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1. Resumen

Meéxico es uno de los centros de domesticacién mas importantes del mundo, a través de la historia
se logré la diversificacion alimentaria de muchas especies vegetales. Los quelites son parte de esta
diversidad que ha proporcionado seguridad alimentaria, y por sus caracteristicas de adaptabilidad
a factores externos dificiles para otros tipos de cultivo fueron apreciados desde la época
Prehispanica; con la llegada de los espafioles su consumo se vio limitado y en el presente se
utilizan sélo en ciertas zonas rurales del pais. La planta de amaranto (Amaranthus spp.) es
apreciada hoy en dia principalmente por la produccidon del pseuodocereal, el cual ha sido
ampliamente estudiado desde el punto de vista nutritivo, el aprovechamiento industrial y con
referencia al contenido de compuestos bioactivos. Esta planta también es productora de hojas
comestibles, con el nombre particular de “quintoniles”, el estudio del perfil de compuestos
bioactivos resulta del interés mundial por su accion benéfica a la salud. Es por eso que se podria
realzar la importancia de las hojas comestibles de la planta de amaranto como alimento.

El objetivo del presente trabajo fue realizar la identificacidn de los principales compuestos
bioactivos en 8 colectas correspondientes a diferentes especies de quelites de la familia
Amaranthaceae: A. hybridus L. (3 colectas), A. cruentus raza mexicana (2 colectas), A.
hypochondriacus raza azteca (2 colectas) y A. spinosus L. (1 colecta). Posteriormente hacer la
cuantificacion de los compuestos de mayor interés por técnicas de HPLC (amarantina, acidos
fendlicos y rutina), y CG (escualeno).

Esto se realizd con el establecimiento del método de secado mas apropiado (liofilizacidn, secado a
la sombra o secado por estufa) para la conservacion de dos tipos de compuestos principales
betalainas y fenoles; el método elegido fue el secado por liofilizaciéon. La cuantificacion de
compuestos totales se centrd en los siguientes grupos: betalainas (0.4-1.3 mg/ g muestra seca),
clorofilas (1.7-3.3 mg/ g muestra seca), carotenos (139.5-441.7 ug/ g muestra seca), fenoles (8.1-
12.9 mg/ g muestra seca) y flavonoides (6.9-8.4 mg/ g muestra seca), igualmente se realizé la
identificacion por CCF de acidos fendlicos, flavonoides, esteroles y escualeno.

Posterior a la determinacién de compuestos totales y CCF, se realizd la cuantificaciéon de
compuestos especificos: amarantina (4.4-225.4 ug/ g muestra seca), acidos fendlicos (47.7-1284.8
ug/ g muestra seca de diferentes acidos), rutina (0.4-0.7 mg/ g muestra seca) y escualeno (1.7-3.0
ug/ g muestra seca). Para el establecimiento de la concentracion de estos compuestos se realizé la
comparacién con estandares comerciales con excepcion de la amarantina, de la cual se realizé una
purificacién y caracterizada por RMN.

La presencia de los compuestos bioactivos identificados en este trabajo tienen valores similares a
los reportados en la literatura, algunas de las colectas reportadas en este trabajo podrian ser una
fuente importante de ellos.
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2. Introduccion

Los quelites son plantas que se definen como hierba o verdura tierna comestible, fueron
altamente valorados desde la época precolombina, registros en “Historia General de las Cosas de
la Nueva Espafia” (Cddice Florentino) los ubica como un elemento esencial en la cultura
prehispdnica con importancia en la alimentacién asi como su uso en rituales. A partir de la llegada
de los espaioles se dio una disminucidn importante en el consumo de quelites debido a que las
plantas nativas no eran aceptadas, siendo sustituidas por vegetales introducidos al continente
americano. Como consecuencia de todo el proceso de aculturacidn en la época prehispanica, el
conocimiento y uso de los alimentos nativos fue gradualmente perdido, lo que Ilevd a una notable
baja en su consumo, incluidos los quelites en la poblacién mexicana actual *.

La utilizacidn de quelites en México continua a pesar de la variabilidad en el uso en la dieta actual,
sin embargo este uso se limita muchas veces a comunidades locales donde se cultiva de manera
secundaria usado cuando otros elementos de la dieta empiezan a escasear; a pesar de esto, son
apreciados ya que no requieren grandes cuidados para su desarrollo agricola y el crecimiento de la
planta es relativamente rapido comparado con otros cultivos. En la cocina tradicional se incorpora
en crudo, cocidos, fritos o consumido como condimento °.

Las plantas de la familia Amaranthaceae se encuentran ampliamente distribuidas en el territorio
mexicano y su uso principal se enfoca a la produccién del grano de amaranto, conocido por su alto
contenido de proteinas ademds de su alta calidad bioldgica; sin embargo, también esta familia es
productora de los “quintoniles” (quelites de la familia Amaranthaceae), los cuales son consumidos
a lo largo del territorio mexicano principalmente en la zona de la Sierra Norte de Puebla y
constituyen una parte importante de la dieta local °.

Por otro lado, los compuestos bioactivos en alimentos han sido altamente estudiados en las
ultimas décadas, el cambio en la dieta de la humanidad donde se aprecian los alimentos con valor
agregado promueven su estudio. México es un lugar de alta diversidad bioldgica, no obstante, los
alimentos nativos han sido desplazados por alimentos introducidos limitando su consumo a
regiones especificas, tal es el caso de los quelites. Estudios enfocados a los alimentos nativos de
México han promovido la difusidn de consumo y produccién, desde la identificacion botanica
hasta la composicién nutrimental. Sin embargo, los estudios referentes a la identificacion de
compuestos bioactivos presentes en ellos son limitados y escasos.

Es conocido y estudiado el efecto positivo en la salud de los diferentes grupos de compuestos
bioactivos, los polifenoles son probablemente los mds estudiados por su accion bioldgica,
principalmente como antioxidantes, dentro de este grupo se encuentran los flavonoides y los
acidos fendlicos. Otro grupo importante en los compuestos bioactivos son los carotenos y
clorofilas, considerados de importancia principalmente por la atribucién del color que establece
pardmetros de calidad, aunque también son estudiados por la actividad provitaminica (para
carotenos) y antioxidante.




El escualeno como compuesto independiente, se ha estudiado principalmente en los granos de
amaranto, y se tiene interés en el debido a que es precursor del colesterol, y por su resistencia a la
peroxidacidn lipidica. Por dltimo, las betalainas son pigmentos presentes en la familia
Amaranthaceae, su presencia se limita a plantas del orden Caryophyllales (donde esta incluida la
familia Amaranthaceae) y son excluyentes de las antocianinas, la pigmentacién va desde el rojo
(para betacianinas) hasta amarillo (para betalainas) y la presencia en este tipo de quelites da una
mayor importancia en el estudio de la parte foliar de la planta del amaranto.

El estudio de los compuestos bioactivos en quelites de la familia Amaranthaceae sigue la
tendencia mundial de investigacion en alimentos con valor agregado, dando importancia no sdlo
como recurso alimenticio sino también como fuente de compuestos reportados como benéficos
para la salud.




3. Marco tedrico

3.1 Los quelites, plantas comestibles de México

México es uno de los centros de domesticacion de plantas mas importantes del mundo. Se
considera que la culminacion de la agricultura mesoamericana fue el agroecosistema denominado
“milpa”, entendido como cultivo simultaneo de maiz, frijol y calabaza, aprovechando las
caracteristicas de cada planta a lo largo de todo su ciclo de manejo agricola. Ademas de estas
plantas principales, se pueden incluir también otras dependiendo de las caracteristicas
ambientales y el consumo de alimentos local; estas pueden ser domesticadas como el chile y
asociadas (plantas toleradas y fomentadas en el sitio). Algunas de estas especies asociadas se
encuentran en vias de domesticacion, tal es el caso de los quelites. 2

Figura 1. Estructura de la milpa .

La riqueza y diversidad de alimentos consumidos por los pueblos mesoamericanos fue puesta en
segundo plano desde la llegada de los espafioles, es por eso que muchos de los elementos
componentes de la alimentacién en México se fueron perdiendo y relegando sdlo a sitios locales
sin tener mayor trascendencia en otros lugares.

Debido a su alto valor nutricional, su amplia adaptabilidad a condiciones ecoldgicas estresantes
para otros tipos de cultivos y la extensa gama de formas de aprovechamiento, principalmente en
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las zonas rurales, los quelites destacan dentro de un amplio conjunto de especies vegetales
utilizadas desde la época Prehispanica en la alimentacién humana por diferentes pueblos
mesoamericanos, hoy en dia tienen un papel importante en la alimentacién rural.

El nombre de quelite se deriva del término nahuatl quilitl el cual se interpreta como hierba o
verdura tierna comestible. El concepto de quelite es ampliamente usado en México e incluye hojas
y tallos tiernos comestibles, junto con algunas flores *.

Actualmente se conocen mas de 250 especies de quelites pertenecientes a diferentes familias
botanicas; cerca de 89% de las hierbas comestibles pertenecen a 6 familias de dicotileddneas:
Asteraceae, Apiaceae, Fabaceae, Amaranthaceae, Chenopodiaceae y Brassicaceae; en las
estadisticas agricolas nacionales tienen poco significado econdmico tanto por la superficie
cosechada como por el valor de la cosecha, sin embargo, tienen un gran valor social y alimenticio.
Entre ellos destacan el quelite cenizo (Chenopodium dlbum), el chipilin (Crotalaria guatemalensis),
la chaya (Cnidoscolus aconitifolius), la verdolaga (Portulaca oleracea), la lengua de vaca
(Sansevieria trifasciata), y el romerito (Suaeda calceoliformis) 2.

