantemente, la mezcla de extracto de quínoa y Tritón X-100 no 

modificó la lipoperoxidación basal (Control), indicando la anulación de ambos 

efectos individuales que mostraban aumento de este fenómeno oxidativo 

(Figura 6). 
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Figura 6. Comparación del efecto de quínoa y Tritón X-100 sobre la 
lipoperoxidación basal. Los microsomas (1mg de proteína/mL) fueron incubados 

en presencia de 5µL de quínoa y/o Tritón 0,15% durante 20min a 25ºC. Los 

porcentajes de inhibición fueron calculados considerando como 100% el valor de la 
lipoperoxidación microsómica en ausencia de Tritón X-100. Cada valor representa el 

promedio de al menos 4 experimentos independientes  S.D. *p<0,05 y ***p<0,001: 
Valores estadísticamente diferentes comparados con la lipoperoxidación basal 
ensayada en ausencia del extracto de quínoa y Tritón X-100. 
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C.  Actividad GSH-transferásica (GST). Como se mencionó en la 

introducción, los cambios provocados por el extracto de episperma del grano de 

quínoa sobre la conformación de la membrana microsómica, pueden provocar 

alteraciones en la función de las proteínas insertas en ella, entre ellas, la GSH-

transferasa. 

C.1.  Actividad GST en presencia del extracto de quínoa. Como se observa 

en la Figura 7 el extracto de episperma del grano de quínoa, en el rango de 

concentración (1 a 100µL/0,2 mg de proteína microsómica), inhibió la actividad 

GSH-transferásica microsómica, de una forma concentración - respuesta. El 

análisis de regresión de la curva obtenida dio un valor de EC50 igual a 6,5µL y 

un valor de r = 0,9911. 

C.2. Efecto de Tritón X-100 sobre la actividad GSH transferásica 

microsómica. Como se mencionó en la Introducción, se ha descrito la 

presencia de saponinas en el episperma del grano de la quínoa. Estos 

compuestos serían los responsables de la actividad surfactante de este 

extracto. Es por ello, que como una forma de corroborar este efecto, se utilizó 

Tritón X-100 como surfactante para comparar el efecto del extracto sobre la 

actividad GSH-transferásica. Contrariamente al efecto desarrollado por el 

extracto,  Tritón X-100 activó la GSH-transferasa de una forma concentración-

respuesta, alcanzándose un máximo de 2 veces la actividad control a la 

concentración 0,3% de este detergente. La incubación de los microsomas (0,2 
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mg de proteína microsómica/mL) con mayores concentraciones de Tritón X-100 

sin embargo, disminuyó progresivamente esta activación; por ejemplo, la 

activación de la GSH-transferasa provocada por 0,5%V/V de Tritón X-100 fue 

aproximadamente de sólo 1,7 veces (Figura 8). 
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Figura 7. Efecto del extracto de quínoa sobre la actividad GSH-
transferásica microsómica. [Microsomas]: 0,2mg de proteína/mL; GSH 4mM; DNB 

1mM. Los porcentajes de actividad residual se calcularon considerando como 100% la 
actividad control, medida en ausencia del extracto. Los valores corresponden al 

promedio de 4 determinaciones independientes  S.D.  
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Figura 8. Efecto de Tritón X-100 sobre la actividad GSH-transferásica 
microsómica. Los microsomas (0,2mg de proteína/mL) fueron incubados con las 

distintas concentraciones de Tritón X-100 durante 5min a 25 ºC antes de determinar la 
actividad GSH-transferásica de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los valores 

corresponden al promedio de 4 determinaciones independientes  S.D.  

 

C.3. Efecto de la mezcla de extracto de quínoa y Tritón X-100 sobre la 

actividad GSH-transferásica. La incubación de los microsomas con el extracto 

de quínoa (5µL) inhibió aproximadamente 40% la actividad GSH-transferásica. 

Tritón X-100 (0,15%) sin embargo, activó en un 30% esta actividad enzimática. 

La incubación de los microsomas con la mezcla de extracto de quínoa y Tritón 

X-100 produjo una inhibición de la actividad GSH-transferásica igual al 10%, 

indicando que ambos efectos (inhibidor del extracto y activador del Tritón X-

100) fueron aditivos (Figura 9).  
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Figura 9. Efecto aditivo de Tritón 0,15% y extracto de quínoa sobre la 
actividad GSH-transferásica. Los microsomas (0,2mg de proteína/mL) fueron 

incubados en presencia de 5ul del extracto de quínoa y/o Tritón 0,15% durante 5min a 
25ºC antes de determinar la actividad GSH-transferásica de acuerdo a lo descrito en 
Métodos. Se consideró como 100% la actividad control en ausencia del extracto de 
quínoa y Tritón X-100 0,15%. Los valores corresponden al promedio de 4 

