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GLOSARIO DE TERMINOS

Capacidad germinativa

Un término general que puede referirse a la pureza, capacidad germinativa o vigor de un

lote de semillas.
Cotiledon

Hojas modificadas del embridon o plantula, las cuales pueden contener las reservas de los
alimentos almacenados de la semilla. Ellas estan formadas en el primer nudo o en el

extremo superior del hipocotilo.

Embrién

Planta rudimentaria contenida dentro de la semilla.
Endospermo

Tejido que almacena los nutrientes triploides y que cubre al embrién en semillas de

angiospermas.
Escarificacion

Rotura de la envoltura de la semilla, generalmente debido a raspaduras mecéanicas o a
breves tratamientos quimicos en acidos concentrados, para aumentar su permeabilidad al

agua y a los gases o para reducir su resistencia mecénica.
Imbibicién

Mecanismo de absorcion inicial de agua por las semillas el ascenso del fluido por un

sistema coloidal.

Inhibicién

Una restriccion o represién de una funcion de la semilla.
Latencia

Un estado fisiolégico en el cual una semilla predispuesta a germinar y no lo hace, aun en

presencia de condiciones ambientales favorables.
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Madurez fisiolégica

Un término general para la etapa en el ciclo de vida de una semilla cuando el desarrollo de
completa y los componentes bioquimicos necesarios para que todos los procesos

fisiol6gicos estan activos o listos para ser activados.
Plamula

Brote primario del embrién de una planta situado en el 4pice del hipocotilo. Porcion del eje
de la plantula sobre los cotiledones que consiste de hojas y un epicotilo, que se alarga para

formar el tallo primario.
Pre-tratamiento

Cualquier tipo de tratamiento aplicado a las semillas para romper la latencia y acelerar la

germinacion.

Radicula

Porcion del axis de un embrién del cual se desarrolla la raiz primaria.
Semilla

Un ovulo maduro que contiene un embrion y tejido nutritivo y esta envuelto en capas

protectoras de tejido (testa).
Testa

La capa o tejido externo de una semilla, generalmente dura o gruesa.
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Optimizacion de parametros para la obtencion de quinua
germinada (Chenopodium quinoa) de tres variedades: Blanca,
Pasankallay negra Collana

RESUMEN

La presente investigacion establece una metodologia a seguir para la optimizacién de
parametros en germinacion de quinua de tres variedades: Blanca de Juli, Pasankalla y
Negra Collana. Primero, se calculdé la cantidad de agua (Q agua) Necesaria para la
adaptacion de las semillas. Obteniendo para la Blanca de Juli 6.83 + 0.015 ml/ 3 g.,
Pasankalla 7.38 + 0.035 ml/ 3 g. y Negra Collana 9.57 + 0.005 ml/3 g. Segundo, se
determiné el tiempo éptimo de remojo (Tremojo) Y % humedad adquirida (Had), mediante el
ajuste de un modelo lineal simple. Obteniendo para la Blanca de Juli 112 minutos, 119
minutos Pasankalla y 109 Negra Collana para que la variedad alcance el 45% de Had.
Tercero, para la optimizacion del proceso de germinacién se aplicé un disefio Box-Behnken
con cuatro variables independientes (k=4): variedad (se usoé la densidad para diferenciacion
de las tres variedades), tratamiento pre-germinativo, tiempo y temperatura. La variedad
Blanca de Juli presenté los mejores parametros de germinacion, azucares reductores (ARS)
18.7598 mg/ml, densidad de 0.4903, tratamiento de agua oxigenada (pH=1.523) como
estimulante quimico y un tiempo de 24.02 horas a 23.3401°C. El porcentaje de germinacion
se maximizo hasta 72.1572% con agua oxigenada, por 48 horas a 25.04°C. El mayor indice
de germinacion fue 30.232, con agua oxigenada por 48 horas a 25°C. La velocidad de
germinaciéon optimizada fue 0.5267 con agua oxigenada, 24 horas a 25°C. Finalmente, se
realizé un analisis fisicoquimico: humedad, cenizas, proteinas, grasas, carbohidratos,
calcio, hierro y fésforo a las tres variedades en pre y post germinacion en base seca. Se
concluyé que la variedad blanca presenta mejores caracteristicas de germinacién que las
variedades de colores y el hierro tuvo un incremento significativo de 9.5% en Blanca de
Juli, 12.207% Negra Collana y 11.733% Pasankalla.

Palabras Clave: Germinacion, optimizacion, Box-Behnken, quinua
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Optimization of parameters for obtaining germinated quinoa
(Chenopodium quinoa) of three varieties: Blanca, Pasankalla and

negra Collana

ABSTRACT
This study develops a methodology for optimizing parameters for quinoa germination in
three varieties: Blanca de Juli, Pasankalla, and Negra Collana. First, the amount of water
and optimal soaking time required for adaptation to germinate the seeds were calculated.
The Blanca de Juli variety yielded 6.83+£0.015 ml, Pasankalla 7.38+0.035 ml, and Negra
Collana 9.57+0.005 ml. Second, the optimal soaking time was determined by adjusting a
simple linear model and an equation that described the mathematical relationship between
the time variable imbibition and the percentage moisture. The Box-Behnken design was
used with four independent variables (k = 4): variety (detailed as density), pretreatment,
time, ad temperature. Blanca of Juli variety presented the best germination parameters with
density 0.4903, hydrogen peroxide (pH = 1523), time of 24.02 hours and a temperature of
23.3401°C, and an optimized value of reductors sugars of 18.7598 mg/ml is obtained. When
the H,O, pretreatment is used in Blanca of Juli variety with 48 hours and 25.04°C, the
percentage of germination is maximized to 72.1572%. When the variety Blanca of Juli,
H20-, 48 hours, and a temperature of 25°C are used, the optimality index is 30,232. Finally,
when the Blanca of Juli variety, H>O5, is grown for 24 hours at 25°C, the germination rate is
optimized to 0.5267. Finally, a physicochemical analysis of moisture, ash, protein, fat,
carbohydrates, calcium, iron, and phosphorus in pre- and post-germinating seeds was

performed, concluding that germination influences nutrient content significantly (p< 0.05).

Keywords: Germination, optimization, Box- Behnken, quinoa

XV



1. Introduccién

Los niveles de desnutricion crénica infantil (DCI) en el Pert se han reducido en un 19 % en
los ultimos 20 afios, pero queda una brecha que superar para el 2016, la de disminuir el DCI
a un 10%. (Ministerio de Desarrollo e inclusion Social [MIDIS] 2013). El tema de la
desnutricion es un comun denominador en varios paises, por lo cual, se esta incrementando
el consumo de cultivos, como la cafiihua, kiwicha, tarwi, soya y la quinua, todos estos con
potencial de producir alimentos altamente nutritivos, sin embargo, la quinua se destaca por

presentar un alto valor bioldgico y su adaptabilidad de ambiente. [FAO, 2011]

La quinua sigue siendo una excelente alternativa para elevar la seguridad alimentaria,
especificamente en aquellas regiones donde el acceso a alimentos de fuentes de proteinas
es limitado (FAO, 2011). Este pseudo-cereal andino posee un excelente perfil de Aminoacidos
(Proteinas completas) que puede variar entre un 8 a 22% (Jancurova et al., 2009), un valor
de PDCAAS (Escore quimico de aminoacidos corregido por la digestibilidad proteica) de 1.07,
un PER (eficiencia proteica) de 2.7 (Tapia, 2014) y 2.87 para el caso de quinua Real (Freire
et al., 2008), ademas cuenta con minerales (Ca, Mg, Fe y Zn), vitaminas, polifenoles,
fitoesteroles y flavonoides (Abugoch, 2009). La germinacion de semillas de este pseudo-
cereal andino, se propone como una tecnoldgica efectiva y barata para incrementar la calidad
nutricional a través de modificaciones bioquimicas y estructurales propias de las plantas, todo
relacionado en el incremente de aminoacidos esenciales y la digestibilidad (Diaz et al., 2007).
Existen ya indicios de que la germinacion de semillas de quinua genera cambios en la
asimilacion de estas, Chaparro et al. (2009) encontraron que la digestibilidad in vitro en la
proteina de la quinua puede variar de 80.23% a 85.99%, ademas, Barron et al. (2009) pone
en manifiesto que el porcentaje de saponinas de germinados en comparacion a semillas en
estado seco, en Huazontle (Chenopodium nuttalliae) paso de 5280.57 mg/100 gr a una
cantidad de 2.873.23 mg/100 gr peso seco. Estudios realizados por Chaparro et al. (2010)
aseguran que, en granos germinados de quinua se incrementaron los porcentajes de calcio
disponible, a partir del segundo dia de germinacion. La germinacion generd un incremento
porcentual, en el contenido de calcio de 24.75%. Por tal motivo, los germinados de quinua,
bien pueden contribuir con una dieta rica en nutrimentos (vitaminas, minerales, proteinas,
carbohidratos, acidos grasos y enzimas) (Barron et al., 2009; Park y Morita, 2005). Finalmente,
el objetivo de esta investigacion es justificado en la masificacion del consumo de este cultivo,
beneficiandose ademas aquellas zonas que centralizan su economia en la produccién de

quinua.

16



1.1 Objetivos
1.1.1. Objetivo General

Optimizar parametros para germinacion de tres variedades de quinua: Blanca, Pasankalla y
Negra Collana.

1.1.2. Objetivo especifico

e Obtener la cantidad de agua (Q agua) Y tiempo de remojo (T remojo) para

cada variedad.

e Determinar parametros 6ptimos para la germinacién basados en la
respuesta al contenido de azucares reductores (mg/ml), porcentaje, indice

y velocidad de germinacion.

e Caracterizar la composiciéon quimica de las semillas de quinua

(Chenopodium quinoa) antes y después de la germinacién
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2. Marco tedrico

2.1. Base Teorica

2.1.1. Fase de latencia en semillas

El estado de dormicion, latencia o letargo es definido como la incapacidad de una
semilla intacta y viable, de germinar bajo condiciones de temperatura, humedad y
concentracion de gases (CO2 y O) que serian adecuados para la germinacién. (Varela y
Arana, 2011, p. 3). Durante la germinacién de la semilla, el embrién secreta Giberelina (GA)
a la capa de aleurona donde induce la expresion de genes que codifican para enzimas
hidroliticas. La expresion de estos genes es bloqueada por el acido absicico (ABA) durante el
desarrollo de la semilla, el periodo de dormancia y bajo condiciones desfavorables para la

germinacion. (Mendoza, 2005)

Asi, una cubierta seminal relativamente impermeable a la humedad impide la
germinacion durante las lluvias aisladas que se producen en medio de una larga estacion
seca, pero la permite durante una estacion de lluvias sostenidas. En la zona templada fresca,
el tipo de latencia embrionaria que puede eliminarse so6lo mediante la exposicibn a
temperaturas bajas facilita la germinacion ulterior en primavera, pero la impide en otofio,
cuando el germen resultante tendria pocas posibilidades de sobrevivir al invierno (Willan,
1991).

2.1.2. Relaciones hidricas en plantas

La difusion es el movimiento de moléculas a lo largo de un gradiente de concentracion,
debido a la agitacion térmica aleatoria. Es el movimiento de moléculas de zonas de mayor
concentracion a zonas de menor concentracion, hasta que se alcanza la condicién de
equilibrio, se puede definir también como el movimiento neto de moléculas de regiones de alta

energia libre hacia regiones de energia libre baja (Hernandez, 2007).
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2.2. Marco conceptual

2.2.1. Quinua (Chenopodium quinoa)

La quinua es un cultivo sobre todo utilizado por siglos por las poblaciones
campesinas indigenas en Colombia, Ecuador Pera, Bolivia y Chile, por diferentes grupos
nativos como los quechuas y Aymaras en PerQ y Bolivia y por las poblaciones Mapuches en
Chile. Es gracias a ellos y sus plantaciones que han conservado el material genético de este
grano y otras especies, con las caracteristicas propias de lo que se podria llamar un
adecuado sistema de conservacion in situ (Tapia, 2014). La estructura basica de la semillas
de quinua consta de tres componentes cada uno tiene un origen y funciones especificas
(Figura 1) (Sanchez, 2013).

2.2.1.1. Tegumento o cascara. Es la estructura externa que delimita la semilla y se
encarga de mantener unidas las partes internas de la misma, protegiéndola contra choques y
fricciones, mantiene una barrera al ingreso de microorganismos, regula la rehidratacion,
regula la velocidad de intercambio de oxigeno y gas carbdénico con el medio ambiente (Tapia
et al., 1979).

2.2.1.2. Embrién. Denominado también eje embrionario, es una planta en miniatura y
parte vital de la semilla, porque cumple la funcién reproductiva, siendo capaz de originar
divisiones celulares e iniciar el crecimiento en dos direcciones, para las raices y para el tallo
(Sanchez, 2013).

2.2.1.3. Perisperma o tejido de reserva. Es la parte méas voluminosa de la semilla,
constituye la reserva principal de las sustancias nutritivas; cumple la funcién de
almacenamiento y abastecimiento de compuestos organicos en formas simples, para ser
usados por el eje embrionario, para la elaboracion de nuevas paredes celulares, citoplasma y
nacleos, desde el inicio de la germinacion hasta que la planta sea capaz de realizar los
procesos de fotosintesis y de absorber los nutrientes del suelo por las rices (Prego et al.,
1998).
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Figura 1

Seccion longitudinal media del grano de quinua
(Chenopodium quinoa Willd.).

Fuente: Prego et al. (1998)

2.2.2. Principales variedades de quinua
En el pais se posee variedades comerciales de quinua (Figura 2), y estos se
encuentran distribuidos alrededor del pais, ya que cada variedad presenta requerimientos muy

diferenciados para su adecuada produccion (Tabla 1).

Se pueden mencionar algunos tipos mayores: Quinuas del valle seco (estas quinuas
son de gran tamafio y tienen un largo periodo de crecimiento) y de valles himedos (Cajamarca
el Perl y valles de Ecuador y Colombia) estas presentan diferencias entre aquellas que se
desarrollan en valles interandinos con riego y aquellas que se cultivan en condiciones mas
agrestes; Quinuas del Altiplano (Blancas alrededor del Lago Titicaca y las de colores en la
zona Suni)(Tapia et al.,, 1979); Quinuas de terrenos salinos o salares (poseen semillas
amargas con un alto contenido proteico); Quinuas del nivel del mar (son semillas amargas y
de color amarillo. Estas quinuas estdn mas adaptadas a climas humedos y con temperaturas
mas regulares, sobre todo en latitudes més alld de los 30° LS. Las variedades Baer, Litu, y
Pichaman pertenecen a este grupo.)
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Figura 2

Variabilidad genética respecto al color del grano en quinua

Fuente: Canahua y Mujica. (2014)

Por ultimo, pero no menos importante, el ecotipo Quinuas de yungas se encuentra en
los valles intermedios de Bolivia. Las plantas de este grupo tienen un tono verde oscuro y
cuando se desarrollan, se vuelven naranjas. También tienen semillas pequefias blancas o
amarillas. Gracias a su adaptacion a climas subtropicales, pueden adaptarse a niveles mas

altos de precipitacion y calor.

Algunos ecotipos pueden tolerar hasta -8 °C. La quinua crece desde el nivel del mar
hasta los 4.000 metros sobre el nivel del mar. El primero tiene un periodo vegetativo corto con
rendimientos altos (4.000 kg/ha), mientras que el segundo tiene un periodo vegetativo largo.
Para las especies como la Blanca de Junin, la altitud ideal es de 2.800 a 3.500 metros sobre
el nivel del mar (Agrobanco, 2012).