Figura 2. Tipos de quelites. a) quintonil rojo, b) verdolaga, c) romerito d) chipilin.



https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Suaeda_calceoliformis&action=edit&redlink=1

Se reporta produccién de papalo (Porophyllum ruderale), huazontle (Chenopodium berlandieri) y
quintoniles (Amaranthus spp.) en las estadisticas agricolas nacionales con un rendimiento
promedio de 12.68, 10.91 y 9.62 ton/ha respectivamente (Figura 3) siendo el papalo el de mayor
produccién y el que menos fluctuaciones ha tenido a lo largo del periodo reportado y representa
el total de la produccién del 2003 al 2013 °.

PRODUCCION DE QUELITES EN MEXICO (2003-2013)

e
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Figura 3. Datos estadisticos de la produccion de quelites en México durante el periodo 2003-2013 ’,

3.1.1 Etnobotanica de los quelites

El estudio de las plantas utilizadas como alimento por las poblaciones antiguas se hace a partir de
materiales botdnicos que se recuperan de los sedimentos de excavaciones arqueoldgicas de
diferentes zonas de la cuenca de México (Figura 4).

Cuadro 1. Diferentes nombres de quelites e,

Nombre S. XVI Nombre popular Nombre cientifico
uauhzontli huazontle Chenopodium berlandieri
itzmiquilitl verdolaga Portulaca oleracea
iztaquilitl romerito Suaeda calceoliformis
epacotl epazote Dysphania ambrosioides
papaloquilitl papalo Porophyllum ruderale

(1o )
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Figura 4. Localizacion de los sitios arqueolégicos estudiados en la cuenca de México .

Los materiales encontrados se dividen en: macroscdpicos (semillas, frutos y madera carbonizada)
y microscépicos (polen, fitolitos y granulos de almiddn). Una de las fuentes mds importantes de
informacién sobre los recursos y la alimentaciéon de las comunidades indigenas del centro de
Meéxico es la obra titulada “Historia general de las cosas de la Nueva Espafia” también conocida
como Cddice Florentino, en esta obra describen las plantas comestibles dividiéndolas en cocidas,
crudas y condimento °.

e Hierbas cocidas, hay evidencias botdnicas arqueoldgicas de amaranto, se menciona que
sus hojas (uauhquilitl) se comian cocidas, con ellas se podia hacer tamales (quiltamalli) y
tortillas de maiz molido mezclado con hojas (quillaxcalli). También se consumia el
huazontle cuyas hojas eran comidas cuando estaban tiernas, se cocian y se exprimia el
agua. Otra hierba que se consumia era la verdolaga recuperada en varios sitios
arqueoldgicos.

e Hierbas crudas, el romerito ha sido encontrado en los sitios de Xaltocan, Michpilco y
Cuanalan en la Cuenca de México se describe como una planta pequeia y salada. En
Xaltocan, Iztapalapa, Otumba y Cuanalan se recuperaron semillas de cola de zorro que ha
sido considerada por algunos autores como el primer cereal importante en América.

e Condimento, destaca principalmente el epazote presente en las zonas de Xaltocan,
Iztapalapa, Cuanalan y Temamatla, se describe como una hierba muy olorosa y principal
uso en salsas y con propiedades medicinales.




Figura 5. Quelites: izquimilitl, quiltonilli, aixochiquilit! e,

3.1.2 Formas de consumo de quelites

Los quelites forman parte de la llamada dieta complementaria, que junto con la dieta bdsica,
conforman el patrén alimenticio de gran parte de la poblacion mexicana (aunque en muchas
ocasiones llegan a constituir el plato fuerte de la comida tradicional), actualmente en México son
consumidos por numerosos grupos étnicos en todas las regiones del pais.

El consumo de las hojas y tallos tiernos se da durante la etapa vegetativa de la planta hasta el
momento de la floracidn, se hace el corte para el consumo cuando se presenta una inflorescencia
inmadura de 2 cm, misma que se retira al momento de prepararlos para su ingesta ’.

Las formas de preparar los quelites son variadas y puede darse la combinaciéon de dos o mas de
ellas en ciertas especies

e Encrudo, no se hace preparacion, las plantas se consumen directamente.
e Hervidos, los quelites se ponen en agua hirviendo por determinado tiempo.
e Fritos, se cocinan en aceite hirviendo o en manteca.

e Al vapor o asados, se cuecen en su propio jugo ya sea sobre un comal o dentro de un
recipiente tapado.

Los quelites se combinan con sopas, tacos, quesadillas, pinole o esquites. En algunos platillos
constituyen el componente principal, pero también puede ser el condimento que proporciona
diferentes sabores y aromas ®.
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Figura 6. Formas de cocinado de quelites. a) verdolagas con carne, b) romeritos con mole, c) tamal de chipilin.

En ocasiones, mas que como alimento, los quelites son usados como condimento o como sustituto
del tomate o jitomate, tal es el caso del papaloquelite, del cilantro (Coriandrum sativum) y de los
xocoyolis (Begonia spp.)

En el caso del consumo de quintoniles en la Sierra Norte de Puebla, no se mezclan el quintonil rojo
(A. hypochondriacus L.) y el quintonil blanco (A. cruentus L.), algunas veces son combinados con
otro quelite cuando alguno de ellos escasea, como en el caso del quintonil blanco que se combina
con la verdolaga en un guiso que lleva salsa verde y carne de cerdo. Es mas apreciado el quintonil
blanco pues se considera menos agresivo para el cultivo. Ambas especies son utilizadas también
como forraje para ganado porcino y aves de corral >.

3.2 Quelites de la familia Amaranthaceae

El grupo de plantas pertenecientes al género Amaranthus spp. incluye ciertas especies de quelites,
ademas de proporcionar semillas para su uso como pseudocereal se producen hojas comestibles,
las cuales son llamadas con el término “quintoniles” ’.

El estudio del amaranto como planta productora de grano es amplio, sin embargo ha sido poco
estudiado como planta productora de verdura °. Dentro de las especies mas comunes que existen
en México se encuentran: A. hybridus, A. spinosus, A. hypochondriacus y A. cruentus, de las cuales
existen diferentes razas; La distribucién y el consumo son amplios en el territorio nacional con
reportes de presencia principalmente en la zona centro sur de México dentro de la zona
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biogeografica del Eje Volcanico Transmexicano en los estados de Puebla, Morelos, Tlaxcala,

Oaxaca, México y Ciudad de México asi como en la regidn biogeografica de la Sierra Madre del Sur,

su uso se da entre numerosos pueblos indigenas, principalmente en la Sierra Norte de Puebla %,

Figura 7. Quelites de la famila Amaranthaceae. a) A. spinosus, b) A. hypochondriacus, c) A. hybridus, d) A. cruentus )

3.2.1 Taxonomiay caracteristicas botanicas del género Amaranthus

La familia Amaranthaceae comprende alrededor de 70 géneros y cerca de 800 especies de hierbas
anuales de origen tropical, que se adaptan bien a climas templados. Ha evolucionado en regiones
calidas, secas y con suelos salinos, lo que da como resultado adaptaciones anatdmicas vy
fisioldgicas especiales.

El género Amaranthus comprende hierbas anuales (muy rara vez perennes), monoicas, dioicas o
poligamas, a continuacion se presentan las caracteristicas botanicas generales de la planta *.
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Tallos postrados, erectos, ascendentes o infrecuentemente decumbentes, simples a muy
ramificados, glabros a vilosos, tricomas pluricelulares, blanquecinos o amarillentos,
simples o espiralados.

Hojas alternas, rara vez un par de espinas presentes en la base de las hojas, coridceas a
membrandceas, a veces suculentas, (venas muy notorias en el envés, blanquecinas a
amarillentas), glabras, vilosas o vilosas-glandulares en el envés, margen entero a ligera-
mente sinuado, base redondeada a deltoide y/o atenuada, a veces asimétricas, sésiles a
pecioladas.

Inflorescencias de tipo espigas (simples o compuestas), racimos o paniculas de espigas
(flores congestionadas hacia el apice); axilares y/o terminales (las terminales alargadas y
las axilares generalmente en pequefios glomérulos o ambas).

Raquis primarios viloso, viloso-glandular a glabro, generalmente sésil o pedunculado.
Raquis secundarios vilosos, viloso-glandulares a glabro, sésiles. Raquis terciarios rara vez
presentes.

En el Cuadro 2 se observan las caracteristicas botanicas para determinadas especies de la planta

de amaranto

Cuadro 2. Caracteristicas botanicas de diferentes especies de Amaranthus 10

0

Especie/
Caracteristica A. hypochondriacus L. A. cruentus L. A. hybridus L.
botanica
Altura Hasta 3m de altura Hasta 2m de altura Hasta 2.5m de altura
Elipticas rombo-
ovatinadas u ovato- .
Ovaladas u ovado-oblongas Muy variables: ovadas,
. - . lanceoladas -
Hojas Apice agudo o acuminado lanceoladas, elipticas

Base cuneada o aguda

Apice agudo obtuso o
acuminado
Base cuneada o aguda

rombicas etc.

Inflorescencia

Gran tamafio

Con espigas y paniculas
laterales

Densa erecta y espinosa

Espigas suaves y laxas
Paniculas en la parte
superior

Laxa
Con muchas espigas
laterales

Presenta 5 tépalos

Presentan 5 tépalos

Tépalos pequefios

Ligeramente curveados Rectos, oblongos u .
Flor , Ligeramente
Mas largos que en otras oblongos-
. . curveados
especies obovatinados
. Coloracién blanca,
. Coloracién blanca, dorado, . , L.
Semillas . amarilla marrén o Coloracién oscura
café y negro
negra



El germoplasma de amaranto disponible en la actualidad muestra una gran diversidad morfoldgica,
producto de un alto grado de cruzamiento y de multiples criterios de seleccion por parte de los
agricultores. La clasificacion dentro del género Amaranthus ha sido dificil debido a que las
caracteristicas usadas muestran una alta segregacién dentro de las poblaciones. Dentro de los
descriptores usados para la caracterizacion y evaluacién del germoplasma del amaranto se
consideran tanto la produccidon de grano como de verdura. La caracterizacidén es el registro de
caracteres altamente heredables de una planta, que pueden ser distinguidos a simple vista y que
se expresan en todos los ambientes 2.