determinaciones independientes  S.D. *p<0,01: Vlores estadísticamente diferentes 
comparados con aquelos de la actividad GSH-transferásica medida en ausencia del 
extracto de quínoa y Tritón X-100. 
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C.4. Constantes cinéticas de la GSH-transferasa microsómica. Todos los 

agentes estudiados disminuyeron la Vmáx de la GSH-transferasa para conjugar 

1-Cl-2,4-DNB con GSH: el extracto de quínoa (5µL), 35%; el extracto de quínoa 

(5µL) más Tritón X-100 (0,15%V/V) y DTT 4mM, aproximadamente 20%; la 

única excepción fue Tritón X-100 (0,15%V/V) que aumentó este parámetro 

cinético aproximadamente en un 40%. Por otra parte, la Km para GSH fue 

modificada por todos los agentes ensayados, pero en distinta extensión. Así, el 

extracto de quínoa (5µL/0,2mg de proteína microsómica) la aumentó 

aproximadamente un 30%, Tritón X-100 (0,15%) la disminuyó en un 17%; el 

extracto de quínoa (5µL) más Tritón X-100 (0,15%) la aumentó 

aproximadamente 2,5 veces y DTT 4mM la aumentó aproximadamente 30%. La 

Km para 1-Cl-2,4-DNB sin embargo, no fue significativamente modificada por 

ninguna de los agentes ensayados (p<0,05).  

 

 

 

 

 

 



                                                                   

  

27 

CONSTANTES CINÉTICAS: Km y Vmáx.  

Condiciones 
Km 

(mM) 

Vmáx 

nmoles de conjugado/min/mg 

de proteína microsómica 

Control   

GSH 0,46  0,004 67,8 

1-Cl-2,4-DNB 0,11  0,005 65,4 

+ Extracto quínoa (5µL)   

GSH 0,89 ± 0,009 * 43,9 

1-Cl-2,4-DNB 0,11 0,003 44,4 

+Tritón X-100 

(0,15%) 
  

GSH 0,38 ± 0,004 * 96,5 

1-Cl-2,4-DNB 0,12 ± 0,009 91,6 

+ Extracto quínoa (5µL) y 

Tritón X-100 (0,15%) 
  

GSH 1,12 ± 0,011 * 52,2 

1-Cl-2,4-DNB 0,12 ± 0,006 53,5 

+ DTT (4 mM)   

GSH 0,59 ± 0,004 * 54,9 

1-Cl-2,4-DNB 0,13 ± 0,009 50,1 

 

Tabla 1. Constantes cinéticas de la GSH-transferasa microsómica. Los 

microsomas (0,2mg de proteína/mL) fueron incubados a 25 ºC con 5µL del extracto de 
quínoa y/o Tritón 0,15% por 5min y con DTT 4mM, 20min, antes de determinar la 
actividad enzimática. Los valores de Km y Vmáx fueron obtenidos de los gráficos de 
Lineweaver-Burk. Cada valor representa el promedio de al menos 4 experimentos 
independientes ± S.D. *p<0,05 comparado con la Km control para GSH. 
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C.5.  Efecto del extracto sobre la activación de la GSH-transferasa 

inducida por H2O2. En nuestras condiciones de ensayo, el H2O2 activó la GSH-

transferasa aproximadamente en un 30%; el extracto de quínoa (5µL) en 

cambio, inhibió la actividad de esta enzima en un 45%. Al incubar los 

microsomas con el extracto, antes y después de adicionar H2O2 (protección y 

reversión, respectivamente), para luego determinar la actividad GSH-

transferásica, no se observaron diferencias significativas respecto de la 

actividad residual medida en presencia del extracto sólo (45% de inhibición), 

p>0,05. 
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Figura 10. Efecto del extracto de quínoa sobre la activación de la GSH-
transferasa provocada por H2O2. Los microsomas (0,2mg de proteína/mL) fueron 

incubados H2O2 0,1mM durante 30min a 37ºC antes de determinar la actividad 
enzimática de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los ensayos con el extracto fueron 
realizados incubando las mezclas durante 5min con 5µL del extracto de quínoa durante 
5min a 25ºC, antes o después del tratamiento con H2O2. Cada valor representa el 
promedio de al menos 4 experimentos independientes ± S.D. * p<0,001: Valores 
estadísticamente diferentes al valor de la actividad GSH-transferásica control ensayada 
en ausencia de extracto de quínoa y H2O2. 
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IV. DISCUSIÓN 

Dado que no existen antecedentes acerca de la presencia en el episperma del 

grano de quínoa, en este trabajo se evaluó la presencia de principios 

antioxidantes y la capacidad antioxidante de un extracto de episperma del grano 

de la quínoa. Sin embargo, los extractos de episperma de quínoa han sido 

caracterizados por la presencia de saponinas (monodesmósidos y 

bidesmósidos) [6]. Es por ello que en este trabajo se evaluó no sólo su actividad 

antioxidante sino también, su actividad surfactante.  