En la Tabla 1 se observa las principales variedades cultivadas en nuestro en el
Peru, ademas se muestra el valor nutricional para variedad, como el rendimiento promedio. La
importancia de la quinua reside en la alta calidad como alimento, la utilizacion completa de la

planta y su amplia adaptacion a condiciones agroecolégicas.
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Tabla 1

Variedades comerciales de quinua en el Pera

Caracteristicas del grano

Caracteristicas bromatologicas

_ Rendimiento 2 SE = @ o g S = g

Variedad promedio Color del S35 £2&E s &5 S o T & €5

) o LS X ®© © @ O X

(T/Ha) epispermo 82 g2 ETS g% 5 & a z g
o g :rﬁﬁ g T a i 8 ) w n
Inia 431 - Altiplano 3.00 Crema Blanco 2.2 8.44 16.19 184 2 5.2 66.33 0.03
Inia 427 - Amarilla Sacaca 3.50 Amarillo Blanco 2.1 9.52 1458 256 2 8.65 68.4 7.00
Inia 420 - Negra Collana ND Negro brilloso Blanco 1.6 988 1762 2.1 213 54 62.33 0.00
Inia 415 —Pasankalla 3.54 Vino oscuro  Blanco 2.1 9.62 17.83 3 2.83 6.29 60.43 0.00
lllpa Inia 3.00 Blanco Blanco 2.2 8.42 16.14 1.66 1.99 4.88 66.91 0.02
Amarilla Marangani 3.50 Blanco Blanco 2.00 8.72 13.85 2.56 2 9.78 68.4 7.00
Blanca de Juli 1.50 - 2.00 Blanco Blanco 1.6 8.88 16.15 2.1 2.13 594 648 0.04
Kancolla 1.50 - 2.00 Blanco Blanco 1.8 8.12 16.11 2.09 2.04 5.84 71.64 0.35
Blanca de Junin 2.5 Blanco Blanco 2.2 ND ND ND ND ND ND 3.00
Hualhuas 3.2 Blanco Blanco 2.1 ND ND ND ND ND ND 3.00
Quillahuaman 3.5 Blanco Blanco 2 9.52 13.58 2.56 2 6.45 68.4 3.00

Nota. ND: No determinado. 2 ELN: Extracto libre de nitrégeno. Fuente: Apaza et al. (2013)
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Los granos de quinua estan considerados como el alimento mas completo para la
nutricion humana basada en proteinas de la mejor calidad en el reino vegetal (Tabla 2), &cidos
grasos como omega 3, 6,9, en forma equilibrada , vitaminas y minerales como el calcio y el
hierro (Mujica y Jacobsen, 2006). Gracias al valor nutritivo de la calidad de la proteina (indice
PER) y sabor agradable es por lo que se esta difundiendo su consumo a nivel de todo el
mundo (Tapia, 2014).

Tabla 2
Valor nutricional de la quinua comparado con otros alimentos

Porcentaje de

Especie . Valor PER?
proteinas
Trigo 10a 12 1.6
Avena 8al6 19
Sorgo 9a13 1.8
Quinua 10a16 2.7
Caseina - 2.5
Nota. 2 PER: Coeficiente de eficacia proteica. Fuente: Adaptacion
de Tapia (2014).

2.2.3. Aplicaciones tecnolégicas

La quinua para su aplicacion tecnolégica, debe de pasar por un proceso llamado de
saponificacién para quitar las saponinas que se hallan antes del consumo o aplicacién en
productos ya sea yogures, fideos, quesos, papilla, galletas, entre otros. Por su valor nutricional
las empresas estan tomado mayor importancia de este grano (Boletin del programa de

Investigacion estratégica en Bolivia [PIEB], 2010, p. 4).

Ademas la quinua generalmente se comercializa pulida, manual o tostada al igual que
se procesan varios elaborados semi-industrializados y productos finales a base del grano tales
como diferentes tipos de harina, que se utiliza para preparar pan y diversos articulos de
pasteleria (galletas), la quinua procesada de diferentes maneras a nivel de consumidor final,
se utiliza para preparar sopas, coladas, alimento para bebés, el insuflado y hojuelas como
ingredientes para la produccion de mueslis, granola o chocolates, leche, fideos, ademas el
grano se fermenta para la elaboracion de cerveza. La quinua por poseer una proteina que se
asemeja a la caseina de la leche y almidon puede producir un sustituto a la crema y grasa,
por tal motivo la industria ha lanzado al mercado un sustituto a la crema de carbohidratos a
base de almidén de quinua. Por tener bajo contenido de gluten, con la harina de quinua se
pueden preparar alimentos dietéticos altamente propicios para personas con problemas de

sobrepeso o enfermos convalecientes (Figueroa, 2006).
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2.2.4. Germinacion

Se llama germinacion al conjunto de procesos que se producen en la semilla desde
que el embriébn comienza a crecer hasta que se ha formado una pequefia planta que puede
vivir por si misma (Figura 3), independiente del alimento almacenado en la semilla (De La
Cuadra, 1993). Este proceso no es tan sencillo, ya que necesita de medios muy especificos,
es necesario por tanto que las semillas sean seleccionadas, estén frescas e hidratadas, a las
cuales se les hace un seguimiento diario de las condiciones de humedad, luminosidad y
temperatura, 6ptimas para su desarrollo y obtener de esta manera un producto con buen valor

nutricional y apto para el consumo humano (Chaparro et al., 2009).

Figura 3
Proceso de germinacion en cereales

Activacion del embrion.
Liberacion de giberelinas

Induccion de genes por las giberelinas en la capa
de aleurona.

o Produccion y liberacion de enzimas hidroliticos.

Accion de las enzimas sobre los materiales de
reserva del endospermo.

e Liberacion de nutrientes (monémeros)

4 | o Absorciéon de nutrientes por el embrién.
| Giberelinas T {
4 o) 8 coedon

Coleoptilo
Apice caulinar Embrién

Eje hipocaétilo/
radicula

Apice radical

Fuente: Universidad Politécnica de Valencia (UPV) (2010)

2.2.5. Fases de la germinacion

El proceso mismo de la germinacion se da en tres fases muy bien distinguidas (Figura
4), en las cuales se retoma la actividad biologica por parte de la semilla (Diaz y Camacho,
2010). La duracion de cada fase va depender de las caracteristicas de la semilla (tamafio,
contenido de sustratos hidratables, permeabilidad de la cubierta seminal, toma de oxigeno,
etc.) (UPV, 2010).

2.2.5.1. Fase |: Absorcion de agua. Las moléculas de agua se adhieren debido a

la atraccion de los dipolos, como resultado de esto se pueden adherir a superficies cargadas
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positiva 0 negativamente. La mayoria de las sustancias organicas como la celulosa tienden a
desarrollar cargas cuando estan hidratadas y de este modo atraen las moléculas de agua. La
adhesion de las moléculas de agua es responsable de la imbibicion o hidratacién. Las semillas

hidratadas pueden aumentar varias veces su volumen, gracias a la imbibicién (Hernandez,
2007).

Es el periodo durante el cual la semilla embebe agua, provocando el hinchamiento de
la misma y el aumento de su peso fresco (Figura 4 y Figura 5). Esta rapida absorcién de agua
va acompafiada de un aumento proporcional de la respiracién (Goyoaga, 2005). Este evento
es independiente de la viabilidad de la semilla, y la emergencia es el proceso por el cual el eje
embrionario en especies dicotiledéneas o radicula en monocotiledéneas crece, se extiende y
atraviesa las estructuras que lo rodean (Azcon y Talon, 2003).

Figura 4
Etapas de la germinacién que conducen a la emergencia de la radicula

FASE I FASE 11 FASE 111

B
Apsorcion Importantes procesos

Y apidia de agua metabalicos irreversibles

Inkciko de ba geerminacicn

T lamergencia de fa radiculal
Hidratacion de

anzimas

ABSORCION OF AGUA

W

imbloicican tase Ilag alargamiemnto TIEMPO
ce ila radicula

Fuente: Instituto Latinoamericano De Comunicacion Educativa [ILCE] (2011)

La cohesidn, adhesién y la tensién superficial dan como resultado el fenbmeno de
capilaridad, que consiste en el movimiento ascendente de agua en tubos de vidrio capilares.
Los elementos conductores del xilema forman capilares finos, que bajo ciertas condiciones
pueden mover agua en forma ascendente en un trozo de madera seca. Sin embargo, el agua
en elementos del xilema funcionales forma una columna continua desde la raiz a la hoja. El
movimiento de agua en el xilema difiere del movimiento de agua en tubos capilares. Las
paredes celulares de las plantas retienen aguas con una tension de 1,5 a 15 MPa (15 a 150
atm), lo que depende de la densidad de las fibrillas de celulosa (Hernandez, 2007). La
imbibicion se ve regulada por varios factores que inciden en la respuesta a la germinacion de
las semillas:
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Permeabilidad de la cubierta seminal.

El caso mas evidente es el de semillas cuyas cubiertas son totalmente impermeables al
agua, semillas duras de leguminosas, de algoddn, etc. Sin embargo, también se dan

ejemplos en que la penetracion de agua es restringida y no impedida (UPV, 2010).

Concentracion de sales en el agua.

En general, la imbibicidon es mas rapida cuando la semilla esta en contacto con agua
pura que cuando el agua contiene solutos. El principio que opera es el de presiéon de
difusion del agua. De aqui que las semillas absorben agua més lentamente en suelos
secos 0 salinos, no solo porque hay menos agua, sino que también es causa de una

menor presion de difusion del agua (Santana, 2015).

Figura 5

Cambios en el volumen de la semilla de Pisum sativum a medida que avanza
el tiempo de imbibicion

Fuente: Rolletschek et al. (2009)

Temperatura.

Cuando se calienta el agua que esta en contacto con la semilla, parte de la energia
suministrada se invierte en aumentar la difusién de agua, por lo tanto, aumenta la tasa
de absorcion de agua, dentro de ciertos limites. En algunos casos se ha demostrado
que el incremento de 10°C en la temperatura duplica la tasa de absorcion al inicio del

proceso de imbibicion (Marasssi, 2013).

Presiéon hidrostéatica.

Conforme el agua penetra en las semillas, ésta provoca un aumento de volumen (Figura
5) y presion en las membranas celulares. Igualmente, las membranas celulares oponen

resistencia de igual magnitud, la que resulta en un aumento de la presion de difusion del
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agua interna, aumentando su difusion hacia afuera y por lo tanto disminuyendo la tasa

de absorcion de la semilla (Rolletschek et al., 2009).

e. Areade semilla en contacto con agua.

Considerando otros factores constantes, la tasa de absorcion de agua es proporcional
a la magnitud del area de las semillas en contacto con el agua. En algunas clases de

semilla ciertas regiones son mas permeables que otras (Marasssi, 2013).

f. Fuerzas intermoleculares.

Son en general fuerzas de naturaleza eléctrica. Cualquier aumento en estas fuerzas
disminuye la presion de difusion del agua y por tanto la tasa de absorcién de las semillas.
El efecto de estas fuerzas es mas evidente en el suelo. Suelos de bajo contenido de
agua sujetan tenazmente la humedad mediante fuerzas intermoleculares (Santana,
2015).

g. Absorcion diferencial por érganos de la semilla.

Si bien las semillas estdn compuestas de diversos 6rganos: Cubierta seminal (testa,
pericarpio, etc.), tejidos nutritivos de reserva (cotiledones, endospermo, perisperma,
etc.) y eje embrionario (compuesto de radicula, plimula y estructuras asociadas). Estos
componentes absorben agua a diferentes velocidades y magnitudes. Se ha hallado que
en semillas de algodén, maiz y frijol la maxima hidratacion ocurre en las primeras 24
horas de imbibicion (Figura 6), y que: (a) la cubierta seminal funciona como érgano de
transporte de agua, con su curva caracteristica de absorcion; (b) el endospermo y los
cotiledones absorben agua lentamente; actllan como reserva rica de agua y no como
estructuras activas de absorcion; (c) el eje embrionario absorbe agua rapida y
continuamente (Méndez et al., 2008).
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Figura 6
Tasa de imbibicién por semillas de diferentes cultivos sometido a diferentes tiempos
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Fuente: Méndez et al. (2008).

2.2.5.2. Fase 2: Actividad Enziméatica. Esta fase se caracteriza por una disminucion
en la tasa de imbibicién de la primera fase y una actividad respiratoria mas reducida. Durante
esta fase ocurre la sintesis, a partir de las reservas disponibles, de nuevas estructuras y
compuestos necesarios para las fases siguientes del desarrollo. Ademas, esta etapa es
principalmente anabdlica y por lo tanto endergbénica, consumiendo la energia disponible
(Herrera et al., 2006).

Las gliberelinas (GAs) inducen la sintesis de enzimas hidroliticas (alfa amilasas, beta
glucanasas, proteasas, etc.). Dentro de sus estudios, el fisidlogo J.E. Varner demostré que, al
usar aminoacidos radioactivos e inhibidores de la sintesis de la RNA, que las GAs liberan un
operdn antes reprimido que se activa y la enzima a-amilasa se sintetiza. Esta enzima forma
parte activa en la degradacion del almidon, presente en semillas en estado de dormicién o

latencia, durante la germinacién (Bidwell, 1993).
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La gran mayoria de estas enzimas se sintetizan en la capa de aleurona y pasan a
través de las paredes celulares de la misma, al endospermo, actuando sobre el constituyente
de este. Para aumentar la sintesis de enzimas en la aleurona y su difusién al endospermo, se

afiade &cido Giberélico, en cantidades no mayor a 0.1 a 0.2 mg/Kg. (Primo, 1998, p. 127).

2.2.5.3. Fase 3: Engrandecimiento y divisiones celulares. Se sabe también que,
cuando una semilla germina, la primera estructura que emerge, de la mayoria de las especies,

después de la rehidratacién de los tejidos es la radicula (Goyoaga 2005).

Durante esta fase, la expansion de las células del embrion requiere de auxinas. El
suministro de las formas activas de esta hormona proviene de conjugados del AIA (Acido Indol
Acético) almacenados en las semillas seca, los cuales son hidrolizados por amidohidrolasas
cuya actividad esta regulada por las GAs (Figura 7). Una vez que el embrion ha iniciado su

crecimiento, este realiza la sintesis de nuevo de AlA en el apice (Herrera et al., 2006).

Figura 7

Influencia de la induccidn de la sintesis de giberelinas por parte
del embrién
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Fuente: Herrera et al. (2006)
2.2.6. Factores que afectan a la germinacién
2.2.6.1. Factores internos. Son todos aquellos factores que estan estrictamente

relacionados con la materia prima a germinar (semillas) y se explica como estas pueden influir

directa o indirectamente en el poder germinativo.
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a.

Tamano y color de la semilla
La variedad de tamafios y formas de las semillas varia grandemente. El tamafio
de la semilla es uno de los factores que pueden influenciar la germinacion y el vigor de
las plantulas. Siendo las semillas de tamafio mas grande, o las que tienen mayor
densidad, son las que se nutrieron mejor durante su desenvolvimiento y por ende
poseen embriones bien constituidos (reservas mas grandes y vigorosas) (Carvalho y
Nakagawa, 2000)

El color también es otro factor que puede influenciar en la capacidad
germinativa, por ejemplo, en Atriplex Inflata, donde las semillas claras no requieren
tratamientos pre germinativos, a diferencia de las oscuras (Tenorio et al., 2008). En la
Tabla 3, se presenta el efecto del tamafio en la germinacion de las semillas de pupunha
(Bactris gasipaes Kunth). De donde se concluye que no existe una diferencia
significativa entre el medio y el mayor tamafio de las semillas para la pupunha , sin
embargo , existe significancia entre el menor y mayor tamafio , esto puede estar
relacionado con la cantidad de reservas , siendo que en semillas mas grandes ocurre
la sintesis rapida de compuestos secundarios importantes para la germinacion , mayor
produccion de tejido fotosintético requerido en el crecimiento de las plantulas y mayor

capacidad de sobrevivencia en condiciones desfavorables (Da Silva et al., 2002).

Tabla 3

Porcentaje de germinacion e indice de velocidad de emergencia de semillas de
pupunha (Bactris gasipaes Kunth)

~ . Porcentaje de indice de velocidad de
Tamafio de la semilla L .
germinacion emergencia
Grande (>29 mm) 46 a 0.070 a
Media (22-29 mm) 43 a 0.065 a
Pequeia (<22 mm) 25Db 0.039b

Nota. Valores dados a los 85 dias después de la siembra. * Promedios seguidos por la misma letra,
dentro de cada columna, son iguales, segun la prueba de Tukey a una p<0.05 DMSH: Diferencia
minima significativa honesta. Fuente: Da Silva et al. (2002).