La regién de la Sierra Norte de Puebla ha sido una de las regiones donde el uso del amaranto como
verdura ha tenido un papel muy importante y presenta una gran diversidad morfoldgica y una
fuerte hibridacion, dentro de las caracteristicas que se toman en cuenta para su clasificacién estan

. .pe .z 12
Cuadro 3. Caracteres considerados para la clasificacion del germoplasma de amaranto .

Durante la floracion Después de la floracion Durante la madurez
Color: tallo hojas e . .
) ! y Longitud y didmetro:
inflorescencias L . .
. . . Diametro: tallo inflorescencia
Forma: hojas e inflorescencia . . .
Longitud y Ancho: hoja Color: semilla

Densidad: inflorescencia vy

e Altura total: planta
ramificacion lateral P

3.2.2 Diversidad de quintoniles en la Sierra Norte de Puebla

En la zona de la Sierra Norte de Puebla se lleva a cabo un proceso muy activo de domesticacién del
amaranto como verdura, es por eso que la identificacion taxondmica se vuelve complicada, el
modo de siembra de las plantas usadas como quelite pueden darse de 3 maneras principalmente®:

e Cultivada. Son aquellas plantas que durante su ciclo de vida reciben manejo y cuidado por
parte del ser humano. Se debe puntualizar que, las plantas domesticadas son cultivadas,
pero no todas las cultivadas son domesticadas.

e Fomentadas o inducidas. El tipo de manejo consiste en diferentes estrategias dirigidas a
incrementar la densidad de poblacidn de las plantas utiles en sus habitats naturales.
Incluye la siembra de semillas o la propagacidn intencional de estructuras vegetativas en
los mismos lugares ocupados por las poblaciones de plantas silvestres o arvenses.
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e Arvenses y Ruderales. Se define una planta como “maleza” cuando su poblacion se
desarrolla en situaciones con un fuerte grado de estrés causado por el hombre. Incluye
por una parte, las especies llamadas “agrestes” o arvenses que entran a los campos de
cultivo y, por otro, lado estan las “ruderales”, que pueden encontrarse en sitios con
vegetacién perturbada o a lo largo de los caminos. Sin embargo, no es posible establecer
una linea entre estos dos tipos de maleza, ya que una especie puede ocupar ambos
habitats.

La manera en que se da esta manipulacidon de las plantas es para la mejora o estimulo de
crecimiento, esta interaccion constante entre especies para el aumento intencionado de densidad
de la poblacién de plantas atiles incluye siembra de semillas especificas o propagacién intencional
de ciertas especies.

Este tipo de variantes en el manejo de las plantas de quelites provoca que ciertas especies puedan
presentar caracteristicas botdnicas y composicionales “mezcladas” sin tener que cambiar de
especie y/o variedad, a continuacion se muestra la gran variedad de caracteristicas fisicas
presentes en las hojas de amaranto.




3.2.3 Composicion nutrimental

La planta de amaranto es un cultivo importante en su uso como verdura y semilla con alto valor
nutricional, generalmente se utiliza como fuente importante de nutrientes en paises en vias de
desarrollo debido a que representan una forma econdmica y de facil obtencion de alimento. A
continuacién se presenta la composicidn nutrimental reportada en diferentes estudios.

Cuadro 4. Composicion nutrimental de hojas de amaranto

Especie Humedad Proteina Lipidos Fibra Carbohidratos Referencia
P (%) (%) (%) (%) disponibles (%)
A. hybridus L. 83.48 17.92° 465"  8.61° 52.18° Ak“;‘fgﬂ’ oy
A. cruentus 72.93 4.46 3.0 10.4 10.4 Kwenin y col.
Amaranthus spp. 8135 5 49° i 79 5¢ i Shukl?ey col.

(AV-35)

9% peso seco, b g/ 100 g peso fresco , ¢ mg/ g peso fresco

Se reconoce a la planta de amaranto como una fuente importante de proteina equilibrada
respecto a la composicién de aminoacidos en especial la parte de la semilla, estudios indican que
la calidad nutricional de las semillas de los amarantos cultivados es mejor que en muchos cereales,
se presentan mayores niveles de treonina, arginina, triptofano y lisina comparado con otros
cereales .

e Otros compuestos estudiados

El estudio de otros compuestos presentes en las hojas de amaranto se reportan para fitatos,
taninos y oxaltos. Los fitatos pueden provocar una mala absorcién de minerales y aminodcidos
como la niacina debido a su naturaleza quelante, es reportado una concentracién en un rango de
0.52-0.61% presente en especies de A. hybridus, hypochondriacus y cruentus. El efecto de los
taninos puede afectar el crecimiento de los animales pues evitan su consumo por la caracteristica
de astringencia al paladar, se reporta un contenido de 0.043-0.116% de equivalentes de catequina
presente en especies de A. hybridus, hypochondriacus y cruentus .

El contenido de oxalatos se monitorea por la formacidn del oxalato de calcio con la presencia de
iones calcio, provocando su precipitacion obstaculizando los conductos renales, se reporta el
contenido de 3-16.5 g/kg en hojas de diferentes cultivos de amaranto y en una cantidad de 0.6-

0.11% de acido oxalico en la parte foliar de 10 cultivos de amaranto ***°.
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3.3 Compuestos bioactivos

La definicidon de compuesto bioactivo de acuerdo a Biesalski y col., en el 2009 20 se establece como
los compuestos esenciales y no esenciales que estan presentes en la naturaleza y son parte de la
cadena alimenticia, que se ha probado que tienen un efecto positivo en la salud humana.

*! identifica 4 clases principales de

La clasificacién establecida en Dillard y German en el 2000
compuestos bioactivos presentes en las plantas: terpenoides, metabolitos fendlicos, alcaloides y
otros compuestos con nitrégeno. Los terpenoides incluyen monoterpenos, iridoides,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, saponinas, fitoesteroles, carotenos, entre otros. Dentro
de los metabolitos fendlicos se encuentran antocianinas, benzofuranos, cumarinas, flavonoides,
flavononas, flavonoles, isoflavonoides, lignanos, acidos fendlicos, estilbenoides, taninos, xantonas,
etc. Los alcaloides incluyen betalainas, indoles, quinolinas, isoquinolinas, pirrolidina, entre otros.
Finalmente los compuestos con nitrégeno encuentran glucosidos cianogénicos, glucosinolatos,
purinas y pirimidinas. Es importante puntualizar que se establecen dosis predeterminadas para
algunos de los compuestos mencionados en la clasificacion. A continuacion se presentan los
principales compuestos bioactivos presentes en quelites de la familia Amaranthaceae y los valores

de concentracién reportados en la literatura.

Terpenoides Metabolitos fendlicos
0}
Oil
(6]
S (0] (0]
Monoterpenos Iridoides .
o Cumarinas
Flavonoides HO o
Carotenos
HO OH
OH
Compuestos con nitrégeno Acido tanico
CHg Alcaloides
HOH,C o
b (D
N >
HO H N
OH
Indoles Quinolinas

Glucosidos cianogénicos

Figura 9. Estructuras quimicas de compuestos bioactivos
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Cuadro 5. Valores reportados en la literatura de compuestos bioactivos totales en hojas de amaranto

Especie de Betalainas totales Clorofilas totales Carotenos totales Flavonoides totales Fenoles totales Referencia
amaranto (ng/ g PF?) (ng/g PF?) (ng/g PF?) (ng/g PF?) (ng/g PF?)
A. Khanam y Oba
hypochondriacus 592.3+81.9 500 £ 0.09 50+0.0 77.7 £10.6 158.1£10.6 2013 22 y ’
raza nueva azteca
A.

j Kh
hypochondriacus 557.5+ 122.4 480 +0.6 50+ 0.0 62.6+5.8 115.8+2.2 anam y Oba,
raza linea 2013
mexicana

. tri Kh

A. tricolor raza Alto 1127.9 853 710+ 1.5 90+0.3 53.6 +4.5 1334+7.6 anamy Oba,
pati 2013
A. tricolor raza 997.9+112.8 570 + 0.8 60 +0.1 64.6+7.5 143.9+45 Khanam'y Oba,
Baromashi 2013
A. 16.90+2.17° - - 11.40 0.17° 14.94 +0.32° Hongyan y col.
hypochondriacus e Y R 2015 %

H .
A. caudatus 20.93 + 1.82° ; - 6.51 +0.09¢ 10.47 + 0.36° ohad ki

2015 %

® PF: peso fresco, ® pg/ 100g peso seco, “mg catequina /g peso seco, * mg ac. galico/g peso seco

——
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3.3.1 Betalainas

e Caracteristicas quimicas

Las betalainas son pigmentos nitrogenados solubles en agua, son derivados de imonio del acido
betaldamico, es el cromdforo presente en todas las estructuras de betalainas (Figura 10a); el tipo de
adicion al residuo del acido betalamico determinara la clasificacién de la betalaina. De acuerdo a
su estructura quimica se dividen en betacianinas (color rojo-violeta) y betaxantinas (amarillo) **.
Ambos grupos de moléculas son épticamente activas ya que poseen dos centros quirales en C-2 y
C-15. La hidrélisis de la betacianina produce la betanidina o el epimero en C-15 isobetanina o una
mezcla de las dos agliconas .

Las betacianinas, del latin beta: raiz y griego cyaneos: azul (Figura 10b), son el resultado de la
condensacion del acido betaldmico con un residuo del ciclo-3,4-dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA),
la condensacién del acido betaldmico (Figura 10a) con la estructura fendlica del ciclo-DOPA
extiende la resonancia electrénica dando una absorbancia maxima de 535-540 nm. La betanidina
(Figura 10b) es el aglicon de la mayoria de las betacianinas, el patrén de coloracién dependera de
los diferentes tipos de sustitucion (glicosilacion y acilacidn) en el ciclo-DOPA en las posiciones 5 o
6 de la betanidina resulta en las diferentes estructuras de las betacianinas **%°.