Para probar la capacidad antioxidante del extracto, utilizamos una preparación 

enriquecida en retículo endoplásmico hepático de ratas (microsomas), organelo 

subcelular donde ocurre mayoritariamente la biotransformación de fármacos. 

Como agente oxidante, se utilizó Cu2+/ascorbato, sistema generador de 

radicales libres del oxígeno. El extracto previno la oxidación de los lípidos y de 

los tioles microsómicos (figuras 1 y 2), confirmando así la hipótesis de nuestro 

trabajo que afirma que el extracto ensayado posee actividad antioxidante. Más 

aún, ambos fenómenos podrían deberse a la presencia de polifenoles, 

compuestos de reconocida actividad antioxidante [24], ya que se determinó la 

presencia de polifenoles totales en el extracto. Es interesante destacar que 

además de la presencia de polifenoles, este extracto contiene compuestos 

tiólicos medidos por el método del DTNB descrito en Métodos (1,94  

0,10µmoles/mL de extracto; datos no mostrados anteriormente). Los 

compuestos tiólicos también actúan como antioxidantes y probablemente 
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asemejarían mejor la actividad redox de los compuestos tiólicos presentes en la 

célula animal, como por ejemplo GSH, cisteína y tioles proteicos.  Antioxidantes 

biológicos se define como sustancias que a concentraciones relativamente 

bajas son capaces de competir con sustratos oxidables y disminuir o inhibir 

significativamente la oxidación de estos sustratos. Esta definición incluye las 

enzimas superóxido dismutasa (SOD), GSH-peroxidasa (GPx) y catalasa, 

también como compuestos no enzimáticos tales como α-tocoferol, β-caroteno, 

ascorbato (Vitamina C) y GSH [25-26]. Estos agentes antioxidantes pueden 

sufrir reciclaje redox en la célula, lo cual incide en su eficiencia como 

antioxidantes de moléculas biológicas [27-28]. Los fenoles en cambio, al actuar 

como antioxidantes se convierten en quinonas, proceso que a nivel celular  no 

es reversible. Más aún, existen diversos estudios que muestran que la toxicidad 

de algunos flavonoides se debe precisamente a la acción de quinonas, 

metabolitos intermediarios electrofílicos que pueden unirse covalentemente a  

macromoléculas como el DNA [29].  

Por otra parte, el EC50 de la actividad antilipoperoxidante del extracto de quínoa 

fue mayor  que el EC50 obtenido al estudiar la prevención de la oxidación de 

tioles microsómicos (figuras 1 y 2). Esto sugiere que la actividad antioxidante 

del extracto sobre los componentes de la membrana microsómica, favorecería 

la protección de los tioles de dicha membrana. Más aún, residuos de cisteína 

están involucrados en la función biológica de numerosas proteínas [30] y este 

extracto podría proteger su actividad biológica de la oxidación a través de las 
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EROs. A modo de ejemplo, datos del laboratorio muestran que un extracto 

hidroalcohólico de matico, presentan un EC50 para prevenir la oxidación de 

lípidos menor que para prevenir la oxidación de los tioles microsómicos [31], y 

este extracto no contiene compuestos tiólicos detectables por el método del 

DTNB que fue el utilizado en este trabajo.  

Para evaluar la actividad surfactante del extracto de quínoa, se probó la 

capacidad del extracto de liberar la hemoglobina desde una suspensión de 

eritrocito, y se comparó dicho efecto con el efecto provocado por el detergente 

Tritón X-100. El extracto de quínoa produjo la liberación de hemoglobina desde 

una suspensión de eritrocitos de un modo concentración-respuesta similar al 

efecto de Tritón X-100 utilizado como control positivo (figura 3). Asimismo, el 

extracto de quínoa aumentó la lipoperoxidación basal, de forma similar al 

aumento producido por Tritón X-100 (figura 4 y 5). Sin embargo, volúmenes 

mayores a 15µL del extracto produjeron una disminución de la lipoperoxidación 

basal. Probablemente, en las condiciones ensayadas a concentraciones 

mayores a 15µL del extracto/mg de proteína microsómica, el efecto antioxidante 

de este extracto prevalece por sobre su efecto surfactante. Cabe señalar que el 

EC50 de la actividad antioxidante del extracto de quínoa respecto de la 

lipoperoxidación inducida por Cu2+/ascorbato fue 16,9µL/mg de proteína 

microsómica (figura 1), lo cual apoya este postulado. Más aún,  el aumento de 

la lipoperoxidación basal provocado por el extracto de quínoa (5µL) y por Tritón 

X-100 0,15%V/V sobre la lipoperoxidación basal, fue anulado totalmente al 
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incubar los microsomas con la mezcla del extracto y dicho detergente (figura 6), 

sugiriendo nuevamente que en la mezcla el efecto antioxidante del extracto 

prevalece sobre la actividad surfactante.  