Madurez de la semilla

Aungue la semilla sea morfolégicamente madura, muchas de ellas pueden seguir siendo
incapaces de germinar por que necesitan experimentar aun una serie de
trasformaciones fisiol6gicas. Lo normal es que requieran la perdida de sustancias
inhibidoras de la germinacién o la acumulacién de sustancias promotoras. En general,
necesitan reajustes en el equilibrio hormonal de la semilla o sensibilidad de sus tejidos
(UPV, 2003).
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La madurez de las semillas también es importante al momento de germinar una semilla.
Algunas semillas ortodoxas pueden permanecer por mucho tiempo, inclusive
centenarios, almacenadas sin perder su capacidad germinativa. Sin embargo, semillas
recalcitrantes son susceptibles al paso del tiempo, por lo cual pueden entran en periodos
de latencia a las pocas horas. El porcentaje de germinacién se ve afectado de manera
directa por el tiempo de almacenamiento de las semillas en el cedro Maria, siendo los
primeros periodos donde se presentan altos niveles de germinacién (Figura 8) seguidos

de descensos significativos (Herrera et al., 2000).

Figura 8

Efecto del tiempo de almacenamiento sobre el porcentaje de germinacion
en cedro Maria
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Fuente: Herrera et al. (2000).

2.2.6.2. Factores externos. A continuacion, se describen algunos factores ambientales

gue afectan directamente en el poder germinativo del material biol6gico en estudio. Por lo

tanto, es aconsejable que estas condiciones sean monitoreadas en laboratorio, aunque en la

mayoria de los casos es opta por la germinacién en un vivero. Siendo los factores més

destacables: el porcentaje de humedad, la temperatura, la luminosidad y presencia de gases

en el medio.

a.

Humedad

La humedad es otro factor que posee interaccion en la capacidad germinativa de las
semillas, asi mismo en su posterior almacenamiento y conservacion (Carvalho y
Nakagawa, 2000). Cada tipo de semilla requiere de niveles de humedad diferenciados
(Tabla 4) todo dependiente del tipo de germinacion y porcentajes de esta a los cuales
se quiera llegar (Willan 1991).
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Tabla 4
Contenido de humedad de las semillas vs. Proceso

Contenido de humedad Proceso
Mas de 45-60% Empieza germinacion
Mas de 18-20 % La semilla puede calentarse
Més de 12-14% Posible desarrollo de hongos

Mas 8.9 0 Importante reduccién de la actividad de
as 8-9 %
insectos

Fuente: Willan (1991)

Temperatura

La temperatura es muchas veces el principal factor que controla la germinaciéon (Longo
et al., 1998). Es por tal motivo que es de suma importancia evaluar la temperatura
adecuada para cada tipo de semilla. La temperatura actia sobre las enzimas que
intervienen en el proceso de germinacion, afectando tanto la tasa como el porcentaje

final de germinacién (Faccini y Puricelli 2006).

Marques et al. (2008) analizaron la germinacion y almacenamiento de semillas de COCA
(Erythroxylum ligustrinum DC. - Erythroxylaceae) donde hallaron que el indice de
velocidad de germinacion para semillas de coca, hubo un aumento directamente
proporcional al incremento de temperatura (Figura 9), siendo, sus valores mayores entre

25y 30°C y los valores menores entre 15, 20 y 40°C.
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Figura 9

indice de velocidad de germinacion de semillas de Eyrthroxylum ligustrinum DC, en

diferentes temperaturas constantes
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Fuente: Marquez et al. (2008).

El factor de temperatura no siempre sera constante, algunas tipas de semillas requeriran de
intervalos de temperaturas determinadas, siempre y cuando estas estén por debajo de valores

apropiados para la especie y variedad (Tabla 5) (ILCE, 2011).

Tabla 5
Temperaturas de germinacion de diferentes semillas

Temperatura °C

Especie - - o
Minima  Optima Maxima
Zea Mays (Maiz) 8-10 32-35 40-44
Triticum Sativum (Trigo) 3-5 15-31 30-43
Avena Sativa (Avena) 3-5 25-31 30-40

Fuente: Instituto Latinoamericano de Comunicacion Educativa [ILCE] (2011)

c. Incidenciade luz
Gbdmez (2004) realiz6 pruebas en diomate (Astronium graveolens Jacq.) para estimar la
capacidad germinativa y el vigor de las semillas frente al sustrato y la presencia de luz,
asi mismo encontrd que, los mejores resultados se lograron con semillas sembradas en
tierra sola y a la libre exposiciéon, con 31% mas de germinacion, y los mas bajos se
obtuvieron en semillas sembradas en arena dejadas en oscuridad, aun cuando la
germinacion se inicié 7 dias antes y se completé igualmente mas rapido. Con esto se

aclara que, las indistintas variables germinativas se optimizan en presencia de luz.
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Figura 10

Interaccién entre los factores sustrato y condicion luminica sobre (a) la potencia
germinativa y (b) el vigor de las semillas de diomate.
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Fuente: Gomez (2004).

Las plantas son dotadas con sistemas de fitocromos los cuales son usados por las
especies pioneras que detectan la presencia de luz y son responsables por los procesos
de induccion de la germinacion de semillas. Estos procesos son mediados por la
deteccidn de proporciones entre luz roja/rojo distante (R/Rf) por el fitocromo B, que es
la forma de fitocromo pre-existente en semillas. Todas semillas tienen fitocromos y la
sensibilidad se debe a forma de fitocromo presente. Cuando las semillas presentan
fitocromo A, la germinacién es posible bajo ambas condiciones: luz y oscuridad, y
cuando las semillas presentan fitocromo B, la germinacion ocurre solamente en la
presencia de luz (Bidwell, 1993).

Gases presentes en el medio

El proceso de germinacion comienza con la absorcién de agua (imbibicién) y con el
restablecimiento parcial de la respiracién mitocondrial. Esto implica grandes cambios a
nivel genético, aumento en la transcripcion y la actividad enzimatica de las proteinas
asociadas con el ciclo TCA y la disposicion de la energia mitocondrial. (Rolletschek et
al., 2009). En estudios realizados por Rolletschek et al. (2009) con guisantes, donde se
monitoreo la cantidad de oxigeno interno, se presenté que los niveles de oxigeno
estuvieron en equilibrio con la atmosfera pre-imbibicién (250), sin embargo, a las 7 horas
se muestran descensos rapidos hasta alcanzar un estancamiento por anoxia (Figura
11).
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Figura 11

Monitoreo de cambios respiratorios durante la imbibicién de Pisum sativum L., var
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B0 ) N 300
Q Contenido de agua 2 .
2 an 250 Oxigeno Interno
[¢B] il -
-
:,5, °© ®oo 3F8 200 A !
8 40 1 °° o < 150 1
(=]
> . ﬁp 100 + Radicula e
& 50 4
01 : : : 04

140 10
s 2 00 | B8 o og8
p - 08 - 0o_o000pa" 0
(<5] WU T . . g o (o} o
c . ' 0
‘e 801 .y 067
SE o & Do
°cg ™ < 04
2 40 0 0 Ciclo de
2 04{ @ respiracion 0.2 Carga energetica
018 . | — 004 . : :
0 10 20 30

Horas de imbibicion
Fuente: Rolletschek et al. (2009).

La germinacién es un proceso gue requiere un consumo considerable de energia. En
las células vivas los principales procesos generadores de energia son la respiracion y
la fermentacion. Ambos procesos implican un intercambio de gases CO; y O; entre las
células y el ambiente, la germinacién estara, por lo tanto, afectada por la composicion
de la atmdsfera circundante. La mayoria de las semillas germinan sin problemas en
atmosferas con 21% de O, y 0,03% de CO.. Sin embargo, existen algunas semillas que
aumentan su porcentaje de germinacion al disminuir el contenido de O por debajo del
20% (Marasssi, 2013).

Por otra parte, se presentan especies vegetales que pueden germinar aun en
condiciones de anoxia o con bajas concentraciones de este gas. Una de las especies
mas estudiadas es Oryza sativa (Figura 12), porque es un claro ejemplo de las especies
gue pueden soportar la escasez 0 ausencia de oxigeno que se da en los terrenos

encharcados o sumergidos donde se suelen cultivar. Siendo las semillas con altos
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contenidos de carbohidratos, las que mejor se adaptan (poseen un metabolismo de alta
energia), frente a aquellas semillas que poseen lipidos en mayor cantidad. (Garcia et
al., 2012).

Figura 12

Comportamiento del tamafio del coledptilo de Oryza sativa
frente a concentraciones de oxigeno
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Fuente: Garcia et al. (2012).

e. Salinidad y estrés hidrico
La salinidad generalmente reduce la tasa de crecimiento, nimero de plantas y hasta
puede aumentar la esterilidad. Asi mismo la alta concentracion de sales en el agua
podria estar relacionada con el retraso de la germinaciéon, aunque todo depende la

variedad y tipo de semillas que se estén manejando (Santana, 2015).
2.2.7.Cambios fisiolégicos y bioquimicos durante la germinacién

2.2.7.1. Sintesis de carbohidratos. Durante la germinacién de las semillas las amilasas
desdoblan al almidén en azucares simples, por lo que la cantidad de estos aumenta. Luego
disminuye al ser consumidos por las partes vivas del grano, siendo estos cambios

dependientes del proceso de germinacion. (Alvarez, 2012).

La degradacion de almidén por la amilasa parece ser el sistema mas comunmente
usado por las semillas para movilizar sus reservas; las hojas y las estructuras almacenadoras
de almidén. La entrada de sacarosa en el metabolismo respiratorio se produce probablemente

sobre todo por medio de la enzima hidroliticas invertasa que estad casi universalmente
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distribuida en los tejidos vegetales. La invertasa hidroliza a la sacarosa directamente dando
una mezcla equimolar de glucosa + fructosa llamada de azucares invertidos (la sacarosa es
dextrorrotatoria, pero la mezcla de glucosa + fructosa es levorrotatoria, asi que al hidrolizarse
la direccién de la rotacion queda invertida). El enlace glicosidico, que es el enlace energético

de la sacarosa, se gasta para esta reaccion. (Bidwell, 1993).

En el caso de la oxidacion de la glucosa, si una planta respira carbohidratos, el valor
RQ (coeficiente de respiratorio), relacion entre moléculas de CO, emitidas y O, consumidos,
sera mas préximo a la unidad (6C0O./602), en cambio si los sustratos respirados son acidos
organicos, el valor RQ sera mayor que la unidad, porque el grado de oxidacién de estos

compuestos es mayor que el de los azucares. (Ribas et al., 20013).

2.2.7.2. Sintesis de proteinas. Las proteinas se usan frecuentemente como substratos de
la respiracion en las semillas. Esto puede ocurrir bajo condiciones de falta de alimento o
durante la germinacion de las semillas cuya reserva principal es proteina. Ademas, algunos
tejidos y 6rganos sufren una continua destruccion y resintesis de proteina (Figura 13). Esto
puede ocurrir durante el crecimiento cuando hay un continuo cambio en los juegos de
enzimas, desde las que dirigen las reacciones de crecimiento y desarrollo a las que dirigen

reacciones caracteristicas de tejidos maduros. (Bidwell, 1993).
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Figura 13

Movilizacion de los recursos nutricionales en una semilla en germinacion
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2.2.7.3. Sintesis de lipidos. En el caso de semillas oleaginosas, durante la germinacion el
contenido de lipidos también se ve modificado, justificado por la obtencién de energia y
esqueletos carbonados para la sintesis de otros compuestos. Las oleaginosas almacenan
triglicéridos, los mismos que son degradados por las lipasas, obteniéndose glicerol y &cidos

grasos (sintetizan acetil-CoA por la —oxidacion). (Ribas et al., 20013).

La acetil-COA se forma por la B-oxidacién de las grasas y es convertida a acido
oxaloacético por el ciclo del glioxilato (Figura 14) en los glioxisomas. El &cido oxaloacético se
descarboxila por la operaciéon inversa de una PEP-carboxilasa produciéndose CO, y PEP
(fosfoenol piruvato). El PEP es luego reducido para formar PGA (Acido 3-fosfoglicérico) y
yendo a la inversa del proceso EMP (EImbden-Meyerhoff-Parnas), se forma fructosa-l, 6-
difosfato y pasa a fructosa-6-fosfato por una fosforilasa (no por la accion inversa de una fosfo-
hexo-kinasa), que a su vez puede convertirse en glucosa-1-fosfato que, con la fructosa-6-

fosfato, forma el substrato para la sintesis de la sacarosa. (Bidwell, 1993).
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Figura 14

Esquema del ciclo del glioxilato y del ciclo de los &cidos tricarboxilico
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3. Materiales y métodos

3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio del Centro de Investigacién en
Tecnologia de Alimentos (CITAL) perteneciente a la E.P. de Ingenieria de Industrias

Alimentarias de la Universidad Peruana Union-Filial Juliaca (3825 m.s.n.m.).

3.2. Materia prima

Las semillas de quinua (Chenopodium quinoa ) de las variedades: Blanca de Juli y
Negra Collana se obtuvieron de la Cooperativa COOPAIN-CABANA de la cosecha del 2014-

I, la variedad Pasankalla se obtuvo del mercado local de la ciudad de Juliaca .

3.3. Métodos de analisis

La serie de procesos que se llevaron a cabo se describe graficamente en la Figura 15,

gue a continuacién se presenta.
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Figura 15

Diagrama de flujo de pardmetros para germinacion de quinua (Chenopodium quinoa)
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Fuente: Elaboracion propia (2016)

3.3.1. Etapa pre-germinativa

3.3.1.1.

y fosforo

Determinacion de la cantidad de agua de remojo (Q agua)

. Se adapté6 la

metodologia empleada por Bravo et al. (2013) Donde la Q agua de remojo (Ecuacion 2), se

calcula tomando como datos, la humedad inicial de las semillas (Hi), la humedad final

requerida (Hf) (45% que es el ideal para el inicio de la germinacién).

100 — Hi

Q agua = [(W—Hf) - 1] x nimero de semillas
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Se vio por conveniente hallar un medio para la adaptacion en casos de industrializacion, por
ende, se hall6 factores de conversion (Tabla 6) por cada variedad a través del peso de 100

semillas, haciendo factible el uso del peso (gr) de las muestras, dandonos como resultado la

Ecuacion 3.
Tabla 6
Factores de conversion para la cantidad de agua (Q agua) de la quinua
Blanca de Juli Pasankalla Negra
Collana
Factor 366.9725 368.3241 488.2813
Fuente: Elaboracion propia
100 — Hi )
Qagua = [(W—Hf) - 1] x peso de muestra (gr)x factor de conversion/100 3)
3.3.1.2. Determinacién del tiempo de imbibicion (Ti). O tempo de imbibicion fue

determinado adaptando o descrito por Allauca (2005), donde, 3 g de semillas fueron colocados
en tubos de ensayo de 15 mL juntamente con una determinada cantidad de agua (segun el
item 3.3.1.1). Los tubos fueron monitoreados a cada 15 minutos por espacio total de 3 horas,
durante esos intervalos, el agua de imbibicion era descartado y los tubos conteniendo las
semillas eran centrifugados a 3500 por 20 minutos, con el objetivo facilitar a separacién agua-

semillas, después, se registro el peso de cada muestra (Ecuaciones. (4), (5) y (6)).

MBH-MBS

%Hab = == —=22X100 (4)

%Had = (%Hab) — %Hpm (5)

%Had—-MBS
t

(6)

Veloc. de absorciéon =

Donde, %Hab es el porcentaje de humedad adsorbido, % Had es el porcentaje de humedad
adquirido, MBH es el peso de la muestra en base humeda, MBS es el peso de muestra en

base seca, % Hpm es el porcentaje propio de la muestray T es el tiempo.
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3.3.2. Etapa de germinacién

Se us6 un disefio Box Behnken con cuatro factores (variables independientes) (k=3)
(Tabla 7), dando un total de 25 tratamientos sin puntos centrales. Siendo las variables
respuesta o dependientes: la cantidad de azUcares reductores, el porcentaje, indice y
velocidad de germinacion. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. La germinacién
se llevd a cabo en ausencia de luz y otros factores como humedad del medio y presencia de

gases no fueron monitoreados.