Las betaxantinas, del latin beta: raiz y el griego xanthos: amarillo (Figura 10c), son productos de
condensacién del 4cido betaldmico y aminoacidos o aminas. Dependiendo de la estructura del
compuesto al que se una el acido betaldmico es el maximo de absorcién que esta entre 460 y
480nm. Las betaxantinas mas estudiadas son la glutamin-betaxantina (vulgaxantina) en el betabel
(Beta vulgaris L.) e indicaxantina (betaxantina-prolina) que es el pigmento predominante en las
tunas amarillas de nopal (Opuntia ssp.) *° .

R0
H R
0 ~y 3
| R,0 2
@
o
N ICOOH
(@ | (b) (c)
Hooc™ Sy COOH =
| | HoOCY N COOH
15
H \\\\\“ H
HOOCY N COOH

H

Figura 10. Estructura de betalainas, precursor de betalaina. (a) acido betalamico, (b) betacianina, R1=R2=H betanidina,

R1= B-glucosa R2= H betanina, (c) betaxantina R3= amina o aminoacido “,
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¢ Fuentes de betalainas

Una de las principales caracteristicas de las betalainas es que su presencia se limita
exclusivamente al orden Caryophyllales, dentro de este orden se encuentran las familias: Aizoceae,
Amarantahceae, Basellaceae, Cactaceae, Chenopodiaceae, Holophytaceae, Nyctaginaceae,
Phytolaceae y Portulacaceae. Otra caracteristica importante de este grupo de compuestos es que
la presencia de betalainas y antocianinas en la misma planta son mutuamente excluyentes, no se
ha reportado hasta el momento la presencia de ambos compuestos en una misma planta 2%,

La fuente de betalainas mas conocida es el betabel (Beta vulgaris L.), el cual contiene dos de los
pigmentos mas conocidos: betanina (una betacianina) y la vulgaxantina | (una betaxantina). Otras
fuentes conocidas de betalainas son las plantas de género Amaranthus de las cuales se conocen
mas de 60 especies, se utiliza como planta productora de grano y hojas comestibles asi como
planta ornamental y de forraje. La tuna (Opuntia spp.) muestra una gran variedad de coloraciones
dependiendo de la especie, lo que indica una mezcla en diferentes proporciones de betacianinas
con betaxantinas. La pitaya roja o fruto del dragdn (Hylocereus polyrhizus) conocido por su color
morado intenso y pequenas semillas, presenta alto contenido de betacianinas como betanina,
filocactina, hilocerenina y sus isémeros 2

9




A continuacidn se presentan diferentes ejemplos de betalainas reportadas en los diversos recursos

vegetales como fuentes de betacianinas y betaxantinas

Cuadro 6. Diferentes tipos de betalainas reportadas .

Grupo Tipo Nombre Fuente

Betanina Filocactina Cactus de Navidad (Schlumbergera buckelyi)

- Hilocerenina Pitaya de Costa Rica (Hylocereus costaricensis)

Betacianina - P
. " Amaranto plumoso (Celosia argéntea var.
Amarantina Iresinina
Plumosa)

Gomferenina Gomferenina | Amaranto globoso (Gomphrena globosa)
Derivado de Portulacaxantinall  Portulaca/ flor de seda (Portulaca grandiflora)
aminoacidos Triptofano-

Betaxantina

betaxantina Amaranto globoso (Gomphrena globosa)

Derivado de amina

Amaranto plumoso (Celosia argéntea var.

Miraxantina V
Plumosa)

El tipo de betalaina mas representativa en la familia Amaranthaceae es la amarantina (betanidina

5-0-B-glucuronosilglucosido), es una mezcla de acido glucurdnico, glucosa y dos tipos de aglicon:

betanidina e isobetanidina (por el epimero en C-15) conocidos como amarantina e isoamarantina.

La proporcion de amarantina e isoamarantina puede variar dependiendo de la especie, es

reportado que en hojas de A. cruentus el porcentaje de amarantina es del 82% mientras que el de

isoamarantina es de sélo el 18%. El glucdsido amarantina es soluble en agua y alcohol acuoso, con

una absorcidon maxima a 535-537 nm, con férmula empirica C3H3sN,019 con un peso molecular de

727Da .
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Figura 12. Estructura de la amarantina (R1=R2=H) 4
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e Presencia de betalainas en la familia Amaranthaceae

La identificacién del tipo de betacianinas presentes en diferentes especies de la familia
Amaranthaceae fue reportado en Cai y col. en el 2001 * a través del perfil de HPLC-MS . A
continuacién se presenta el perfil cromatografico del tipo de betacianinas encontradas

Cuadro 7. Identificacion de las betacianinas presentes en la familia Amaranthaceae en el orden de elucion de acuerdo
. . s 32
al tiempo de retencion ~*.

Pico Nombre Tiempo de retencién (min) [M+H]
1 Amarantina 10.71 727
1 Isoamarantina 12.01
2 Betanina 14.77 551
2’ Isobetanina 16.66
3 Iresinina | 17.49 871
3’ Isoiresinina | 18.37
4 Celosianina | 19.90 872
4 Isocelosianina | 20.56
5 Celosianina ll 21.32 903
5’ Isocelosianina Il 22.11
6 Gomferenina | 32.83 551
6’ Isogomferenina | 35.19
7 Gomferenina Il 58.34 697
7’ Isogomferenina Il 59.10
8 Gomferenina lll 61.58 727
8’ Isogomferenina Il 63.59

El contenido promedio de amarantina e isoamarantina entre 40 genotipos de 37 especies en 8
géneros expresado en porcentaje total de drea de pico fue de 91.5 y 2.8% respectivamente
indicando que son las betacianinas predominantes en esta familia.

e Propiedades bioldgicas de las betalainas

En los ultimos afios, las betalainas han mostrado potencial como compuesto bioactivo importante.
A continuacion se muestran los estudios en relacién a beneficios a la salud que se han reportado:

*  Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las betalainas se ha demostrado en diversos estudios quimicos y
bioldgicos, estudios como capacidad antioxidante con equivalente TROLOX, ensayo de DPPH, y
ensayo de ABTS, se ha demostrado que los extractos de betacianinas de betabel generan una
accion inhibitoria de radicales libres. El acido betaldmico es la estructura mas simple relacionada
con las betalainas, se considera como la unidad bioactiva basica de estas moléculas, se ha
estudiado que la capacidad antioxidante aumenta con la conexién de la estructura resonante
caracteristica de esta betalaina con estructuras como los anillos aromaticos *. Se ha encontrado
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que las betalainas de tuna inhiben la peroxidacion lipidica y hemo-descomposicion a bajas
concentraciones *°. Por parte de los experimentos de biodisponibilidad (definido como la cantidad
de sustancia activa absorbida después de la administracion oral) se han estudiado extractos de
betabel y tuna, mostrando que tanto el tipo de betalaina como la matriz alimenticia afectan la
biodisponibilidad, estudios in vitro de digestion de betalainas mostraron que la indicaxantina es
mas resistente que la betanina al ambiente fisioldgico asi como las enzimas gastrointestinales, es

posible que existan vias de excrecion diferentes a la renal ***.

*  Propiedades anticancerigenas

Debido a la accién inhibitoria de radicales libres de las betalainas, como consecuencia, estas
moléculas pueden prevenir enfermedades cardiovasculares y cancer. Se ha estudiado que las
betalainas tienen la capacidad de inducir la produccidon de la enzima quinona-reductasa en
experimentos in vivo en ratas, esta enzima cumple funciones desintoxicantes asociadas a la
prevencion del cancer *°. También las betalainas provenientes de la tuna han mostrado actividad
antiproliferante de células cancerigenas, por otro lado, se ha encontrado que la betanina induce la
apotosis independientemente de la dosis y el tiempo en una linea de leucemia humana mieloide
crénica (K-562) » %,

*  Efecto antilipidemico y antimicrobiano

Los extractos de plantas con betalainas pueden usarse para disminuir los niveles de lipidos debido
a que son libres de efectos secundarios y no tdxicos. Se ha reportado que las betalainas inhiben la
mieloperoxidasa y oxidacion lipoprotéica promovida por nitratos por la inhibicién de radicales
lipoperoxiles *°. En un estudio publicado por Coloaco e Clemente y Desai en el 2011 *’ utilizaron
extractos de A. tricolor con contenido de betalainas en ratas diabéticas, se mostré una reduccion
del colesterol en sangre, en los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL por las siglas en
inglés), ademas del aumento de las lipoproteinas de alta densidad (HDL). También se ha reportado
que las betalainas tienen efecto antimalaria y antimicrobiano en extractos de Amaranthus
spinosus y Opuntia matudae *°.

3.3.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios encontrados en las plantas. Se tiene gran
diversidad de estructuras incluyendo moléculas simples, como los acidos fendlicos, y los
polifenoles entre los que se encuentran estilbenos, flavonoides y polimeros. ComiUnmente se
utiliza el término polifenol como compuesto fendlico, sin embargo, este término sélo aplica para
los compuestos que tengan al menos dos anillos fendlicos . A continuacién se describen los
compuestos fendlicos de principal interés en la familia Amaranthaceae.

27

——
| —



3.3.2.1 Acidos fendlicos

e Caracteristicas quimicas

Los acidos fendlicos se refieren al grupo de compuestos que poseen funcionalidad de &cidos
carboxilicos, estdn constituidos por dos estructuras de carbono caracteristicas en la Figura 13 se
presentan 3 tipos de estructuras, a) tipo hidroxicinamico (X,) b) tipo hidroxibenzdico (X;) donde el
esqueleto basico se mantiene del mismo modo, sin embargo, el nimero y posiciones de los grupos
hidroxilo en el anillo aromatico establece cierta variedad en las estructuras y c) andlogos aldehidos
(X.), ejemplos como 4&cido caféico, vainillinico, ferulico y protocatecoico estan presentes
frecuentemente en las plantas *°.