Como se mencionó en la Introducción, agentes que modifican las propiedades 

físico-químicas de las membranas biológicas alteran también la función de las 

proteínas insertas en ellas [16]. La GSH-transferasa microsómica estudiada, es 

una enzima cuya forma activa es el dímero -S-S- [17], por lo tanto, agentes 

reductores como también agentes físicos que alteren la conformación de la 

membrana microsómica, podrían provocar cambios en la actividad enzimática 

de la GSH-transferasa. El extracto de quínoa inhibió la actividad GSH-

transferásica, sin embargo, Tritón X-100 la activó (figuras 7 y 8), indicando con 

ello, que los mecanismos involucrados en los cambios de esta actividad 

enzimática observados, son diferentes. Más aún la incubación de los 

microsomas con la mezcla compuesta por 5µL de extracto que inhibió la enzima 

(~ 40%) y Tritón X-100 0,15%V/V que activó la enzima (~ 30%), produjo una 

inhibición del 10% de la actividad enzimática (figura 9). Estos resultados 

muestran que los efectos  inhibitorio y activador sobre la actividad GSH-

transferasa fueron aditivos (inhibición 40% + activación 30% =  10% de 

inhibición respecto de la actividad control). Este resultado  parece indicar 

además que la  concentración del extracto utilizada (5µL/0,2 mg de proteína  

microsómica), estaría expresando preferente su poder reductor sobre la GSH- 

transferasa y no su efecto surfactante.  
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Los cambios observados en la actividad GSH-transferásica se reflejaron en 

cambios en los valores de Vmáx y en la Km para GSH; sin embargo, ninguno 

de ellos modificó la Km para el sustrato 1-Cl-2,4-DNB (Tabla 1). Cabe señalar 

que el único modificador que aumentó la Vmáx de la enzima control fue Tritón 

X-100 (0,15%V/V); el extracto, la mezcla del extracto (5µL) más Tritón X-100 

(0,15%V/V) y DTT 4mM, disminuyeron la Vmáx. Asimismo, el extracto de 

quínoa (5µL) solo y en mezcla con Tritón X-100 (0,15%V/V) aumentaron la Km 

para el GSH 1,3 y 2,5 veces, respectivamente; Tritón X-100 en cambio que 

activó la enzima, disminuyó la Km para el GSH en un 17% respecto del valor 

control. Probablemente, el efecto inhibitorio del extracto sobre la actividad de la 

GSH-transferasa observado fue provocado por los principios reductores 

presentes en él, los cuales involucran polifenoles y compuestos tiólicos; estos 

compuestos podrían tener un rol como disociadores del dímero catalíticamente 

activo, disminuyendo así esta actividad enzimática. Como una forma de 

corroborar este postulado, se evaluó el efecto reductor del extracto sobre la 

activación de la GSH-transferasa microsómica provocada por H2O2, peróxido 

que favorece la formación del dímero catalíticamente activo de esta enzima 

[16]. En nuestras condiciones de ensayo, el H2O2 activó la GSH-transferasa 

aproximadamente en un 30%; el extracto de quínoa (5µL) en cambio, inhibió 

esta actividad enzimática en un 45%. La incubación de los microsomas con el 

extracto antes y después de adicionar H2O2, previno y revirtió la activación de la 

GSH-transferasa provocada por H2O2. Estos resultados apoyan nuestro 
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postulado, indicando que el poder reductor de tioles del extracto de quínoa sería 

el  principal responsable de la inhibición de la actividad GSH-transferásica 

microsómica observada. 

Cabe hacer notar que estos son los primeros antecedentes acerca de la 

actividad antioxidante de un extracto de episperma del grano de quínoa. Es 

relevante, la presencia no sólo de polifenoles, sino además, de compuestos 

tiólicos en este extracto. Dado que la presencia de compuestos tiólicos 

antioxidantes en extractos herbales es poco habitual, abre un nuevo campo de 

investigación enfocado a la acción como antioxidante biológico de estos 

compuestos.     
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