Ademas, cabe aclarar que por cuestiones de practicas en el manejo de datos y al
poseer variables cuantitativas y cualitativas como la variedad y el tratamiento pre-germinativo,
se opté por emplear propiedades intrinsecas como densidad y pH respectivamente. En la

Tabla 8 se ven detallados los niveles ya codificados usados para la optimizacion.

Tabla 7
Niveles codificados de las variables usadas en la optimizacion

Cddigo de niveles

Variable independiente  Unidades

-1 0 1
Variedad g/ml 0.2531 0.3897 0.4903
Tratamiento pre pH 1523 1699 1.959
germinativo
Tiempo Horas 24 36 48
Temperatura °C 20 25 30

Fuente: Elaboracion propia (2016).

Los resultados se han expresado como promedio * el error estandar (EE). Se utilizé
analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de 5% (p<0.05) para comparacion
entre los resultados a través del programa STATISTICA de Statsoft (2010) y STATGRAPHICS
CENTURION XV.
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Tabla 8
Matriz de disefio Box Behnken

. . . Trat. Tiempo Temperatura
Corrida Variedad Pregerminativo (hrsl) ;"(f)
1 -1 -1 0 0
2 -1 1 0 0
3 1 -1 0 0
4 1 1 0 0
5 0 0 -1 -1
6 0 0 -1 1
7 0 0 1 -1
8 0 0 1 1
9 -1 0 0 -1
10 -1 0 0 1
11 1 0 0 -1
12 1 0 0 1
13 0 -1 -1 0
14 0 -1 1 0
15 0 1 -1 0
16 0 1 1 0
17 -1 0 -1 0
18 -1 0 | 0
19 1 0 -1 0
20 1 0 1 0
21 0 -1 0 -1
22 0 -1 0 1
23 0 1 0 -1
24 0 1 0 1
25 0 0 0 0
Fuente: Elaboracién propia (2016).
3.3.2.1. Aplicacion de tratamientos pre-germinativos. Este procedimiento se

hizo con el objetivo de romper la latencia de las semillas poder mejorar el rendimiento de las
plantulas. Se opt6 por el tratamiento con estimulantes quimicos adaptado de la metodologia

usada por Diaz y Camacho (2010).
a. Aguaoxigenada (H202) al 5%

Las semillas se sumergieron en una solucién al 5% de agua oxigenada durante 10

minutos. Una vez transcurrido el tiempo se enjuagaron con agua corriente.
b. Acido clorhidrico (HCL) al 1%

Las semillas se sumergieron en una solucion al 1% durante 16 minutos y posteriormente

se remojaron en agua corriente durante 15 minutos.
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c. Acido sulfurico (H2S04) al 96%

Las semillas se sumergieron en la solucion de H;SO, durante 10 minutos,
posteriormente se enjugaron las semillas con agua corriente para quitar el exceso del

acido.

3.3.2.2. Determinacién de azucares reductores (ARS)

a. Curvade calibracion
Se aplic6 el método descrito por Beddn et al. (2013). Se us6 glucosa anhidra para hacer
las diluciones a distintas concentraciones (Tabla 9).
Tabla 9

Preparacion de soluciones de glucosa de diferente concentracion a partir
de una solucién stock 40mM

Concentracion Agua Glucosa 40
Tubo (mM.) destilada (ml) mM.(ml)

0 0 5 0

1 2 4.75 0.25
2 4 4.5 0.5
3 6 4.25 0.75
4 8 4 1

5 10 3.75 1.25
6 20 2.5 2.5
7 40 0 5

Fuente: Bedon et al. (2013).

De cada tubo se toman 0.1 ml y se transfiere a un tubo de vidrio con tap6n de rosca.
Anadir 1 ml del reactivo DNS, incubandose posteriormente la mezcla en el bloque seco
a 100°C durante 10 minutos, enfriar y determinar la absorbancia a 570 nm , utilizando

como blanco la mezcla del tubo 0 .

b. Preparacién del extracto crudo

El método fue sugerido por Beddn et al. (2013). Las semillas previamente germinadas
fueron trituradas con Buffer fosfato 20mM con 6.7mM de cloruro de sodio a pH, 6.9
atemperado a 4°C en relacion de (1w:5V). El filtrado obtenido se centrifugé a 2000 rpm
durante 20 minutos, descartando el precipitado. El sobrenadante se centrifugd

nuevamente a 4000 rpm durante 5 minutos recuperando el sobrenadante.
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c. Evaluaciéon de la actividad

En tubos de cristal de 10 ml se adicionan 0.5 ml de muestra y 0.5 ml del reactivo de
DNS. Los tubos se colocan en bafio de agua a 100 © C por 5 min. Se enfrian hasta
temperatura ambiente y se adiciona 5 ml de agua destilada. Se agita y se realiza la

lectura a 570 nm en espectrofotbmetro. (Bello et al., 2006)

3.3.2.3. Porcentaje de germinacion. Se calculé segln lo recomendado por Roman
et al. (2005). Tras el tiempo indicado para cada tratamiento se observo la cantidad de semillas
gue lograron germinar (se considerd una radicula > 1 mm) por la cantidad de semillas iniciales

en total (Ecuacion 7).

% germinacién =(granos germinados/granos totales )x 100 (7)

3.3.2.4. indice y velocidad de germinacion. El indice de germinaciéon (IG) es
definido como la medida de tiempo de germinacion en relacion con la capacidad germinativa,
es decir, es la sumatoria del nimero de semillas germinadas en la hora i (ni) por la cantidad
de horas tras la siembra (ti) entre el nimero total de semillas (N) (Ecuacién 8). La velocidad
de germinacion (M) es definida como la relacién entre ni y el ti (Ecuacién 9). Los célculos se

hicieron de acuerdo con Enriquez et al. (2004).

_ (gt
16 === (8)
Mos (T;i) )

3.3.3. Etapa pos-germinativa

3.3.3.1. Determinacion de caracteristicas fisicoguimicas de las semillas.

La metodologia fue usada tanto para la determinacién de caracteristicas fisicoquimicas
en las semillas antes y después de la germinacién. Humedad segun el método oficial de la
AOAC 945.15 (Anexo 2), cenizas AOAC 945.38 (Anexo 3), proteinas AOAC 1990.002 (Anexo
4), grasas crudas AOAC 920.39 (Anexo 5), fibra cruda AOAC 962.09 (Anexo 6), determinacion
de calcio AOAC 1980 (Anexo 7), determinacion de fosforo A.O.A.C. 1990 (Anexo 8) y

determinacion de hierro A.O.A.C. (Anexo 9).
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4. Resultados y discusiones

4.1. Etapa pre-germinativa
4.1.1. Determinacion de la cantidad de agua de remojo (Q agua)

En nuestro estudio se encontrd que, la Q agua NECesaria para que las semillas alcancen
en promedio 45% de humedad (Base humeda) y se dé inicio al proceso germinativo. Se ve
afectada por la variedad y el porcentaje de humedad inicial de la materia prima. Los valores
de Hi por cada variedad obtenidos en nuestro caso (Tabla 10), fueron similares a los hallados
por Apaza et al. (2013): Blanca de Juli 8.88 %, Negra Collana con 9.88 % y Pasankalla con
9.62 %.

Tabla 10
Determinacion de la cantidad de agua (Q agua) €n tres variedades de quinua: Blanca de Juli,
Pasankalla y Negra Collana

Humedad (%) Semillas a

Inicial de la materia Humedad _ Q agua (MI)
hidratar (gr)

Variedad prima (Hi) requerida (Hf)?
Blanca 10.8542 + 0.0 81 45 3 6.83 £ 0.015
Pasankalla 8.2381 + 0.1604 45 3 7.38 £ 0.035
Negra Collana 9.1232 + 0.081 45 3 9.57 £ 0.005

Nota. Resultados expresados en promedio * Error Estandar (EE). ® Base humeda. Fuente:
Elaboracion propia (2016).

Para incrementar en un 34.148 % la humedad inicial (Hi) de las semillas de la variedad
Blanca es preciso el doble aproximadamente de agua en funcién al peso de la semilla (p/v).
En el caso de la Pasankalla, es necesario una proporcion de agua similar a la variedad
anterior, para generar un incremento de 36.762 % en su Hi. Finalmente, la Negra Collana
requiere del triple de agua para cada gramo de semilla a hidratar (p/v) para que su humedad

aumente en un 35.877 % y alcance finalmente el Hf para el proceso germinativo.
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4.1.2. Determinacion del tiempo 6ptimo de remojo (T remojo)

Se realizaron pruebas preliminares donde se realizé un monitoreo por hasta 10 horas,
sin embargo, a tiempos mayores de 3 horas algunas variedades ya germinaban y el porcentaje
de humedad adquirida (% Had) sobrepasaba el 47%, con el objeto de evitar lo anterior, se
sugiere que el remojo de las semillas no sobrepase las 3 horas. Por lo cual se llevé a cabo un
monitoreo cada 15 minutos para hallar el tiempo 6ptimo en el cual se alcance los 45% de
humedad. Contrariamente a esto, Bravo (2013) en su estudio quimico y nutricional de semillas
de kiwicha (variedad Oscar Blanco) propone que el tiempo de remojo debe comprender entre

8 a 12 horas alcanzando humedades que van desde 48 a 53 %.

41.1.1. Quinua variedad Blanca de Juli. El analisis de correlacién (p<0.05) indico
que, existe una relacién positiva entre el tiempo y el % Had de la variedad Blanca de Juli
(0.8338). Eso significa que, la absorcion de agua en la cubierta seminal de esta variedad es

directamente proporcional al tiempo de remojo (Figura 16).

A los 15 minutos ya se logra una humedad de 40.3328 %, luego a los 75 minutos se
observa que se alcanza los 45.0699 %, esta rapida absorcién de agua va acompafiada de un
aumento proporcional de la respiracion (Goyoaga, 2005). Se observa un ligero descenso
durante los minutos 90 y 105, con humedades de 43.7981 % y 44.2690%, respectivamente.
Para iniciar con la absorcion nuevamente, dicho comportamiento fue estudiado por Méndez
et al. (2008) en semillas de maiz, (Zea Mays L.), caraota (Phaseoulus vulgaris L.) y
quinchoncho (Cajanum cajan (L.) Mill.) donde se presentaron incrementos de las tasas hasta
las 8, 10 y 12 horas después del remojo, respectivamente, tras el cual también se present6

un descenso de la imbibicién.

48



Figura 16

Tasa de imbibicion de quinua variedad Blanca de Juli
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Nota. Comportamiento irregular del %Had en funcién del tiempo, funcion lineal
medianamente significativa, y= 41.6348 + 0.0316x, R?= 0.7157 (R? basado en las medias
de tiempo). Fuente: Elaboracién propia (2016).

Se realiz6 el analisis de residuales o de errores estimados, que permite visualizar el ajuste
de los datos al modelo (Figura 17). La normalidad de los errores se corroboré con la prueba
de Lilleford (Anexo 9). Donde se hizo el ajuste a un modelo lineal simple, para obtener una
ecuacion que describiera el relacionamiento matematico entre la variable tiempo de remojo y
el %Had. Obteniendo la Ecuacién 10, donde se explica que, el aumento de un minuto en el
tiempo de imbibiciéon hace que el porcentaje de humedad adquirida (%Had) aumente en un
0.0316%.

%HADpjanca = 41.6348 + 0.0316 * Tremojo Blanca (10)
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Figura 17

Bondad de ajuste de los residuales al modelo por tiempo de inmersion en la variedad
Blanca de Juli
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Fuente: Elaboracion propia (2016).

Luego, se procedié a encontrar el tiempo 6ptimo de remojo (T remojo) €NtONces se

despej6 la Ecuacién 10, dando como resultado la Ecuacion 11 que se muestra a seguir.

%HADgignca — 41.6348
Tremojo—Blanca: m(;cg?) (1 1)

Sabiendo que el valor del %Had que se desea fue de 45% para las tres variedades,

entonces, se reemplaz6 ese dato en la Ecuacion 11, dando como resultado 112 minutos
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aproximadamente en el caso de la variedad Blanca de Juli. Este ultimo dato fue utilizado para

los ensayos posteriores.

4.1.1.2. Quinua variedad Pasankalla. Esta variedad obtuvo un coeficiente de
correlacion (p<0.05) positivo de 0.8075 respecto al tiempo de remojo, es decir, el aumento
de la humedad adquirida (% Had) responde en funcién al paso del tiempo. Efectivamente en

la Figura 18 se muestra este comportamiento proporcional.

Figura 18

Tasa de imbibicion de quinua variedad Pasankalla
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Nota. Se present6 un comportamiento irregular en el contenido en el %Had, funcione lineal
medianamente significativa, y= 40.8038 + 0.0411x, R?= 0.6711 (R? basado en las medias de
tiempo). Fuente: Elaboracion propia (2016).

La curva de imbibicion de la variedad Pasankalla inicia cerca de los 42.0919 %, a los
60 minutos se ve una depresion que bordea los 39.6727 %, después se recupera el ascenso
hasta los 135 minutos, tras los cuales se observa un descenso nuevamente. Considerando
otros factores constantes, la tasa de absorcion de agua es proporcional a la magnitud del area

de las semillas en contacto con el agua.
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Se realiz6 el andlisis de residuales o de errores estimados, que permite visualizar el
ajuste de los datos al modelo (Figura 19). La normalidad de los errores se corroboré con la
prueba de Lilleford (Anexo 9).

Al igual que con la variedad Blanca se llevo a cabo el ajuste a un modelo lineal simple,
para obtener una ecuacion que describiera el relacionamiento matematico entre la variable
tiempo de remojo y el %Had de la variedad Pasankalla. Obteniendo la Ecuacion 12, donde el
aumento de tal solo un minuto en el tiempo de imbibicién hace que el porcentaje de humedad
adquirida (%Had) aumente en un 0.0411%

%HADPasankalla = 40.8038 + 0.0411 = Tremojo (12)

Figura 19

Bondad de ajuste de los residuales al modelo por el tiempo de imbibicion en la variedad
Pasankalla
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Fuente: Elaboracion propia (2016).
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Luego, se procedié a encontrar el tiempo Optimo de remojo (T remojo) €NtONCES SE

despejo la Ecuacion 12, dando como resultado:

%HADpgsankaiia — 40.0838
Tremojo—Pasankalla: asa(;LOa41al (13)

Sabiendo que el valor del %Had (45%), entonces, se reemplazé ese dato en la
Ecuacién 13, dandonos como resultado 119 minutos aproximadamente. Este Gltimo dato fue

utilizado para los ensayos posteriores de germinacion.

4.1.1.3. Quinua variedad Negra Collana. El aumento del porcentaje de humedad
adquirida (%Had) responde a un comportamiento directamente proporcional, respaldado por
un coeficiente de correlacion (p<0.05) positivo de 0.9253 respecto al tiempo de remojo (Figura
20).

Figura 20

Tasa de imbibicion de quinua variedad Negra Collana
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Nota. Funcion lineal relativamente significativa, y =38.7974 + 0.0567x, R?=0.8725 (R?
basado en las medias de tiempo). Fuente: Elaboracién propia (2016).

La normalidad de los errores se corroboro con la prueba de Lilleford (Anexo 9).De la

misma manera que con sus pares, se planted el ajuste de un modelo lineal simple, para
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obtener una ecuacién que describi6 el relacionamiento matematico entre la variable tiempo
de remojo y el %Had de la Negra Collana. Obteniendo se la Ecuacion 14, donde se explica
gue, el aumento de tal solo un minuto en el tiempo de remojo hace con que el porcentaje de
humedad adquirida (%oHad) aumente en un 0.0567%.