0]
H ‘\ \
X= 7\ OH
Rs X
o]
R4 Ry Xp= N, OH
Rs o
Xe= -~ H
R, R;3 R, Ry X Nombre comun
H -OCH; -OH H a Acido ferulico
H -OH -OH H a Acido caféico
H H H H b Acido benzdico
H H -OH H b Acido p-hidroxibenzdico
-OH -OH -OH -OH b Acido gélico
H -OCH; -OH H c Vainillina

Figura 13. Estructura de los acidos fendlicos >

e Fuentes de acidos fendlicos

El contenido de acidos hidroxibenzdicos en las plantas comestibles, es en general muy bajo, con la
excepcion de algunos frutos rojos, el rdbano negro, y las cebollas que pueden contener varios
miligramos por kilogramo de peso fresco. El té verde es una fuente importante de acido galico,
pudiendo contener mas de 4.4 g/kg de peso fresco. Ademas, los acidos hidroxibenzdicos son
componentes de complejas estructuras como los taninos hidrolizables (galotaninos en mangos y
elagitaninos en frutos rojos como fresas, moras azules y rojas).
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Los acidos hidroxicinamicos son mas comunes (principalmente caféico, ferulico y sinapico),
generalmente se encuentran en forma ligada, aunque pueden ser liberados por tratamientos
como congelamiento o fermentacion. El acido caféico es generalmente el acido mas abundante en
la mayoria de las frutas, existen cantidades importantes en el kiwi. El dcido ferulico es el acido mas
abundante encontrado en los granos, presente principalmente en la aleurona y en el pericarpio los
cuales contienen un 98% del total de acido ferulico, harina de arroz y avena contienen
aproximadamente63 mg/kg sin embargo harina de maiz es reportado un contenido tres veces
mayor *°.

e Presencia de acidos fendlicos en la familia Amaranthaceae

Existe una gran diversidad de acidos fendlicos reportados en hojas de amaranto, en el Cuadro 8, se
muestran los tipos de acidos fendlicos presentes en algunas especies de amaranto.

Cuadro 8. Acidos fenédlicos reportados en la literatura en hojas de amaranto

Especie de Amaranthus spp. Acidos reportados Referencia

. Galico, vainillinico, siringico, salicilico, elagico, caféico
A.  hypochondriacus  raza ' >, SITNBICO, 11C0, €1agico, ’ Khanamy Oba,
clorogénico, cumarico, sinapico, cinamico

22
nueva azteca 2013
Galico, protocatecoico, clorogénico, 2,4-
L . . - . Hongyan y col.
A. caudatus dihidroxibenzoico, ferulico, salicilico 23
2015
. - - . R Repo-Carrasco-
. Caféico, ferulico, cumarico, benzdico, vainillinico .
A. caudatus (semilla) Valencia y col.

2010

3.3.2.2 Flavonoides

e Caracteristicas quimicas

Los flavonoides estan clasificados como polifenoles y cuentan con un esqueleto de difenilpropano
(Cs C5 C¢) Dentro de esta familia se incluyen los flavanoles, flavanonas, antocianidinas, flavonas y
flavonoles. Las diferencias estructurales con cada grupo se dan por la diferencia entre el nimero y
arreglos de los grupos hidroxilo asi como la forma de acilacidn y glicosidacién. Las flavonas y
flavonoles mas abundantes son las que estan hidroxiladas en las posiciones 3’ y 4’ del anillo B, en
los flavonoides la posicién mdas comun de glicosidacion es en los carbonos 3 y 7 (aunque menos
frecuente). La glucosa es el residuo de azlcar mas frecuente, aunque también puede haber
sustituciones con galactosa, ramnosa y xilosa 2,
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Estructura basica de un flavonoide

(0]
fo) (0]
Chalconas Flavonas

(e}

(@)

H
OH

(6]

(e}

Flavonoles Flavanonas

Figura 14. Estructura quimica de diferentes flavonoides

e Fuentes de flavonoides

El alforfén o trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) se reporté como la mayor fuente de rutina,
la parte aérea de la planta (hojas y flores) contiene aproximadamente de 2 a 10% del peso seco. Se
reportan mas de 70 especies con contenido importante de rutina entre las que se encuentran,
ruda (Ruta graveolens L.), séfora (Sophora japonica L.), maranta (Maranta leuconeura E.), también
se ha podido extraer un 1.5% de rutina a partir de extracto de hojas de tabaco. La catequina se
encuentra en muchos tipos de frutos, el durazno (Prunus armeniaca) es de las fuentes mas
abundantes con 250 mg/kg de peso freso, también estan presentes en el vino tinto (300 mg/L)
también el té verde y el chocolate son fuentes importantes. La fuente mas representativa de
quercetina es la cebolla distribuida principalmente en la zona externa (piel y aros) en una cantidad

aproximada de 2604 mg/kg de muestra seca “>*>*,
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e Presencia de flavonoides en la familia Amaranthaceae

Existen diversos estudios que reportan la diversidad de flavonoides presentes en la planta de
amaranto, a continuacién se presentan los flavonoides que se han estudiado

Cuadro 9. Flavonoides presentes en la planta de amaranto reportados en la literatura

Especie de Amaranthus spp. Flavonoides reportados Referencia
| tina, hi i ti Kh
A. hypochondriacus soquercetina, hipersoido, rutina ana;n y Oba,
2013
. Quercetina Miean y col. 2001
A. gangeticus 45
A. cruentus var. Rawa (brote) Rutina fﬁasko y col. 2008

e Propiedades bioldgicas de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son altamente estudiados pues los relacionan con beneficios a la salud y
prevencion de enfermedades. Debido a su presencia, ciertos alimentos son clasificados como
alimentos funcionales por las altas concentraciones de diferentes tipos de compuestos fendlicos.

*  Actividad antioxidante

La propiedad mds estudiada y conocida es su capacidad antioxidante, se centra principalmente en
su consumo en la dieta diaria para el beneficio de la salud. Se estima que el consumo promedio es
de 25mg/g de alimento al dia. El alto contenido de compuestos fendlicos se puede relacionar con
la inhibicidn del dafio oxidativo que conduce a enfermedades, son responsables de la inhibicién de
la oxidacién del colesterol de baja densidad y es reportado un efecto benéfico sobre
enfermedades como la arteriosclerosis por el consumo constante de frutas y verduras ricas en
fenoles simples. En caso de los flavonoides se ha reportado que la capacidad antioxidante
depende de la configuracién, sustituciéon y el total de los grupos hidroxilos presentes en la
molécula. Dentro de los mecanismos de accién antioxidante de los flavonoides se encuentran: la
supresion de la formacién de especies reactivas de oxigeno y regulacidn o proteccién de los

mecanismos celulares de defensa antioxidante >4,

*  Actividad hepatoprotectiva

Algunos flavonoides como catequina, quercetina, rutina y naringina son reportados con actividad
hepatoprotectora, debido a la disminucidén de los niveles de especies reactivas de oxigeno y
glutatidn asi como la supresidn de la expresion de la glutamato-cistein-ligasa relacionados con
enfermedades crdnicas como la diabetes, las cuales conducen al desarrollo de dafos hepaticos o,
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*  Inmunoregulacién

El 4cido caféico es reportado como inhibidor selectivo de la biosintesis de leucotrienos los cuales
estdn involucrados en enfermedades de inmunoregulacién, asma y reacciones alérgicas. Derivados
de 4acido caféico (acidos dicafeilquinico y dicafeiltartarico) han demostrado ser potentes
inhibidores de la enzima integrasa del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 9

3.3.3 Lipidos

e Caracteristicas quimicas y clasificacion

Los lipidos son biomoléculas orgdnicas compuestas por carbono, hidrégeno y oxigeno, en algunas
ocasiones presentan en su composicion atomos de nitrégeno, fésforo y azufre. Los lipidos
constituyen un grupo complejo de moléculas en el que una caracteristica que se cumple
frecuentemente es su hidrofobicidad. Debido a la variedad de estructuras que conforman este
grupo de compuestos se dividen de acuerdo a su importancia bioldgica pero también de acuerdo a
su estructura molecular donde se ubican los lipidos saponificables, insaponificables y conjugados .
El criterio para realizar esta clasificacion es la saponificacion la cual consiste en una reaccién de
hidrdlisis alcalina, Los lipidos derivados de acidos grasos dan lugar a sales alcalinas (jabones) y
alcohol, que son facilmente extraibles en medio acuoso. No todos los lipidos presentes en una
muestra biolégica dan lugar a este tipo de reaccidn, se distinguen por tanto dos tipos de lipidos:
saponificables e insaponificables *°.

Lipidos saponificables

Los lipidos saponificables se agrupan por el tipo de esterificacion y modificaciones de acidos grasos
49,50,

dentro de esta clasificacidn se encuentran

% Acidos grasos y sus derivados, son acidos monocarboxilicos de cadena larga, de acuerdo a
la naturaleza de la cadena hidrocarbonada se dividen en: saturados, insaturados vy
derivados de acidos grasos.

* Eicosanoides, se aplica este término a compuestos derivados de acidos grasos
poliinsaturados de 20 dtomos como el acido araquiddnico, se clasifican de acuerdo a las
enzimas que intervienen en su sintesis (prostanglandinas, tromboxanos y leucotrienos).

* Lipidos neutros, son ésteres de acidos grasos con alcoholes, se identifican de dos tipos:
acilgliceroles y ceras.

* Lipidos anfipaticos, se presentan cuando un lipido posee un grupo fuertemente polar
ademads de la cadena hidrocarbonada hidrofébica. Se pueden clasificar en funcién de la
naturaleza del alcohol al que se encuentran esterificados: glicerolipidos y esfingolipidos.
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Lipidos insaponificables

Los esteroides, isoprenoides y prostanglandinas son lipidos que no participan en la reaccién de
49,50

saponificacién

*  Esteroides, son lipidos derivados de un hidrocarburo tetraciclico saturado, llamado
ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano. Los esteroides se forman por la aparicion en
distintas posiciones de este hidrocarburo de dobles enlaces, y grupos sustituyentes (OH,
cadenas carbonadas, etc). Dentro de las moléculas mas representativas de los esteroides
estan los esteroles, son esteroides que tienen un grupo OH en el carbono 3 y una cadena
de 8 carbonos ramificada en el carbono 17. Dentro de los esteroles mas importantes se
encuentra el colesterol, acidos biliares y vitaminas.