%HADyegracollana = 387974 + 0.0567 * Tremojo (14)

Se procedi6 a encontrar el tiempo 6ptimo de remojo (T remojo) €NtONCES Se despejd la

Ecuacién 14, dando como resultado:

%HADy e gra cottana — 38.7974
Tremojo—NegraCollana: egrao 85a6n; (15)

Sabiendo que el valor del %Had (45%), entonces, se reemplaz6 ese dato en la Ecuacion

15, dandonos como resultado 109 minutos aproximadamente.

4.1.1.4. Velocidad de absorcion de agua en funcion del tiempo de remojo.
Se calculd la velocidad de absorcidn por parte de las semillas de cada variedad, dicho valor
esta expresado en porcentaje de la cantidad total con respecto al tiempo (%/t). Se realizé un
analisis de correlacién para cada variedad (p<0.05): Blanca de Juli (-0.795793), Pasankalla (-
0.776565) y Negra Collana (-0.796207), donde se hallé que, la velocidad de absorcién de cada
variedad estan correlacionada negativamente respecto al tiempo de inmersién, es decir ,
cuanto mayor sea el tiempo de remojo menor sera la velocidad de absorcion de agua (Figura
21).

En los primeros 15 minutos evaluados, el ingreso de agua por las paredes de las
semillas es significativamente rapido para las tres variedades, siendo esto respaldado por
Marassi (2013): “Al inicio el ingreso de agua es rapido. Las macromoléculas y estructuras se
rehidratan y recuperan sus formas funcionales, durante este periodo, los solutos de bajo peso

molecular pueden perderse desde las semillas”.
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Figura 211

Velocidad de absorcién de agua en tres variedades de quinua

JAN
X
140 ©
- X Blanca <O~ Negra /v Pasankalla
S 120
[S]
1.
2 100
©
(5]
S 80
A= >
(5]
T 60
5 RANS
o 40 &
> M_\\\xx\\é‘\
20 M—‘—ﬂ
0
15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

Tiempo de immersion (min)

Nota. Funciones potenciales altamente significativas para cada variedad (Blanca:
y=1857.7 x0%%, R?=0.9982; Negra Collana: y=1559.8 x%8% R2?=0.9992; Pasankalla:
y=1800 x 1% R2=0.9915, céalculos de R? basados en las medias de tiempo). Fuente:
Elaboracién propia (2016).

La velocidad de absorcion de agua varia conforme la especie, con el nUmero de poros
distribuidos sobre la superficie del tegumento, disponibilidad de agua, temperatura, presion
hidrostatica, area de contacto semilla/agua, fuerzas intermoleculares, composiciéon quimica y
calidad fisiolégica de la semilla (Longo et al., 1998). En la Tabla 11 se podra visualizar los
datos colectados por cada variedad en cuanto al porcentaje de absorcion de agua (% Had) y

la velocidad de absorcion de las mismas. Todos los estudios se realizaron por triplicado.

Por intermedio del ajuste a un modelo lineal se logré obtener las relaciones
matematicas entre el tiempo de remojo y el %Had, siendo los resultados: en el caso de la
variedad Blanca de Juli de concluye que a los 112 minutos se obtiene una humedad de 45%
en la semilla, asi mismo en la variedad Pasankalla el T remojo €S de 119 minutos y finalmente
en la Negra Collana el tiempo necesario y 6ptimo para alcanzar una humedad de 45% es a

los 109 minutos.
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Tabla 11

Determinacion del porcentaje de humedad adquirida (%Had) (Base humeda) y la velocidad de absorcion de agua de quinua: Blanca de Juli,

Pasankalla y Negra Collana

Tiempo de Blanca de Juli Pasankalla Negra Collana

Mt wwo Vel o Ve gpp Vo
15 40.3328 £ 0.063>  149.3272 +0.254% 42.0919 * .103c 156.3548 + .4122  38.0650 + 0.076f 140.2516 + .3062
30 42.1314 +0.114*  78.2611 + 0.228b 42.5447 + .730c 79.0849 + .461b  39.2605 + 0.190f 72.5198 + 0.382b
45 43.3627 + 0.541¢  53.8149 + 0.721c 42.3956 + .192c 52.5257 +.255¢c  42.2450 + 0.024e 52.3252 + 0.032c
60 46.0694 + .101°9  43.0678 + 0.100d 39.6727 + .408a 36.6706 =+ .407d  42.5493 + .463de 39.545 + 0.467d
75 45.0699 + 0.183%  33.6537 + 0.147e 45.0267 + 0.332de 33.6200 + .265g  43.9646 +0.286°  32.7701 + 0.228e
90 43.7981 +0.042c  27.1975 + 0.028f 44,7844 + 0.332e 33.2777 £ .26539  44.5799 + 0.964>  27.7179 * 0.642f
105 44.2690 + 0.342%¢  23.5812 +0.195¢ 45.9162 + 0.334de 245225+ .190e  45.5266 + 0.558bf  24.3002 £ 0.320g
120 45.3111 +.080%"  21.1537 + 0.040h 46.0993 + 1.042de 21.5475 £ .520h  47.6962 + 0.453e 22.3465 £ 0.227i
135 46.4469 + 0.0939  19.3091 * 0.042i 48.7021 + 0.540b 20.3107 £ .241h  46.3734 £ 0.779ef  19.2762 + 0.347]
150 46.5969 + 1.0699  17.4319 + 0.428] 46.3736 + 0.887d 17.3485 + 0.355i  46.2528 + 0.559ef  17.3004 + 0.224k
165 46.3410 + 0.065% 17.1403 +£0.423j 45,4278 £ 0.427de 17.0671 + 0.350i 46.5076 + .542aef  15.8204 + 0.197I
180 46.8810 +£ 0.5909  14.6265 + 0.197¢ 48.7474 + 0.347b 15.2484 + 0.116f 48.8409 + 0.610a 15.2802 + 0.203I

Nota. % HAD: porcentaje de humedad adquirida en base himeda. Resultados expresados en promedio *+ Error Estandar (EE). *Promedios
seguidos por la misma letra, dentro de cada columna, son iguales, segun la prueba de Tukey a una p<0.05 DMSH: Diferencia minima
significativa honesta. Fuente: Elaboracién propia (2016).
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4.2. Etapa de germinacién
4.2.1. Determinacién de azlUcares reductores (ARS)

Se optd por determinar este valor sabiendo que, durante la germinacién existe una
degradacién amilasica (a-amilasas y B-amilasas) sobre el almidon de las semillas en azlcares
sencillos (oligosacéaridos solubles: maltosa y glucosa), los cuales pueden ser cuantificados
mediante el método DNS. Este método permite calcular dichos valores mediante el uso de

una curva patron (Figura 22).

Figura 22

Curva Patrén de glucosa por el método DNS
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Fuente: Elaboracion propia (2016).

En la Tabla 12, se muestra los valores espectrofotométricos (nm), los cuales

alcanzaron altos indices de correlacién (R?=0 .98), para la curva patrén de glucosa.
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Tabla 12

Densidad 6ptica a 570 nm de cada dilucion realizada para curva patron

Concentracién mM. /ml 0 2 4 6 8 10 20 40
Absorbancia (570 nm) 0 0123 0.204 0.268 0.361 0.403 0.58 1.12

Fuente: Elaboracion propia (2016)

El andlisis de varianza de la cantidad de Azucares Reductores (ARs) se muestra en la
Tabla 13. Todos los efectos e interacciones que presentaron una probabilidad menor que 0.05
fueron significativos, es decir, la variedad, el tiempo, la interaccion entre estos dos. El
estadistico R? explica en un 65.9497% la variabilidad en los Azucares Reductores en el
modelo y el R? (ajustado)=58.0046%.

Tabla 13
Andlisis de Varianza para la variable respuesta: Azucares Reductores (ARS)

Suma de Cuadrado Razén-

Fuente Cuadrados  ©' Medio F Valor-P
A:Variedad 867.065 1 867.065 47.65 0
B:Tratamiento_pre_germinativo 27.3246 1 27.3246 15 0.2248
C:Tiempo 73.2644 1 73.2644 4.03 0.049
AA 1011.36 1 1011.36 55.58 0
AB 87.0431 1 87.0431 4.78 0.0323
AC 29.8913 1 29.8913 1.64 0.2045
BB 145.097 1 145.097 7.97 0.0063
BC 45.6084 1 45.6084 2.51 0.1182
CcC 368.331 1 368.331 20.24 0
Error total 1182.73 65 18.1958
Total (corr.) 3020.62 74

Nota: R?=65.947%; R? (Ajustado)=58.0046%. *items resaltados en rojo, dentro de la
columna Valor-P, son estadisticamente significativos a una p<0.05. Fuente: Elaboracién
propia (2016).

En el diagrama de Pareto (Figura 23), se representan los efectos estandarizados con
p=0.05.
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Figura 23

Diagrama de Pareto estandarizada para ARs
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Fuente: Elaboracion propia (2016).

La longitud de cada barra es proporcional al valor del estadistico-t calculado para el
efecto correspondiente. En nuestro caso, se puede apreciar que existen cinco barras mas alla
de la linea vertical, lo cual significa que, son estadisticamente significativas (p<0.05). Como
puede observarse, el termino cuadratico de la variedad fue el factor mas importante en este
modelo, seguido por el termino lineal de la misma variable, el termino cuadrético del tiempo y
tratamiento pre-germinativo, la interaccién entre la variedad y el tratamiento pre-germinativo
y finalmente el término lineal del tiempo (p<0.05). Por otra parte, los términos lineales del

tratamiento pre-germinativo y la temperatura no resultaron ser significativas (p>0.05)

Analizando la Figuras 23 y 24, puede establecerse que los términos cuadraticos de la
variedad fue la variable mas significativa en cuanto al contenido de Azucares Reductores
(mg/ml), lo cual indica la presencia de curvatura en el modelo y con ello un posible méaximo

contenido de ARs para ciertos valores de las variables analizadas.

El segundo efecto mas importante fue el término lineal de la variedad. El valor positivo
de su coeficiente sefiala que la cantidad de ARs fue favorecida cuanta mas alta era la
densidad de la semilla por ende la variedad Blanca de Juli.
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Figura 24

Grafico de efectos principales para el contenido de Azucares reductores
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Fuente: Elaboracion propia (2016).

Las lineas indican el cambio estimado en la cantidad de ARs conforme cada factor es
movido de su nivel inferior a su nivel superior, manteniendo constante todos los demas
factores con un valor a la mitad de sus respectivos niveles. Notamos que, existen dos variables
significativas sobre el contenido de ARs y por ende poseen mayor impacto en la respuesta
gue otros, como el caso de la temperatura. Por ejemplo, el contenido promedio de ARs si se
opta por la variedad Pasankalla (6=0.3898 gr/ml) es aproximadamente un poco mas de cero,
mientras que el contenido de ARs cuando se emplea la variedad Blanca de Juli es

aproximadamente de 9.

4.2.1.1. Optimizacién de los factores estudiados sobre la cantidad de Azucares
Reductores (ARs). Se obtiene asi el polinomio de superficie de respuesta y su respectiva
grafica que permite trazar las condiciones mas adecuadas para maximizar el porcentaje de
germinacion. De la Ecuacion 16 se observa que las variables AC, AD, BC, BD Y CD
interactdan, mejorando la funcién de utilidad a medida que aumentan sus valores dentro del
dominio experimental. Ademds, los efectos cuadraticos permiten evaluar eventuales
curvaturas que permitiran definir el campo 6ptimo, segun se muestra en la grafica de superficie

de respuesta (Figura 25).
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ARs = 201.511 — 98.7926 A — 298.198 B + 0.119829 C + 5.54697 D
+ 486.289 A2 — 78.6175 A — 1.10218 AC — 2.92999 AD + 96.0635 B2
— 0.577691 BC + 0.793734 BD + 0.0231787 C% — 0.0188333 CD
— 0.104458 D2 (16)

Dénde:

ARs : Azlcares Reductores (mg/ml)

A : Variedad

B : Tratamiento pre-germinativo
C : Tiempo

D : Temperatura

Se tomaron como ejes xy, las variables variedad y tratamiento pre-germinativo ya que la

interaccion de estas era significativa (p<0.05).

Figura 25

Superficie de respuesta del contenido de Azucares reductores

Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo=36.0,Temperatura=25.0

Azucares_reductores
Il 00
Bl 20

4.0
6.0
8.0
10.0
12.0
140
16.0
Bl 18.0

03 035 04 g5 05 157 Tratamiento_pre_germinativo
Variedad

Azucares_ reductores

Fuente: Elaboracion propia (2016).

Por otro lado, factores de tiempo y temperatura permanecieron constantes en sus
valores medio (0). Variedades como la Blanca de Juli (6=0.4903 gr/ml) muestran mejores
resultados para los ARs. El agua oxigenada aparentemente es el mas efectivo de todos

permitiendo que el contenido de azucares alcance los 14-16 mg/ml, muy seguido del
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tratamiento con Acido clorhidrico que hizo con que los azucares bordeen los 12-14 mg/ml, y
el menos eficaz resulto la aplicacién de acido sulfarico, viendo que este es un &cido en
demasia fuerte, se asume que interfirié con la actividad enzimatica propia de la germinacién,

solo permitié valores de 0-4 mg/ml (regién azul-celeste).

El incremento de los azucares reductores durante la germinacién se explica por la
movilizacién e hidrélisis de los polisacaridos de las semillas, las amilasas promueven la
hidrdlisis de los polisacaridos en azucares simples, con lo cual podria explicarse el incremento
de los niveles de azlcares reductores durante los primeros periodos de germinacion de las
semillas (Satyanarayana et al., 2011). Finalmente, la Tabla 14 muestra la combinacion de los

niveles de los factores, la cual maximiza los ARs sobre la regién indicada.

Tabla 14
Disefio optimizado para Azucares Reductores

Factor Bajo Alto Optimo
Variedad 0.2531 0.4903 0.4903
Tratamiento pre germinativo 1.523 1.959 1.523
Tiempo 24 48 24.0233
Temperatura 20 30 23.3401

Nota. Meta: maximizar contenido, valor optimo = 18.7598 mg/ml. Fuente:
Elaboracién propia (2016)

El valor 6ptimo para la variedad nos dice que es aquella que posee una densidad de
0.4903 g/ml, siendo la Blanca de Juli. El tratamiento pre-germinativo mas adecuado es aquel
gue posee un pH de 1.523, que es, el agua oxigenada. Con respecto al tiempo es de 24.0233

horas aproximadamente, la temperatura optimizada fue de 23.34°C.
4.2.2. Porcentaje de germinacion

Se efectud el andlisis de varianza, con el que se precisa si existe relacion significativa

entre los factores y el porcentaje de germinaciéon (Tabla 15).
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Tabla 15

Analisis de Varianza para la variable respuesta: Porcentaje de germinacion (%)

Suma de

Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F  Valor-P
A:Variedad 27052.9 1 27052.9 256.29 0
B:Tratamiento_pre_germinativo 112.992 1 112.992 1.07 0.3047
C:Tiempo 59.8951 1 59.8951 0.57 0.454
AA 41787.4 1 41787.4 395.87 0
AB 2764.52 1 2764.52 26.19 0
AC 0.544617 1 0.544617 0.01 0.943
BB 999.496 1 999.496 9.47 0.0031
BC 147.611 1 147.611 14 0.2413
CcC 840.945 1 840.945 7.97 0.0063
Error total 6861.25 65 105.558
Total (corr.) 62326.2 74

Nota: R?=89.1952%; R? (Ajustado)=86.6741%. *items resaltados en rojo, dentro de la
columna Valor-P, son estadisticamente significativos a una p<0.05. Fuente: Elaboracién

propia (2016).

Todos los efectos, ya sean términos lineales o cuadraticos e interacciones, que
presentaron una probabilidad menor que 0.05 fueron significativos, es decir, la variedad
(Lineal y cuadratica), la interaccion de la variedad con el tratamiento pre-germinativo, y los

términos cuadraticos del tratamiento pre germinativo y el tiempo. El estadistico R? indica en

un 89.1952 % la variabilidad del porcentaje de germinacién y el R? (ajustado)=86.6741%.