* |soprenoides, también llamados terpenos, se forman por la unién de moléculas de
isopentenil pirofosfato (IPP), las estructuras que se originan pueden ser lineales o ciclicas
en este tipo de moléculas aparecen enlaces conjugados, estos enlaces pueden ser
excitados por la luz o la temperatura al cambiar su posicién emiten una senal; por ello,
estas moléculas estan relacionadas con la recepcidn de estimulos luminicos o quimicos. A
continuacién se muestra la clasificacion de los terpenos de acuerdo al numero de
carbonos que los componen

Cuadro 10. Clasificacion de terpenos >

Nombre No. de unidades (5C) Funcién Ejemplo
Monoterpenos 2 Aromas y esencias Geraniol, mentol
. Intermediario en la
Sesquiterpenos 3 Farnesol

sintesis del colesterol

Formacion de pigmentos

Diterpenos 4 . . Fitol, vitamina A, E, K
y vitaminas
. Intermediario en la
Triterpenos 6 , . Escualeno
sintesis del colesterol
Tetraterpenos 8 Pigmentos vegetales Carotenos, xantofilas
Politerpenos n Aislantes Latex caucho

El escualeno (Cso Hys) es un triterpeno, sin embargo no cumple enteramente con la regla del
isopreno (uniones cabeza-cola), en vez de una disposicion de 6 unidades de isopreno unidas
cabeza-cola la molécula proviene de la unién de dos moléculas de farnesilo (cola a cola) de 15
unidades de carbono (Figura 15). El escualeno es precursor biolégico de muchos triterpenoides,
entre ellos el colesterol, en la conversién biolégica del lanosterol a colesterol se pierden tres
grupos metilo, la cadena hidrocarbonada se reduce a una estructura saturada 2.
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Figura 15. Estructura del escualeno

e Fuentes de escualeno y esteroles

La fuente mds importante de escualeno es el higado de tiburdn, sin embargo, existen diferentes
fuentes vegetales, entre las mds importantes se encuentran el aceite de oliva y amaranto, aunque
también se han encontrado concentraciones menores en los aceites de palma, germen de trigo,
arroz y cacahuate, en el aceite de oliva se obtiene un rendimiento sobre el aceite de
aproximadamente 7 mg/ gramo . Los esteroles son los lipidos insaponificables mas abundantes
en las plantas, los productos derivados de cereales son fuentes importantes de esteroles, los
esteroles mas abundantes son: citosterol, campesterol y estigmasterol, es reportado el contenido
total de esteroles como 95.5 mg/100g de semilla (centeno), 69.0 mg/100g de semilla (trigo), 76.1
mg/100g de semilla (cebada) y 44.7 mg/100g de semilla (avena) >*.

e Presencia de lipidos insaponificables en la familia Amaranthaceae

Debido a la importancia de la planta de amaranto en la produccién del grano se ha estudiado la
composicion lipidica principalmente en la semilla a continuacion se presentan los reportes de los
lipidos insaponificables

Cuadro 11. Lipidos insaponificables presentes en la planta de amaranto reportados en la literatura

Especie de Amaranthus spp. Lipidos insaponificables reportados Referencia
A. j

crueﬁtus (hOj.a madura) He y Corke,
A. hybridus ( hoja madura) Escualeno 2003 %

A.hypochondriacus (hoja madura)

Estigmasterol, ergosterol, estigmastenol,

. . . . Tudor col.
A. tricolor (semilla, tallos y hojas)  espinasterol y

1984 *°

Escualeno, estigmasterol, campesterol, citosterol, a-

. . Ledn-Camacho
Aceite de semilla tocoferol, B-tocoferol.

y col. 2001 >




e Propiedades bioldgicas de los lipidos insaponificables
*  Anticancerigeno

A pesar de que el escualeno es un inhibidor débil de los tumores cancerigenos se ha reportado
como agente preventivo o de disminucion de crecimiento en diferentes modelos tumorales
experimentales ayudado de otras medicinas anticadncer, por ejemplo, Reddy y Couvreur en el 2009
>! reportan la accién en conjunto del dcido oleico y el escualeno aplicado a ratas con cancer de piel
inhibiendo el benzo(a) pireno.

*  Proteccién en piel

Por parte del escualeno, se reporta como protector contra infecciones bacterianas y fungicas
cuando se administra a pacientes con dermatitis atdpica causada por lesiones en la piel. Se ha
reportado que el escualeno se acumula en altas concentraciones en la piel, donde juega un papel
importante en la proteccion contra los radicales, previniendo el dafo por la peroxidacion lipidica,
también se reporta que actla como protector frente al dafio oxidativo al ADN de células

epiteliales humanas *"*%,

*  Efecto antilipidémico

Schonewille y col. en el 2014 *° reportan la accién de los esteroles como compuestos que
disminuyen las concentraciones de colesterol LDL en sujetos hipercolesterolemicos, asi como la
disminucién en la secrecién hepatica lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL por sus siglas en
inglés). Se reporta que la ingesta de 1 g de B-citosterol puede disminuir la absorcidn del colesterol
en un 42%, debido al parecido entre las estructuras de los esteroles y el colesterol, se cree que
existe una competencia para su absorcidn en las células del intestino delgado %.
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4. Justificacion

La importancia de los alimentos con valor agregado ha ido en aumento en los Ultimos afios. En
México existe una gran diversidad vegetal destinada para la alimentacién. Se tiene particular
interés en el uso de vegetales silvestres como alimentos, ya que permite la diversificacién de la
alimentacién y mantener la identidad cultural y gastrondmica de cada region. En especifico, el
consumo del follaje tierno de plantas herbdceas no cultivadas, comunmente nombradas en
México como “quelites”, era muy valorado en la época precolombina y hoy es un recurso
importante para la dieta en el campo; sin embargo se ha visto sustituido por el consumo de
hortalizas introducidas y comerciales en otras zonas del pais, derivando en un consumo y
conocimiento de los quelites limitado a las comunidades y pueblos que los utilizan.

La dieta no sélo proporciona los nutrientes basicos para las necesidades metabdlicas, también
puede contribuir a la mejora de la salud humana, es por eso que se tiene interés en el estudio de
ciertos compuestos que han sido reportados como benéficos para la salud. Los estudios referentes
a este grupo de alimentos desde el punto de vista nutricional y de composicién con respecto a
compuestos bioactivos, son escasos en hojas de plantas del a familia Amaranthaceae.

Debido a que es un recurso valioso en la alimentacién rural de México y existen pocos estudios
reportados acerca de compuestos bioactivos, se tiene interés en desarrollar una investigacién que
realce la importancia del consumo de quelites de la familia Amaranthaceae.

5. Hipotesis

Se sabe que en la zona de la Sierra Norte de Puebla existe una continua domesticacién de la planta
de amaranto como productora de hojas comestibles asi como productora de grano, debido a este
fendmeno, se espera que tenga un efecto sobre la concentracién y perfil de compuestos
bioactivos presentes en las colectas de quelites estudiados.
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6.

Objetivos

6.1 Objetivos generales

Realizar la identificacién de los compuestos bioactivos presentes en 8 colectas de
diferentes variedades de quelites de la familia Amaranthaceae: Amaranthus hybridus L.,
Amaranthus cruentus raza mexicana, Amaranthus hypochondriacus raza azteca vy
Amaranthus spinosus L.

Realizar la medicién cuantitativa mediante técnicas de HPLC y CG de: betalainas, acidos
fendlicos, flavonoides y lipidos insaponificables.

6.2 Objetivos particulares

Establecer el mejor método de secado para la obtencién de compuestos bioactivos.

Realizar la medicidn espectrofotométrica cuantitativa total en las diferentes variedades de
guelites de los siguientes grupos de compuestos: betalainas, clorofilas, carotenos, fenoles
y flavonoides.

Determinar los compuestos bioactivos (flavonoides, acidos fendlicos, esteroles vy
escualeno) presentes en las diferentes variedades de quelites por CCF.

Cuantificacion de compuestos bioactivos por HPLC para amarantina, acidos fendlicos y
rutina, y CG para escualeno.
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7. Desarrollo experimental

A continuacion se muestra el diagrama general de la metodologia planteada para el presente
trabajo, se dividi6 el trabajo en dos etapas:

e Etapa 1. Identificacién y cuantificacion de compuestos bioactivos totales, durante esta
etapa se establecié el método de secado mds adecuado para la conservacion de betalainas
y fenoles, los métodos probados fueron, liofilizacidén, secado a la sombra y secado por
estufa. Posteriormente se cuantificaron por espectrofotometria los compuestos totales
(betalainas, clorofilas, carotenos, flavonoides y fenoles) ademas de la identificacién por
CCF de flavonoides, acidos fendlicos, esteroles y escualeno.

e Etapa 2. Cuantificacién de compuestos por HPLC Y CG, una vez identificados los principales
compuestos de interés se realizd la cuantificacién por HPLC para amarantina, acidos
fendlicos y rutina, y CG para escualeno, esto se realizé con la correspondiente
comparacién con estandares, a excepcidon de la amarantina de la cual se purificé el
estdindar y se realizd la  correspondiente  identificacibn  por  RMN.
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Etapa 1.
Obtencion de la muestra

Tratamiento de Tratamiento de
secado por la muestra (Tipo
liofilizacién de secado)

|
[ —
Identificacion de Determinacidn
compuestos por de compuestos Etapa 2. Cuantificacion Alasombra —— En estufa
CCF totales por HPLC yCG
Ac.Fendlicos [H- Flavonoides Fenoles ——  Betalainas ) Liofilizacion  —
Escualeno  |— 1 Ac. Fendlicos
E | Esteroles Carot Fl id Determinacion
scualeno arotenos avonoides
Amarantina  |— . de compuestos
- Rutina totales
Clorofilas  ——

Obtencién de Betalainas Fenoles

estandar

Figura 16. Esquema general de experimentacion
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7.1 Reactivos

A continuacidn se muestran los reactivos usados para las diferentes determinaciones realizadas:

Reactivo Folin-Ciocalteau (Hycel de México S.A. de C.V.), y para los estdndares de rutina,
quercetina, stigmasterol, escualeno, 4cidos: caféico, clorogénico, cumarico, dihidroxibenzdico,
ferdlico, galico y sindpico todos marca Sigma-Aldrich.