El analisis estadistico indica que el modelo propuesto es medianamente adecuado, ya
que en relacion al valor R? correspondiente al porcentaje de germinacion este fue de
89.1952%. Cuanto mas se acerca al 100% este valor estadistico mejor describira el ajuste a

datos reales. En el diagrama de Pareto (Figura 26), se representan los efectos estandarizados

con p=0.05.
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Figura 26

Diagrama de Pareto estandarizada para el porcentaje de germinacion

AA

I
AVariedad | Bl -
o |
BB :|
CcC
BC

B:Tratamiento_pre_germinativo
C:Tiempo
AC

4 8 12 16 20

Efecto estandarizado

o

Fuente: Elaboracion propia (2016).

La longitud de cada barra es proporcional al valor del estadistico-t calculado para el
efecto correspondiente. En la Figura 26, se aprecia que son 5 barras las cuales pasan la linea
vertical, mostrandose como los factores estadisticamente significativos (p<0.05). Es asi que,
la variable temperatura se desprecio para este andlisis al no alcanzar significancia estadistica
(p>0.05). El término cuadratico de la variedad nuevamente es el factor con mayor importancia
en el porcentaje de germinacion, indicando la presencia de una curvatura en el modelo y con
ello un posible maximo en el porcentaje para ciertos valores de las variables analizadas
(Figura 26). El segundo factor destacable fue la variedad. El valor positivo de su coeficiente
sefiala que el porcentaje de germinacion asciende cuando la variedad toma valores de
densidad altos. La interacciéon de la variedad y la aplicacion de tratamientos pre-germinativos
se muestran como un tercer factor en orden de relevancia a la hora de influir sobre el
porcentaje de germinacion, solo gue en este caso este factor presenta un coeficiente negativo
por ende esto se interpreta como, cuanto menor sea la interaccion entre la variedad y el

tratamiento mejor seréa el porcentaje de germinacion.

Analizando la Figura 27, se nota claramente que, la variedad destaca como factor

influyente en el porcentaje de germinacion (p<0.05). Por ejemplo, cuando la variedad toma
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valores bajos como el caso de la Pasankalla (6=0.3898 g/ml) el porcentaje de germinacion
desciende y llega a alcanzar valores negativos, por el otro lado si se emplean variedades con
altas densidades como la Blanca de Juli entonces el porcentaje también incrementa, llegando

a 47% en promedio.

Figura 27

Grafico de efectos principales para el porcentaje de germinacion
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Fuente: Elaboracion propia (2016).

4.2.2.1. Optimizacién de los factores estudiados sobre el porcentaje de germinacion
En base a los resultados obtenidos a partir del ANOVA y de los diagramas de Pareto

correspondientes se observé como el porcentaje de germinacion puede ser ajustado mediante
un modelo de superficie de respuesta. En la Ecuacion 17 determina la combinacion éptima de
los factores que permiten maximizar, asi como predecir el comportamiento del porcentaje de

germinacion bajo el disefio Box-Behnken.

% Germinacion
= 821.68 — 2075.88 A4 — 566.447B — 0.917288C + 3.72971D
+ 3773.12 A?> — 449.76 AB + 0.148774 AC + 1.99366 AD
+ 219.913B? — 1.03928 BC + 0.896824 BD + 0.0391327 C?> + 0.0 CD

— 0.121263 D? 17
Donde:
ARs : Azucares Reductores (mg/ml)
A : Variedad
B : Tratamiento pre-germinativo
C : Tiempo
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D : Temperatura

Queda asi establecido el polinomio de superficie de respuesta y su respectiva grafica
(Figura 28) que permite obtener las condiciones de optimalidad para el porcentaje de
germinacion. Del polinomio anterior se observa que las variables AB, BC Y BD actlan de
manera sinérgica, provocando mejora de la funcién de utilidad a medida que aumentan sus
valores dentro del dominio experimental. Se tomaron como ejes Xy, las variables variedad y
tratamiento pre-germinativo ya que la interaccion de esta era significativa (p<0.05). Dejando
las otras dos variables: tiempo temperatura constantes en sus niveles medios (0) de 36 horas

y 25°C respectivamente.

En la Figura 28, se puede apreciar que la zona de mayor valor (roja) esta dentro del
cuadrante inferior derecho de la superficie de contorno, y esté situada dentro de la interaccion
de la variedad Blanca de Juli (6=0.4903) y el un pH de 1.523 por parte del H202. En tanto, la
zona azul-celeste describe valores de entre 0 a 24%, valores bajos que se dan cuando se
elige la variedad Pasankalla y acido sulfurico como pre-tratamiento. Mientras que, la zona
verde izquierda describe el comportamiento que presenta el porcentaje cuando se elige la
variedad Negra Collana y el &cido clorhidrico, alcanzando porcentajes de 36-48% de

germinacion.
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Figura 28

Superficie de respuesta del porcentaje de germinacion

Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo=36.0, Temperatura=25.0
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Fuente: Elaboracion propia (2016).

La Tabla 16 muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual maximiza el

Porcentaje sobre la regién indicada.

Tabla 16
Disefio optimizado para el Porcentaje de germinacion

Factor Bajo Alto Optimo
Variedad 0.2531 0.4903 0.4903
Tratamiento pre germinativo 1.523 1.959 1.523
Tiempo 24 48 48
Temperatura 20 30 25.0403

Nota: Meta: maximizar porcentaje de germinacion, valor optimo= 72.1572%. Fuente:

Elaboracion propia (2016).
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El valor 6ptimo de densidad para la variedad fue de 0.4903, es decir, la Blanca de Juli,
el agua oxigenada como tratamiento quimico con un pH de 1.523, con un tiempo de 48 horas

y a una temperatura de 25.04°C llevan a obtener un 72.1572% de germinacion.
4.2.3. Indice de germinacion

El analisis de varianza para el indice de germinacion se muestra en la Tabla 17. Todos
los efectos e interacciones que presentaron una probabilidad menor que 0.05 fueron
significativos, es decir, la variedad, interaccién del tratamiento con la variedad, interaccién del
tratamiento pre germinativo y el tiempo. El estadistico R? indica que el modelo, asi ajustado,
explica 83.1255% de la variabilidad del indice de germinacion y un R? (ajustado)=80.789%.

Tabla 17

Analisis de Varianza para la variable respuesta: indice de germinacién

Suma de Cuadrado Razén-

Fuente Cuadrados ©'  Medio F Valor-P
A:Variedad 3706.17 1 3706.17 146.33 0
B:Tratamiento_pre_germinativo 16.2994 1 16.2994 0.64 0.4253
C:Tiempo 75.6973 1 75.6973 2.99 0.0886
AA 5708.9 1 5708.9 22541 0
AB 360.282 1 360.282 14.23 0.0004
AC 0.65872 1 0.65872 0.03 0.8724
BB 132.861 1 132.861 5.25 0.0253
BC 186.964 1 186.964 7.38 0.0084
CcC 153.602 1 153.602 6.06 0.0164
Error total 1646.24 65 25.3268
Total (corr.) 9755.77 74

Nota: R?=83.1255%; R? (Ajustado)=80.789%. Fuente: Elaboracién propia (2016).

En la Figura 29, se muestra el diagrama de Pareto que permite observar de forma
grafica los diferentes términos que presentan efectos significativos sobre el modelo formulado

para el indice de germinacion.
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Figura 29
Diagrama de Pareto estandarizada para el indice de germinacién
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Fuente: Elaboracion propia (2016).

La longitud de cada barra es proporcional al valor del estadistico-t calculado para el
efecto correspondiente. En esta ocasion, se puede apreciar que existen seis barras mas alla
de la linea vertical, lo cual significa que, son estadisticamente significativas (p<0.05). Como
puede observarse, el termino cuadratico de la variedad fue el factor mas importante en este
modelo, seguido por el termino lineal de la misma variable, la interaccion entre la variedad y
el tratamiento pre-germinativo, la interaccion entre el tratamiento pre germinativo y el tiempo,
y finalmente el término cuadrético del tratamiento pre-germinativo (p<0.05). Por otra parte, los
términos lineales del tratamiento pre-germinativo, tiempo y la temperatura no resultaron ser
significativas (p>0.05). Analizando la Figuras 29 y 30 puede establecerse que los términos
cuadraticos de la variedad fue la variable mas significativa en cuanto al indice de germinacion,
lo cual indica la presencia de curvatura en el modelo y con ello un posible méaximo indice de

germinacion para ciertos valores de las variables analizadas.
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Figura 30

Grafico de efectos principales para el indice de germinacién
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Fuente: Elaboracion propia (2016).

Las lineas indican el cambio estimado en el indice de germinacion conforme cada
factor es movido de su nivel inferior (-) a su nivel superior (1) pasando por uno central (0).
Notamos que, existen tres variables que ejercen notable influencia sobre el ponderado del
indice de germinacion, en tanto, la variable temperatura parece no afectar directamente en
este factor, por lo cual no se muestra en el grafico. Por ejemplo, el indice si se opta por la
variedad Pasankalla (6=0.3898 g/ml) adopta un valor negativo, mientras cuando se emplea la

variedad Blanca de Juli (6=0.4903 g/ml) es aproximadamente de 16.

4.2.3.1. Optimizacién de los factores estudiados sobre el indice de germinacion.
Con base en los resultados obtenidos a partir del ANOVA y de los diagramas de Pareto
correspondientes se observdo como el indice de germinaciéon puede ser ajustado
mediante un modelo de superficie de respuesta. En la Ecuacién 18 determina la
combinacion oOptima de los factores que permiten maximizar, asi como predecir el

comportamiento del indice de germinacién bajo el disefio Box-Behken.

Indice = 243.285 — 797.425 A — 136.417 B + 0.516641 C + 1447.35 A?
— 162.992 AB + 0.163618 AC + 70.8634 B% — 1.16964 BC
+ 0.0225481 (2 (18)
Dénde:
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ARs : Azucares Reductores (mg/ml)

A : Variedad

B : Tratamiento pre-germinativo
C : Tiempo

D : Temperatura

Queda asi establecido el polinomio de superficie de respuesta y su respectiva grafica
(Figura 31) que permite obtener las condiciones de optimalidad para el indice de germinacion.
Del polinomio anterior se observa que las variables AB, BC Y BD actian de manera sinérgica,
provocando mejora de la funcién de utilidad a medida que aumentan sus valores dentro del
dominio experimental. Se tomaron como ejes xy, las variables variedad y tratamiento pre-
germinativo ya que la interaccion de estas era significativa (p<0.05). Dejando las otras dos
variables: tiempo y temperatura constantes en sus niveles medios (0) de 36 horas y 25°C,

respectivamente.
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Figura 31
Superficie de respuesta para el indice de germinacién. Interaccién variedad y tiempo

(Superior), interaccion entre la variedad y el tratamiento pre-germinativo (Inferior)
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Fuente: Elaboracion propia (2016).

El gréfico de superficie de la Figura 31 devela como el indice de germinacién se ve
afectado por la interaccion de factores como la variedad, tratamiento pre germinativo y el
tiempo, los cuales son significativos (p<0.05). Ambas muestran zonas con tonalidades azul-
celestes, valores que son muy bajos o casi nulos. Para la grafica de la parte superior e inferior,
el indice de germinacion se ve favorecido cuando la variable variedad es la Blanca de Juli
(6=0.4903 g/ml) para todos los valores del tiempo. Lo mismo ocurre con la variedad Negra
Collana, mas no asi con la Pasankalla, puesto que esta variedad presenta indices de
germinacion muy bajos. La Tabla 18 muestra la combinacion de los niveles de los factores, la

cual maximiza el indice sobre la region indicada.
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Tabla 18

Disefio optimizado para el indice de germinacion

Factor Bajo Alto Optimo
Variedad 0.2531 0.4903 0.4903
Tratamiento pre germinativo 1.523 1.959 1.523
Tiempo 24 48 48
Temperatura 20 30 25

Nota: Meta: maximizar indice de germinacion, valor optimo= 30.232. Fuente: Elaboracién
propia (2016).

Mediante el uso del software se logré6 maximizar la respuesta dandonos un indice de
germinacion de 30.232, dicho se valor se alcanza si la variedad es la Blanca de Juli (6=0.4903
g/ml), con un tratamiento pre-germinativo de agua oxigenada (pH=1.523) con un tiempo de 48

horas a una temperatura de 25°C.
4.2.4. Velocidad de germinacion

Se efectud el andlisis de varianza (ANOVA), con el que se precisa si existe relacion
significativa entre los factores y la velocidad de germinacién (Tabla 19). Todos los efectos, ya
sean términos lineales o cuadraticos e interacciones, que presentaron una probabilidad menor
que 0.05 fueron significativos, es decir, la variedad (Lineal y cuadratica), la interaccion de
variedad y tratamiento pre-germinativo, los términos cuadraticos del tratamiento pre-
germinativo y el tiempo respectivamente. El estadistico R? indica en un 87.9973 % la

variabilidad del porcentaje de germinacion y el R? (ajustado)=86.3354%.
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Tabla 19

Andlisis de Varianza para la variable respuesta: velocidad de germinacion

Suma de Cuadrado  Razon-

Fuente Cuadrados ~ © Medio F Valor-P
A:Variedad 1.39929 1 1.39929 234.32 0
B:Tratamiento_pre_germinativo  0.00623087 1 0.00623087 1.04  0.3108
C:Tiempo 0.00460856 1 0.00460856 0.77  0.3829
AA 2.15396 1 2.15396 360.69 0
AB 0.134227 1 0.134227 22.48 0
AC 3.6993E-05 1 3.6993E-05 0.01 0.9375
BB 0.049772 1 0.049772 8.33  0.0053
BC 0.0114269 1  0.0114269 191 0.1713
CcC 0.0620745 1  0.0620745 10.39  0.002
Error total 0.388164 65 0.00597175
Total (corr.) 3.23397 74

Nota: R?=87.9973%; R? (Ajustado)=86.3354%. Fuente: Elaboracién propia (2016).

En el diagrama de Pareto (Figura 32), se representan los efectos estandarizados con

p=0.05.

Figura 32

Diagrama de Pareto para la velocidad de germinacion
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La longitud de cada barra es proporcional al valor del estadistico-t calculado para el
efecto correspondiente. En la Figura 32 se aprecia que son 5 barras las cuales pasan la linea
vertical, mostrandose como los factores estadisticamente significativos (p<0.05). Donde, la
variable temperatura no es tomada en cuenta para este andlisis al no alcanzar significancia
estadistica (p>0.05). El término cuadratico de la variedad nuevamente es el factor con mayor
importancia en la velocidad de germinacion, indicando la presencia de una curvatura en el
modelo y con ello un posible maximo en el porcentaje para ciertos valores de las variables
analizadas (Figura 33). El segundo factor destacable fue la variedad. El valor positivo de su
coeficiente sefiala que el porcentaje de germinacién asciende cuando la variedad toma
valores de densidad altos. La interaccion de la variedad y la aplicacién de tratamientos pre-
germinativos se muestran como un tercer factor en orden de relevancia a la hora de influir
sobre la velocidad de germinacién, en este caso este factor presenta un coeficiente negativo
por ende esto se interpreta que cuando el tratamiento pre germinativo asume valores bajos (-
1) la influencia de la variedad es un factor importante , en cambio si el tratamiento quimico

asumiese valores altos (1) entonces la influencia de la variedad seria baja o nula.

Analizando la Figura 33 se nota claramente que la variedad destaca como factor
influyente en la velocidad de germinacion (p<0.05). Por ejemplo, cuando la variedad toma
valores bajos como el caso de la Pasankalla (6=0.3898 g/ml) la velocidad de germinacion
desciende y llega a alcanzar valores negativos, por el otro lado si se emplean variedades con
altas densidades como la Blanca de Juli entonces la velocidad también incrementa, llegando

a 0.30 en promedio.