7.2 Equipos

e Liofolizadora LABCONCO Free zone 4.5, bomba de vacio LABCONCO 117

e Estufa de incubacion Riosar 20-60°C

e Sonicador Cole-Parmer 8892

e Rotavapor Buchi R-215 Bafio Buchi B-491

e Espectrofotémetro GBC-Cintral

e HPLC Waters, Bomba Binaria 1525, Detector Dual de Absorbancia 2487, Auto-muestreador
2707, Software Empower (para betalainas y acidos fendlicos).

e HPLC Infinity, Agilent Technologies, automuestreador 1200, bomba cuaternaria de fase
reversa (Qual Pump 1260), Detector de absorbancia (Dione array detector 1260 Agilent
Technologies®,Software Chem Station Edition 1.06 (para rutina).

e CG Agilent Technologies 6890N Network System, inyector 7683 Series, Programa
Instrument On-line (para escualeno)

e Espectrémetro Agilent 600 DD2 con sonda One NMR

7.3 Procedimiento

7.3.1 Etapa 1. Identificacion y cuantificacion de compuestos bioactivos totales

Se obtuvieron las muestras de quelites provenientes de Ecatlan municipio de Jonotla, Puebla, las
muestras fueron colectadas e identificadas por el M. en C. Francisco Basurto, con las siguientes
caracteristicas:

e Nombre comun: Quintonil rojo
e Nombre cientifico: Amaranthus hybridus
e Fecha de cosecha: 18 de Enero 2014
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7.3.1.1 Tratamiento de la muestra

A cada muestra se le aplicé los siguientes tipos de secado.

e Secado ala sombra
e Secado por estufa 40°C
e Liofilizacién

Una vez que las hojas fueron secadas se aplico un tratamiento mecdnico de molienda y se
almacené con proteccidn de la luz en contenedores de plastico. La eleccidn del método de secado
se hizo con base en el resultado de la medicién de betalainas y fenoles totales por
espectrofotometria.

7.3.1.2 Determinacion de betalainas totales

La determinacién de betalainas totales se llevd a cabo de acuerdo a lo reportado en Garcia-Cruz y
col., en el 2012 °'. Para la extraccidn se pesd 1 gy se extrajo con un volumen de 10 mL de
metanol:H,0 en una proporcién 80:20 de cada una de las muestras sometidas a diferentes
métodos de secado. El extracto se mantuvo en agitacién durante 20 minutos y posteriormente se
sonicé durante 30 minutos, se filtro y se midié por espectrofotometria a 535 nm para
betacianinas y 480 nm para betaxantinas, la determinacidn anterior se realizé por triplicado, para
la cuantificacién de betalainas totales se utilizé la siguiente ecuacion:

5 AxFD % PM %V
(mg betalaina/g muestra) — exPx[

Donde

B: Betacianina o betaxantina

A:absorbancia (535nm betacianinas y 480nm betaxantinas)

FD: Factor de dilucién al momento de leer

PM: Peso molecular (Betanina: 550 g/mol, indicaxantina 308 g /mol)

V:Volumen del extracto

e: Coeficiente de extincion molar (betanina: 60 000 L /mol cm, indicaxantina: 48 000 L/mol cm)
P: Peso de la muestra

L: Longitud de la celda (1cm)
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7.3.1.3 Determinacion de fenoles totales

La determinacién de fenoles totales se llevé a cabo de acuerdo al método de Folin-Ciocalteau.

Para la extraccion se pesaron 0.3 g de muestra (por triplicado) y se extrajo con un volumen de 5

mL de metanol sonicando 20 minutos, posteriormente se filtro.

Se tomé una alicuota de 100 pL de extracto resultante y se adicionaron 2 mL de Na,CO; al 2%

después de un tiempo de espera de 2 minutos se agregaron 100 uL de reactivo de Folin-Ciocalteau

(diluido previamente con H,0 proporcién 1:1), transcurridos 30 minutos se midid a una

absorbancia de 750 nm. La concentracién de fenoles se determind a partir de la elaboracién de la

curva de calibracién tomando como estandar el acido tanico expresando los resultados como mg

de ac. tanico / g muestra (Anexo 2,Tabla 1).

7.3.1.4 Procesamiento de muestras (diferente colecta de quelites)

Se obtuvieron muestras de diferentes especies de quelites con los siguientes datos de colecta:

Fecha de re-siembra: 26 de marzo del 2014

Fecha de colecta: 8 de mayo del 2014

Lugar de re-siembra: Ecatldan Municipio de Jonotla Puebla

Responsable de colecta: Cristina Mapes Sanchez y Francisco Basurto Pefia

Tipos de quelite:

Cuadro 12. Colectas de semillas de quelites de la familia Amaranthaceae

" Numero de . .
Anho colecta Especie Lugar de origen
2010 1235 Amaranthus hybridus L. Estad.o: Puebla, Municipio:  Cuetzalan,
Localidad: Xalcuauta
E . P | Municipio: |
2010 1262 Amaranthus hybridus L. stad.o ueb.a, unicipio: - Cuetzalan,
Localidad: Zacatipan
E :P la, Municipio: F i Z M
2012 1370 Amaranthus hybridus L. stad.o uebla, Municipio: Francisco ena,
Localidad: Metlatoyuca
2011 1289 Amaranthus cruentus raza mexicana Est'ado: Pueb!a, Municipio: - Zapotitldn — de
Méndez, Localidad: Tuxtla
2012 1392 Amaranthus cruentus raza mexicana EStad9: Puebla, Mun|C|p|o: Jonotla,
Localidad: Ecatlan
Amaranthus hypochondriacus raza Estado: Puebla, Municipio: Xochitlan de
2012 1433 . ) . -
azteca Vicente Sudrez, Localidad: Xochitlan
Amaranthus hypochondriacus raza Estado: Puebla  Municipio:  Hueyapan
2010 1272 .
azteca Localidad: Tanamacoyan
E : icipio:
2010 1213 Amaranthus spinosus L. stado: Puebla I\/I'un|C|p|o Ayptoxco de
Guerrero Localidad: Gachupinate
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Se le llamé colecta a cada muestra de semilla con ciertas caracteristicas de especie y lugar de
origen, catalogadas directamente por los responsables. Posteriormente estas semillas fueron
cultivadas (re-siembra) en el municipio de Jonotla Puebla en condiciones controladas por los
agricultores.

Los resultados de betalainas y fenoles totales indicaron que el método de secado mds adecuado
para el tratamiento de la muestra fue el secado por liofilizacidn. Las muestras descritas
anteriormente fueron congeladas a -80 °C previamente para poder ser liofilizadas, después del
secado se aplicd un tratamiento mecdnico de molienda y se almacend en recipientes protegidos
de la luz solar.

7.3.1.5 Determinacion de compuestos totales

La determinacién de compuestos totales se realizé por espectrofotometria.

e Betalainas Totales

Se realizé la misma técnica que en el punto 7.3.1.2 betalainas totales.
e Fenoles Totales

Se realizd la misma técnica que en el punto 7.3.1.3 fenoles totales.
¢ Flavonoides Totales

La determinacién de flavonoides totales se llevé a cabo de a cuerdo a lo reportado en Khanam y
Oba en el 2013 *. La extraccién se realizé a partir de 0.3 g de muestra y 5 mL de metanol
sonicando durante 20 minutos, posteriormente se filtrd, la determinacidn anterior fue realizada
por triplicado.

Se tomdé 1 mL del extracto, se agregaron 1400 pL de H,0 y 300 pL NaNOsal 5%, después de un
tiempo de espera de 5 minutos se adicionaron 300 pL de AICl; al 10%, 2 mL de NaOH 1 My 5 mL
de H,0. Se midié a una absorbancia de 415 nm. El calculo de flavonoides totales se determiné a
partir de la curva de calibracién usando como estandar catequina y expresando los resultados
como mg catequina/ g muestra (Anexo 2, Tabla 2).

e Carotenos Totales

La determinacién de carotenos totales se hizo de acuerdo a lo reportado en Rodriguez-Amaya en
1999 %, Se extrajeron 0.3 g de muestra con 20 mL de acetona fria (por triplicado), filtrando a
través de un embudo Buchner, lavando con el mismo volumen hasta que no fue posible extraer
mas color de la muestra. Posteriormente se realizd una particién con hexano en un embudo de
separacion agregando pequefias porciones de agua para fomentar la separaciéon de fases, se
colectd la parte del hexano y se aforé nuevamente a 20 mL.
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Se midié a una absorbancia de 444 nm, el calculo se llevé a cabo de acuerdo a la siguiente

ecuacion
. B Axyx 106
/(ug caroteno/g muestra) = 41% . p 10
Donde:

X:Caroteno (B — caroteno — 5,6 — epoxido)
A:absorbancia (444nm) y:volumen del extracto (mL)
AL coeficiente de absorcion (2590 para 8 — caroteno — 5,6 — epoxido)
P:peso de la muestra (g)
e Clorofilas Totales