Figura 33

Grafico de efectos principales para la velocidad de germinacion
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Fuente: Elaboracién propia (2016)
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4.2.4.1. Optimizacién de los factores estudiados sobre la velocidad de germinacién

Se obtiene asi el polinomio de superficie de respuesta y su respectiva grafica que permite
trazar las condiciones mas adecuadas para maximizar la velocidad de germinacion. De la
Ecuacion 19 se observa que las variables AB, AC Y BC interactian, mejorando la funcion de
utilidad a medida que aumentan sus valores dentro del dominio experimental. Ademas, los
efectos cuadraticos permiten evaluar eventuales curvaturas que permitiran definir el campo

optimo, segun se muestra en la grafica de superficie de respuesta (Figura 34).

Velocidad germinacion = 6.84446 — 15.3642 A — 3.78903 B — 0.0493879 C +
28.1136 A2 — 3.14605 AB — 0.00122615 AC +
1.37156 B? + 0.00914404 BC +
0.000453281 C? (19)

Dénde:

ARs : Azucares Reductores (mg/ml)

A : Variedad

B : Tratamiento pre-germinativo
C : Tiempo

D : Temperatura
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Figura 34

Superficie de respuesta para la velocidad de germinacién
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Fuente: Elaboracion propia (2016)

Gracias al grafico se superficie de la Figura 34 se interpreta que, las variedades
estudiadas no presentan velocidades de germinacion altas, siendo la variedad Blanca de Juli
la que alcanza valores mas altos (0.3-0.5) de entre sus pares, si es que se aplica el agua
oxigenada como tratamiento quimico. Finalmente, la Tabla 20 muestra la combinacion de los

niveles de los factores, la cual maximiza la velocidad de germinacion sobre la region indicada.

Tabla 20

Disefio optimizado para la velocidad de germinacién

Bajo Alto Optimo
Factor
Variedad 0.2531 0.4903 0.4903
Tratamiento pre germinativo 1.523 1.959 1.523
Tiempo 24 48 24
Temperatura 20 30 25

Nota: Meta: maximizar velocidad de germinacion, valor optimo= 0.5268. Fuente: Elaboracién
propia (2016).

Mediante el uso del software se logré maximizar la respuesta dandonos una velocidad
de germinacién de 0.53 dicho se valor se alcanza si la variedad es la Blanca de Juli (6=0.4903
g/ml), con un tratamiento pre-germinativo de agua oxigenada (pH=1.523) con un tiempo de 24
horas a una temperatura de 25°C. Optimizar la velocidad de germinacién se justifica siendo
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gue este parametro permite obtener mejores estimadores de vigor de las plantulas para ser
utilizadas en programas de mejoramiento genético, ya que se ha demostrado que plantulas
con mejor vigor poseen caracteristicas aceptables de &rea foliar, peso seco y longitud de raiz.
(Martinez et al., 2010).

Finalmente, en la Tabla 21 se recogen todos los datos obtenidos optimizados por cada
variedad para esta investigacion. En los cuatro casos se aprecia que tanto la variedad Blanca
de Juli como el tratamiento con agua oxigenada resultaron ser los mas adecuados. Si se
desea optimizar los ARs y la velocidad de germinacion entonces el tiempo 6ptimo es de 24
horas, mientras que el porcentaje e indice de germinacion es 48 horas. La temperatura en
tres casos fue de 25°C pero, en los azucares reductores la temperatura optimizada fue de
23.34°C.

Tabla 21
Resultados finales de optimizacion para las cuatro variables respuesta

Azucares  Porcentaje de

A indice de velocidad de
reductores  germinacion

germinacion germinacion

(mg/mi) (%)
Variedad 0.4903 0.4903 0.4903 0.4903
Tratamiento pre germinativo 1.523 1.523 1.523 1.523
Tiempo 24.0233 48 48 24
Temperatura 23.3401 25.0403 25 25
Valor optimo 18.7598 72.1572 30.232 0.526768

Fuente: Elaboracion propia (2016).

En la Tabla 22 se describen los resultados para cada variable respuesta usado en los
resultados ya descritos por anterioridad. El porcentaje, el indice y la velocidad de germinacién
presenta valores nulos en aquellas corridas que fueron realizadas con la variedad Pasankalla,
estas semillas no lograron germinar satisfactoriamente. Santana (2015) asegura que si existe
una diferencia significativa entre el potencial hidrico del agua/materia prima entonces la
germinacion no se podrd llevar a cabo. Siendo que en nuestro estudio no se realizé dicho

andlisis entonces queda como un supuesto y como parte de estudios “posteriores.
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Tabla 22

Matriz de disefio Box Behken con las cuatro variables respuesta

N° Vari Trata - pre Tiempo  Temp. Azucares reductores % de indice de Velocidad de
ariedad e R L S L
germinativo (horas) °C) (mg/ml) germinacion germinacion germinacion

1 -1 -1 0 0 15.3588 + 0.531 52+ 4 18.72 +1.44 0.3611 + 0.023
2 -1 1 0 0 3.0276 + 0.198 41 +231 14.88 + 0.831 0.2870 £ 0.016
3 1 -1 0 0 15.4213 + 0.963 82.67 +12.85 29.76 £ .629 0.5741 + 0.090
4 1 1 0 0 1.2161 + 0.609 15 £ 2.309 5.28 £ 0.831 0.1019 + 0.016
5 0 0 -1 -1 0.0417 +£0.189 0 0 0

6 0 0 -1 1 0.1292 + 2.984 0 0 0

7 0 0 1 -1 6.6383 £ 0.741 0 0 0

8 0 0 1 1 4.8767 +1.861 0 0 0

9 -1 0 0 -1 13.8721 + 0.305 58.67 +4.619 21.12 £1.663 0.4074 + 0.032
10 -1 0 0 1 3.5711 + 0.394 56 + 4 20.16 +1.44 0.3889 + 0.027
11 1 0 0 -1 9.1495 + 1.223 33.333+2.31 12 £0.831 0.2315 + 0.016
12 1 0 0 1 6.976 + 1.120 26.67 + 4.62 9.6 £1.663 0.1852 + 0.032
13 0 -1 -1 0 14.5717 + 0.456 0 0 0

14 0 -1 1 0 6.4134 + 2.225 0 0 0

15 0 1 -1 0 2.6279 £0.717 0 0 0

16 0 1 1 0 6.1386 + 1.668 0 0 0

17 -1 0 -1 0 25.8659 + 0.418 57.333+.619 13.76 +1.109 0.5972 + 0.048
18 -1 0 1 0 16.8455 + 0.875 78.667 +.110 37.76 £ 2.933 0.4097 + 0.031
19 1 0 -1 0 7.7128 + 0.228 46.67 £8.33 11.2+1.999 0.4861 + 0.087
20 1 0 1 0 6.7008 + 2.830 64 + 4 30.72 £1.92 0.3333 £ 0.021
21 0 -1 0 -1 0.4165 = 0.312 0 0 0

22 0 -1 0 1 0.0417 +£0.433 1.33+231 0.48 +0.831 0.0093 + 0.016
23 0 1 0 -1 2.3530 + 0541 0 0 0

24 0 1 0 1 2.6654 + 1.579 1.33+231 0.48 +0.831 0.0093 + 0.016
25 0 0 0 0 4.2021 + 0.057 0 0 0

Resultados expresados en promedio + Error Estandar (EE).
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4.3. Etapapos-germinacién
4.3.1. Caracterizacion fisicoquimica de las semillas pre y pos-germinacién

Durante la germinacion de semillas estan sufren muchas variantes en su composicion
fisicoquimica y bioldgica, por tal motivo se justifica el analisis pre y post germinacién Tras la eleccién
de los pardmetros de germinacion mas adecuados para cada variedad en funcién del porcentaje de
germinacion, se analiz6 el contenido de humedad (%), ceniza (%), proteina (%), grasa (%), fibra (%) y
carbohidratos (%) (Tabla 17) de las semillas germinadas como de la materia prima. El contenido de
cenizas en las tres variedades sufre una disminucion significativa (p<0.05). Pasa de 1.78, 2.03 y 2.30%
a 0.66, 0.827 y 0.73% en la Blanca de Juli, Pasankalla y Negra Collana respectivamente. Estas

pérdidas se justifican debido a las pérdidas de lixiviacion durante el remojo.

Las proteinas también experimentan un descenso en su contenido (Tabla 17) por accién de la
germinacion. Puede deberse al transporte aminoacidos para el crecimiento de la radicula o por la
pérdida durante la respiracion, o esto podria resultar en la acumulacién libre de aminoacidos en los
cotiledones (Satyanarayana et al., 2011, p.106).Las proteinas se usan frecuentemente como
substratos de la respiracién en las semillas sobre todo si estan poseen grandes reservas de ellas.
Ademds a lo largo de la germinacion se producen juegos de enzimas en el interior de las semillas lo
cual implica el uso de proteinas (Bidwell 1993, p.131). Ademas, existe un recambio de proteinas
durante los primeros seis dias de la germinacion en las dicotiledoneas, eso implica la degradacion de
proteinas de reserva de la aleurona, para su reutilizacion de los aminoacidos en la sintesis de nuevas

enzimas hidroliticas (Barron et al., 2009)

Para nuestro estudio, se muestra que el contenido de grasa disminuye en hasta un 60% por
efecto de la germinacion (p<0.05) en las tres variedades. La variedad Blanca de Juli, Pasankalla y
Negra Collana pasaron de tener 6.6%, 6.37 y 5.85% de lipidos a 2.16, 2.06 y 2.67% respectivamente.
Este descenso se relaciona con la transformacion de los triglicéridos en glicerol y acidos grasos por
accion de las lipasas, los acidos grasos a su vez pasan por el ciclo de la - oxidacién y genera acetil-
CoA (Ribas et al., 20013, p. 274). Son necesarias dos moléculas de acetil-CoA para formar una de
succinato por medio del ciclo del glioxilato, el succinato es el precursor de la sucrosa la cual después
es convertida en glucosa (Bidwell, 1993, p. 135), la misma que es usada por la semilla como energia

para el crecimiento de la plantula.
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Asi mismo, el contenido de carbohidratos se reduce en hasta un 54% aproximadamente (p<0.05). Siendo la Blanca de Juli la que menores
perdida soporta (47%), pasa de 62.44% a 29.71%, la Pasankalla de 63.2% a 31.24% vy finalmente la Negra Collana de 63.87% a 34.98. Alvarez
(2012, p.32) explica este fenbmeno al afirmar que las amilasas desdoblan al almidén en azucares simples, por lo que la cantidad de estos
aumenta. Luego disminuye al ser consumidos por las partes vivas del grano, siendo estos cambios dependientes del proceso de germinacioén.
Bravo (2013) en una investigacién sobre germinacion de quinua de la variedad Blanca de Junin, encontrd valores similares a los encontrados en
esta investigacion. Donde los andlisis proximales indicaron: una humedad de 10.17%, grasa 7.83%, cenizas 3.05%, proteinas 12.94% vy fibra
4.58%.

Tabla 23
Andlisis proximal (Base humeda) de semillas de quinua de tres variedades: Blanca de Juli, Negra Collana y Pasankalla

Variedad % Humedad % Ceniza % Proteina % Grasa % Fibra % Carbohidratos
SSN 10.8542 + 0.081°¢ 1.783 +0.025% 16.637 + .115° 6.6 = 0.088? 2.193 + .015¢ 62.44 + 0.976%

Blanca SG  60.0467 +1.290>  0.66 + 0.026° 6.52 + 0.221° 2.163+0.066>  0.893 + .015¢ 29.716 + 0.976°

SSN  9.1232 + 0.081° 2.03+0.026° 16.823 +.092° 6.377 £ 0.025° 2.75+0.03? 63.2 +0.1322
Pasankalla g 59.445 + 5.505P 0.827 + 0.006¢ 5.48 + 0.078¢ 2.06 +0.043¢ 0.94 +0.017¢ 31.247 + 5.486"°
Negra SSN  8.2381+0.1604° 2.303 +£0.015% 17.403 +.11523 5.85 + 0.025° 2.84 + 0.025° 63.866 + 0.090%
Collana SG 50.846 + 0.396% 0.73+0.01 9.37 + 0.156 2.67 +0.02 1.4 +0.017¢ 34.983 + 0.278°

Nota. SSN= Semillas sin Germinar. SG= Semillas Germinadas. Resultados expresados en promedio + Error Estandar (EE). *Promedios seguidos por la
misma letra, dentro de cada columna, son iguales, segun la prueba de Tukey a una p<0.05.DMSH: Diferencia minima significativa honesta . Fuente:
Elaboracion propia (2016).
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La concentracidn de hierro presente en las tres variedades de quinua oscilé en la Blanca de Juli
de 3.8 mg/100 gr a 13.3 mg/100gr. Para la variedad Pasankalla los valores fueron de 4.5 a 16.233
mg/100 gr y por ultimo en la variedad Negra Collana de 3.293 a 15.5 mg/100gr estos reportes son
mayores a los encontrados por Chaparro et al.2011 que observo el efecto de la germinacion sobre el
contenido de minerales en quinua de la variedad Real, donde el hierro inicial fue de 6.84 mg/100gr y

alcanzo un valor maximo de 7.62 mg/00gr a las 24 horas.
Tabla 24

Contenido de minerales: Hierro, Calcio y fosforo en semillas de quinua germinada (Base hiumeda)

Hierro (mg/100

Variedad an Calcio (mg/100gr) Fosforo (mg/100gr)
Blanca SG 3.8 £ 0.005% 136 + 3.0005¢ 271 +1.7320¢
G 13.3+£0.1732 150.33 + 0.611° 383.5+0.624°
Pasankalla SG 4.5 +.300¢ 125 + 3.0005°¢ 396 + 1.7320¢°
G 16.233+0.115° 139.71 + 0.518¢ 398.2 £0.3¢

3.293 0.447¢ 147.667 2.516° 360.1667 1.041°

Negra Collana
155+ 0.3¢ 166.7 + 0.015° 405.4 + 0.360%

Nota. Resultados expresados en promedio + Error Estandar (EE). *Promedios seguidos por la misma
letra, dentro de cada columna, son iguales, segun la prueba de Tukey a una p<0.05.DMSH: Diferencia
minima significativa honesta. Fuente: Elaboracién propia (2016).

La disponibilidad de hierro en las semillas de quinua, pudo ser un antecedente para la formacion
de clorofila, evidente en algunas etapas del proceso germinativo, por tal motivo el incremento
presenciado. Por otra parte, el contenido de calcio presente también sufrié incrementos significativos
(p<0.05) en las variedades en estudio. Una de las razones por la cual el calcio pudo estar mas
disponible en semillas de quinua durante el proceso germinativo, es consecuencia de la hidrélisis del
complejo &cido fitico - calcio, debido a la accion de fitasas durante la germinacién de las semillas
(Chaparro et al., 2011). El contenido de fésforo también sufrié alteraciones producto de la germinacion
de las semillas. La blanca de Juli obtuvo valores significativos (p<0.05) de 271 a 383.5 mg/100gr,

mientras que la Pasankalla no obtuvo cambios significativos (p<0.05) 396 a 398.2 mg/100gr
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

Las variables optimizadas fueron: variedad, tratamiento pre-germinativo, tiempo y temperatura,
a través del disefio Box Behken. Con las variables respuestas: contenido de azUcares reductores
(mg/ml), porcentaje, indice y velocidad de germinacion. La variedad Blanca de Juli (densidad de 0.4903
g/ml) y el tratamiento con agua oxigenada presentaron mejores parametros para las cuatro variables
respuesta. Ademas, se obtuvo un valor optimizado de azlcares reductores de 18.7598 mg/ml cuando
se empled 24.02 horas a 23.3401°C. El porcentaje de germinacion se maximiz6 hasta 72.1572%
cuando se germina las semillas por 48 horas a 25.04°C. El indice de germinacién fue de 30.232 cuando
se empled 48 horas de germinacion a 25°C. La velocidad de germinacién fue optimizada hasta 0.5267

con un tiempo de 24 horas a 25°C.

Como resultado del andlisis fisicoquimico: humedad, cenizas, proteinas, grasas, carbohidratos,
calcio, hierro y fosforo de las semillas pre y post de germinacion. Se concluye que, el proceso de
germinacion influye en la disminucién del contenido de proteinas en base himeda (p<0.05) en las tres
variedades: Blanca de Juli (de 16.637 a 6.52%), Pasankalla (de 16.823 a 5.48%) y Negra Collana (de
17.403 a 9.37%); el contenido graso (p<0.05): Blanca de Juli (de 6.6 a 2.163%), Pasankalla (6.377 a
2.06%) y Negra Collana (5.85 a 2.67%). Sobre el contenido de carbohidratos (p<0.05): Blanca de Juli
(de 62.44 a 29.716%), Pasankalla (63.2 a 31.247%) y Negra Collana (de 63.866 a 34.983%); Sin
embargo, la germinacion presentd una influencia positiva en el contenido total de minerales como el
Hierro (p<0.05): Blanca de Juli (de 3.8 a 13.3 mg/100gr), Pasankalla (4.5 a 16.233 mg/100gr) y Negra
Collana (3.293 a 15.5 mg/100gr), el calcio (p<0.05): Blanca de Juli (136 a 150.33 mg/100gr), Pasankalla
(125 a 139.71 mg/100gr) y Negra Collana (147.667 a 166.7 mg/100gr), y en el caso del fosforo el
aumento fue significativo (p<0.05): Blanca (de 271 a 383.5), Negra Collana (de 360.1667 a 405.4) y
Pasankalla (de 396 a 398.2)

5.2. Recomendaciones

Una vez concluida la tesis se considera importante investigar sobe otros aspectos que conlleva la

germinacion de semillas y se propone:

e Realizar una evaluacion de la germinacion en la variedad Pasankalla a tiempos mas
prolongados mayores a 36 horas, puesto que en este estudio el tiempo evaluado no fue

suficiente para alcanzar la germinacion.

e Evaluar el poder germinativo de las semillas antes de someterlas germinacion para asi

tener mayor fiabilidad en cuanto a la germinacion de las semillas.
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Determinar el potencial hidrico de las semillas y del agua que se utiliza en el remojo, ya

gue contribuira a la explicacion de resultados

Realizar el proceso de remojo a diferentes temperaturas, viendo que, a cada 10° C de

incremento en la temperatura se ve que la imbibicion se acelera.
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7. Anexos

Anexo 1: Preparacion de reactivos y soluciones especificas

Preparacion de reactivo DNS

Se pesaron 5 gr de &cido 3,5 dinitrosalicilico, 150 gr de tartrato de Na-K lentamente. Se
completa y 8 gr de NaOH. Se disuelve el NaOH en 200 ml de agua (d) se afiade en agitacion el tartrato
de Na-K lentamente. Se completa con agua (d) hasta 400 ml y se comienza a afadir lentamente el

acido 3,5 dinitrosalicilico. Se deja en agitacion toda la noche, se enrasa a 500 ml y se filtra.

Preparacion de buffer fosfato alcalino 20mM mas NaCl 6.7 mM.

Para preparar buffer fosfato alcalino tanto que contenga 6,7 mM. Primero colocar en un vaso
precipitado el fosfato de sodio monobasico mas el cloruro de sodio (solucion A), mantener en agitacion,
y poner un electrodo de pH calibrado en la solucién. Poco a poco agregue la solucién de fosfato de

sodio di-basico mas el cloruro de sodio (solucién B) hasta que el pH se lea 6.9.
Para 1 litro de solucién A se pesa 5.36 gr y 0.39 gr de NacCl

Para 1 litro de solucién B se pesa 2.76 gr y 0.39 gr de NaCl
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Anexo 2: Determinacion de humedad: método de |la estufa de aire 152edicion A.O.A.C. 1990

Procedimiento

Efectuar el analisis en duplicado. Colocar la capsula destapada y la tapa durante al menos 1
hora en la estufa a la temperatura de secado del producto. Empleando pinzas, trasladar la capsula
tapada al desecador y dejar enfriar durante 30 a 45 min. Pesar la capsula con tapa con una
aproximacion de 0.1 mg. Registrar (m1). Pesar 5 g de muestra previamente homogeneizada. Registrar
(m2). Colocar la muestra con capsula destapada y la tapa en la estufa a la temperatura y tiempo
recomendado 105 °C x 5 horas. Tapar la capsula con la muestra, sacarla de la estufa, enfriar en
desecador durante 30 a 45 min. Repetir el procedimiento de secado por una hora adicional, hasta que

las variaciones entre dos pesadas sucesivas no excedan de 5 mg (m3).

Célculo y expresion de resultados
La humedad del producto expresada en porcentaje es igual a:

% Humedad = (m2 - m3/ m2 - m1) x 100
Donde:
ml :masa de la capsula vacia y de su tapa, en gramos
m2 : masa de la capsula tapada con la muestra antes del secado, en gramos
m3  : masa de la capsula con tapa mas la muestra desecada, en gramos

Promediar los valores obtenidos y expresar el resultado con dos decimales.
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Anexo 3: Determinacion de cenizas 152 edicion A.O.A.C. 1990

Procedimiento

Efectuar el andlisis en duplicado. Pesar al 0.1 mg en una capsula previamente calcinada y tarada (m0)
2 gramos de muestra homogeneizada (m1). Pre calcinar previamente la muestra en placa calefactora,
evitando que se inflame, luego colocar en la mufla e incinerar a 550 °C por 8 horas, hasta cenizas
blancas o grisaceas. Pre enfriar en la mufla apagada y si no se logran cenizas blancas o grisaceas,
humedecerlas con agua destilada, secar en el bafio de agua y someter nuevamente a incineracion.
Dejar enfriar en desecador y pesar (m2). Mezclar cuidadosa y completamente la muestra con la arena,

mediante la varilla de vidrio.

Expresién de resultados

% Cenizas totales = (m2 —m0) x 100 (m1-mO)
Donde:
m2  :masa en gramos de la capsula con las cenizas
ml :masa en gramos de la capsula con la muestra

mO  : masa en gramos de la c4psula vacia
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Anexo 4: Determinacién de proteinas: método Kjeldhal 132 edicion A.O.A.C. 1984

Procedimiento

Realizar la muestra en duplicado. Efectuar un ensayo en blanco usando una sustancia organica
sin nitrégeno (sacarosa) que sea capaz de provocar la reducciéon de los derivados nitricos y nitrosos
eventualmente presentes en los reactivos. Pesar al 0.1 mg. alrededor de 1 g de muestra
homogeneizada (m) en un matraz de digestion Kjeldahl. Agregar 3 perlas de vidrio, 10 g de sulfato de
potasio o sulfato de sodio, 0.5 g de sulfato cuprico y 20 ml de &cido sulfarico conc. Conectar el matraz
a la trampa de absorcion que contiene 250 ml de hidréxido de sodio al 15 %. El disco poroso produce
la divisién de los humos en finas burbujas con el fin de facilitar la absorcion y para que tenga una
duracién prolongada debe ser limpiado con regularidad antes del uso. Los depésitos de sulfito sddico
se eliminan con acido clorhidrico. Cuando la solucién de hidroxido de sodio al 15 % adicionada de
fenolftaleina contenida en la trampa de absorcién permanece incolora debe ser cambiada (aprox. 3
analisis). Calentar en manta calefactora y una vez que la solucién esté transparente, dejar en ebullicién
15 a 20 min. Mas. Si la muestra tiende a formar espuma agregar acido estearico o gotas de silicona

antiespumante y comenzar el calentamiento lentamente.

Enfriar y agregar 200 ml de agua. Conectar el matraz al aparato de destilacion, agregar
lentamente 100 ml de NAOH al 30 % por el embudo, y cerrar la llave. Destilar no menos de 150 ml en
un matraz que lleve sumergido el extremo del refrigerante o tubo colector en: a) 50 ml de una solucion
de acido sulfarico 0.1 n, 4 a 5 gotas de rojo de metilo y 50 ml de agua destilada. Asegurar un exceso
de H2S04 para que se pueda realizar la retro-titulacion. Titular el exceso de acido con NAOH 0.1 n
hasta color amarillo o b) 50 ml de &cido borico al 3 %. titular con acido clorhidrico 0.1 n hasta pH 4.6
mediante un medidor de pH calibrado con soluciones tamp6n pH 4y pH 7, o en presencia del indicador
de tashiro hasta pH 4.6 cada cierto tiempo es necesario verificar la hermeticidad del equipo de
destilacion usando 10 ml de una solucién de sulfato de amonio 0.1 n (6.6077 g/l), 100 ml de agua
destilada y 1 a 2 gotas de hidréxido de sodio al 30 % para liberar el amoniaco, asi como también
verificar la recuperacién destruyendo la materia organica de 0.25 g de I(-)-tirosina. El contenido teérico

en nitrégeno de este producto es de 7.73 %. Debe recuperarse un 99.7 %

Célculo y expresion de resultados

14xNxVx100
% N =

m x 1000

14 x N x 'V x 100 x factor

% Proteina =
m x 1000

Donde:
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Vv : 50 ml H2S0O4 0.1 N - gasto NAOH 0.1 N o gasto de HCL 0.1 N

M : masa de la muestra, en gramos

Factor

6.25: para carne, pescado, huevo, leguminosas y proteinas en general, 5.7: para

cereales y derivados de soya, 6.38: leche, 5.55: gelatina 5.95: arroz
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Anexo 5: Determinacién de materia grasa 132 edicion A.O.A.C. 1984

Fundamento

Una cantidad previamente homogeneizada y seca, medida o pesada del alimento se somete a una
extraccion con éter de petréleo o éter etilico, libre de perdxidos o mezcla de ambos. Posteriormente,

se realiza la extraccion total de la materia grasa libre por soxhlet.

Procedimiento

Preparacion de la muestra: en muestras con mucha humedad homogeneizar y secar a 103+ °C
en estufa de aire considerando el tipo de muestra. Moler y pasar por tamiz de malla de 1 mm. Pesar
en duplicado 2 a 5 gramos de muestra preparada en el dedal de extraccion o papel filtro previamente
pesado y tapado con algodon desgrasado. Registrar m. secar el matraz de extraccion por 30 min a
103+ 2°. Pesar el matraz de extraccion registrar m1. Poner el matraz de extraccién en el sistema
soxhlet el dedal en el tubo de extraccién y adicionar el solvente al matraz. Extraer la muestra con el
solvente por 6 a 8 horas a una velocidad de condensacion de 3-6 gotas/seg. Una vez terminada la
extraccion eliminar el solvente por evaporacion en rotavapor o bafio Maria bajo campana. Hasta que
no se detecte olor a éter. Secar el matraz con la grasa en estufa a 103+ 2°c por 10 min, enfriar en

desecados y pesar. Registrar m2.

Célculo y expresion de resultados

% grasa cruda = ((m2 -m1) / m) x100

Dénde:

M : Peso de la muestra ml tara del matraz solo m2 peso matraz con grasa.
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Anexo 6: Determinacion de hierro en residuos calcinados

Fundamento

El hierro se determina por complexometria o titulacién con EDTA en medio acido con acido
sulfosalicilico-5 como indicador interno. Esta determinacién es muy selectiva y permite desarrollarlo en

presencia de otros elementos como el niquel, zinc, magnesio, cobalto y cobre.

Procedimiento

De la muestra calcinada en solucion se utiliza 10 ml. Transvaséndola a un vaso de 250 ml.
Agregar al vaso aproximadamente 0.5 gr de peroxidisulfato de amonio. Hervir la solucién, enfriar y
luego agregar 2 ml de hidréxido de amonio 2N. Agregar agua desionizada hasta 50 ml. Agregar 1 ml

del indicador. Titular con la solucién EDTA 0.01 M hasta que desaparezca el color rojo.

Célculos

Se utiliza | siguiente formula:
mg de Fe totral en la muestra = ml de EDTA x f x10 x 0.559

mg.de hierro x 100
mg de muestra inicial

% Hierro =
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Anexo 7: Determinacion de calcio en residuos calcinados

Fundamento

El método de complexométrico da Buenos resultados con la determinacién de calcio en
muestras de residuos sélidos. La titulacion se realiza con EDTA a pH 12 y usando como indicador
acido calcon carboxilico. La mayoria de los metales acompafantes precipitan, sin embargo, existen

interferentes como hierro y magnesio, que son enmascarados por el agregado de trietanolamina.

Procedimiento

Para la determinacion del calcio en la muestra, se toma de la solucién obtenida luego de calcinar
los residuos sélidos una alicuota de 10 ml con una pipeta volumétrica y colocarlo en un matraz de 250
ml. Agregar agua desionizada hasta completar 50 ml. Agregar la soluciéon de hidroxido de sodio 2N
hasta lograr un pH 12. Adicionar 1 a 2 puntas de espétula del indicador y 3 ml de solucion de
trietanolamina. Titular con solucion EDTA 0.01 M hasta que el color vire del rojo vino inicial a un azul

persistente.

Calculos

Los mg de Ca se calculan a partir de la formula:

mgde Ca=mlde EDTAx f x10x0.4008

mg de Ca
% Ca = x 100
mg de muestra
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Anexo 8: Determinacion de fosforo en residuos calcinados

Fundamento

El fosforo forma parte de un complejo de coloracion azul en presencia de reactivos que incluyen
molibdato de amonio, sulfato de 4-metil-aminofenol, &cido citrico y sulfito de sodio, en medio sulfdrico,

lo que permite su determinacion espectrofotométrica.

Procedimiento

La solucién obtenida luego de la calcinacion de la muestra de residuos solidos provee el
material para la determinacion del fosforo y otros elementos (hierro, boro, calcio y magnesio).Separar
0.2 ml de muestra de la solucion referida anteriormente y verter en un tubo de ensayo. Agregar 4.8 ml
de agua desionizada al mismo tubo. Agregar 1 ml de reactivo 1 y 1 ml de reactivo 2. Agitar, dejar
reposar 30 minutos como minimo para el desarrollo del color. Trasvasar la muestra preparada a las
celdas del espectrofotometro y medir la absorcién en la banda de 720 nm. Contrastar la medicion con

un blanco que contiene todos los reactivos menos la muestra.

Calculos

%P = Pid x 0.05

Donde: Pid = ugr de fosforo obtenida en la muestra de 0.2 ml
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Anexo 9: Test de normalidad- Lilleford

A. Comprobacion de normalidad de datos en el porcentaje de adsorcién de agua (%HAD)
para la variedad Blanca de Juli

Tests of Normality (Gltimos resultados)

N max D K-S-p Lilliefors - p

%HAD_Blanca 36 0130322 p>.20 p<.15

B. Comprobaciéon de normalidad de datos en el porcentaje de adsorcién de agua (%HAD)
parala variedad Pasankalla

Tests of Normality (ultimos resultados)

N max D K-S-p Lilliefors - p

%HAD_Pasankalla 36  0.113347 p>.20 p>.20

C. Comprobacion de normalidad de datos en el porcentaje de adsorcion de agua (%HAD)
para la variedad Negra Collana

Tests of Normality (ultimos resultados)

N max D K-S-p Lilliefors - p

0,
#oHAD_Negra 36 0133195 p>.20 p<.15
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Anexo 10: Fotos

Foto 1. Semillas germinadas de quinua de la variedad Blanca de Juli diferentes tratamientos

Nota. a) Variedad Blanca de Juli con H,O, por 36 hs a 20°C. b) Variedad Blanca de Juli con H»0, por
48 hs. a 25°C. ¢) Variedad Blanca de Juli con H20; por 48 hs a 25°C. d) Variedad Blanca de Juli con
H2SO, por 36 hs a 25°C
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Foto 2. Semillas germinadas de quinua de las variedades: Pasankalla y Negra Collana

Nota. a) Variedad Negra Collana con H>O; por 24 hs a 25°C. b) Variedad Negra Collana con HCI por
36 hs a 25°C- c) Variedad Negra Collana con H>SO4 por 36 hs a 25°C. d) d Variedad Pasankalla con
HCI por 36 horas a 25°C
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