La determinacién de clorofilas totales se llevd a cabo de acuerdo a lo reportado en Adebooye y
col., en el 2008 ®. Se pesaron 5 mg de muestra (por triplicado) y se extrajeron con 50 mL de
acetona: H,0 80:20 en fracciones de 10 mL hasta que ya no pudo extraerse mas color. Se protegié
de la luz y se afora nuevamente a 10 mL. Se midié a una absorbancia de 662 nm (clorofila a) y 645
nm (clorofila b). El calculo de clorofila se realizé de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

Cl,(ug clorofila/mL) = 10.81 * absgg, — 0.75 * absgys
Cly(ug clorofila/mL) = 19.02 * absgys — 3.98 * absgg,

Cly(ug clorofila/mL) = 6.83 * abs g, + 18.27 * abSgys

7.3.1.6 Identificacion de compuestos por CCF

La identificacion de compuestos se llevd a cabo a partir de la extraccién con diferentes disolventes
a través de cromatografia en capa fina.

e Acidos Fendlicos

Se realizé una extraccion de 0.3 g de muestra en 5 mL de metanol sonicando durante 10 minutos,
posteriormente se filtro y se realizd la cromatografia en capa fina. El sistema de elucién se fijo
como hexano: acetato de etilo: ac. acético 4:6: 0.5 usando placas de silice como fase estacionaria.
El revelador usado fue una solucidn de sulfato cérico al 3.5%. Se usaron estandares comerciales
como referencia para el Rf.
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¢ Flavonoides

Se realizé una extraccidn de 0.3 g de muestra en 5 mL de metanol sonicando durante 10 minutos,
posteriormente se filtrd y se realizé la cromatografia en capa fina. Se establecieron tres sistemas
de elucidn para determinar la presencia de quercetina, catequina y rutina.

El sistema de elucidén para quercetina (usandose quercetina comercial al 1% como estandar) se fijo
como diclorometano: acetato de etilo: ac. férmico 7:3:0.1 usando placas de silice como fase
estacionaria, el revelador usado fue una solucion metandlica de anisaldehido al 0.5%.

El sistema de elucién para catequina se fijé como acetato de etilo: acetona: ac. acético 9:1:0.5
usando como estandar catequina comercial al 1%, como fase estacionaria placas de silice y como
revelador una solucién metandlica de anisaldehido al 0.5%.

El sistema de elucidn para rutina (usdandose rutina comercial al 1% como estdndar) se establecié
de acuerdo a lo reportado en Altemimiy col., en el 2015 ** estableciéndose como acetato de etilo:
metanol: dc. acético 7:3:1 usando fase estacionaria placas de silice y como revelador una solucion
etandlica de cloruro férrico al 5%.

e Fracciodn lipidica

Se realizd una extraccién de 0.3 g de muestra en 5 mL de diclorometano sonicando durante 10
minutos, posteriormente se filtrd y se realizé la cromatografia en capa fina. Se usé estigmasterol al
1% en diclorometano como estandar de referencia asi como una mezcla comercial de esteroles. El
sistema de elucidn se fijé como hexano: dietiléter: ac. acético 3:2:0.5 usando placas de silice como
fase estacionaria y como revelador una soluciéon metandlica de anisaldehido al 0.5%.

Se realiz6 una extraccion de 0.3 g de muestra en 5 mL de diclorometano sonicando durante 10
minutos, posteriormente se filtrd y se realizé la cromatografia en capa fina. Se usé escualeno al 1%
como estandar, la fase moévil para la placa cromatografica fue hexano: diclorometano 9:1 usando
como revelador una solucién metandlica de anisaldehido al 0.5%.

7.3.2 Etapa 2. Cuantificacion de compuestos por HPLC Y CG

Una vez determinados los compuestos a través de las determinaciones espectrofotométricas y por
CCF se realizo la identificacidn y cuantificacion de compuestos especificos por HPLC y CG.
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7.3.2.1 Cuantificacion de amarantina

e Purificacion de estandar de amarantina

La obtencion del estandar se realizd a partir de la purificacién de la colecta que mostré una alta
concentracion de betalainas totales: Amaranthus cruentus raza mexicana (muestra 1392), se llevo
a cabo en el laboratorio 321 del Edificio E de la Facultad de Quimica .

Obtencion del extracto: EIl método de extraccion usado fue el sefialado en la seccidn de betalainas
totales, una vez obtenido el extracto filtrado se completa con un volumen de H,O a manera de
tener un volumen final 50:50 metanol: H,O. Posteriormente se realizaron lavados con
diclorometano para eliminar la clorofila, y se concentrd en rotavapor a una temperatura de 20°C
hasta llegar a sequedad.

Purificacién: La purificacidon del extracto se llevd a cabo por cromatografia en columna usando
como fase estacionaria celulosa (carboximetilcelulosa de intercambio cationico) y como fase movil
agua destilada. Se colectaron fracciones de aproximadamente 1 mL y de acuerdo al gradiente de
color (Figura 17).

Figura 17. Gradiente de color en columna para betalainas
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La purificacién fue monitoreada por placa cromatografica con el sistema de elucion reportado en
Soriano-Santos y col. en el 2007 ® fijado como 2-propanol:etanol: H,0: &c. Acético 2: 3.5: 4: 0.5.
Las fracciones con un Rf similar fueron juntadas y concentradas en rotavapor a temperatura de
20 °C hasta llegar a sequedad y monitoreando el peso. La muestra purificada fue identificada por
resonancia magnética nuclear (RMN).

¢ Identificacion por RMN

La identificaciéon por RMN se llevd a cabo en las siguientes condiciones

Cuadro 13. Condiciones de uso de RMN para amarantina

Sistema Condiciones
Frecuencia (MHz) 1H 13¢
600 150
Numero de scans 128 4096
Disolvente D,0
Temperatura (°C) 25

e Extraccion de betalainas

La extraccidon de betalainas para las muestras de diferentes colectas de quelites se realizd por
triplicado y siguiendo lo descrito en el punto 6.3.1.1 betalainas totales con diferencia de un peso
de 3 gy un volumen de 35 mL de metanol: H,0.

e Cuantificacion de amarantina

La cuantificacién de amarantina se llevé a cabo a partir de la muestra purificada e identificada por
RMN usandose como estandar. Y con la elaboracion de la curva patron el método para HPLC se
realizé de acuerdo a lo reportado en Schliemann y col., en el 2001 *°. A continuacién se presentan
las condiciones del método de medicion

Cuadro 14. Condiciones HPLC amarantina

Sistema Condiciones
Columna ODS Hypersil Gold C18 (250x 4.6mm, 5u)
L. A: Acido acético 1%
Fase movil o
B: Acetonitrilo
Flujo (mL/min) 1
Inyeccién(uL) 20
Longitud de onda (nm) 480y 536
Tiempo (min) A (%) B (%)
. 100 0
Gradiente 35.00 76 >4
60.00 100 0
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7.3.2.1 Cuantificacion de acidos fendlicos

e Extraccion de acidos fendlicos

La extraccién de acidos fendlicos se llevd a cabo por hidrélisis. Se pesé 1 g de muestra con un
volumen de 10 mL de NaOH 2 N posteriormente se sonicé durante 30 minutos. Se llevé a pH 3-4
con 4cido clorhidrico concentrado y se sonicé nuevamente por 30 minutos, el extracto resultante
fue filtrado y se realizé una particién con diferentes volimenes de acetato de etilo, se recuperé la
fraccidén de acetato de etilo, la cual fue evaporada a sequedad, para la cuantificacién en HPLC se
recuperd el extracto seco con metanol con filtracidon previa en filtro Millipore 0.45 pm.

e Cuantificacion de acidos fendlicos

La cuantificacién de acidos fendlicos se llevd a cabo de acuerdo a lo reportado en Islas-Gédmez en
el 2013 ® con estandares comerciales de los siguientes acidos: caféico, clorogenico, cumadrico,
dihidroxibenzéico, ferulico, y gdlico. Se determind la concentraciéon a partir de las curvas de
calibracién realizadas por HPLC, a continuacién se presentan las condiciones del método de
medicion

Cuadro 15. Condiciones HPLC para acidos fenélicos

Sistema Condiciones
Columna ODS Hypersil (250x46mm; 5um)
L. A: acido acético 1%
Fase movil
B: metanol
Inyeccion(pL) 20
Longitud de onda (nm) 325

El método se llevd a cabo por gradiente de la siguiente manera

Cuadro 16. Gradiente para método de HPLC acidos fendlicos

Tiempo (min) Flujo %A %B

0.90 75.00 25.00
7.00 0.90 60.00 40.00
8.00 0.90 70.00 30.00
9.00 0.90 85.00 15.00
11.00 1.00 90.00 10.00
12.00 1.00 85.00 15.00
12.50 1.00 70.00 30.00
13.00 1.00 75.00 25.00
13.50 1.00 75.00 25.00
14.00 1.00 70.00 30.00
15.00 1.00 75.00 25.00
18.00 0.90 75.00 25.00

48

——
| —



7.3.2.2 Cuantificacion de rutina

e Extraccion de rutina

La extraccién de rutina se llevd a cabo con una modificacién al método reportado por Repo-
Carrasco-Valencia y col., en el 2010 *'. Se pesé 0.5 g de muestra (por triplicado) y se aforé a 10 mL
para posteriormente sonicarse durante 30 minutos, el extracto resultante fue nuevamente filtrado
para su analisis en HPLC por filtro Millipore 0.45 um.

e Cuantificacion de rutina

La cuantificacién de rutina se llevé a cabo a partir de la curva de calibracion realizada por HPLC, la
técnica empleada fue reportada por Ovalle-Magallanes y col., en el 2014 %. A continuacidn se
presentan las condiciones usadas en el ensayo

Cuadro 17. Condiciones de HPLC para rutina

Sistema Condiciones
Columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 5 um.)
Fase mévil A: Acido fosférico 1%
B: Metanol: Acetonitrilo (5:15)
Flujo (mL/min) 1.2
Inyeccion(ul) 20
Longitud de onda (nm) 254y 280

El método se llevd a cabo por gradiente con los siguientes tiempos

Cuadro 18. Gradiente para método de HPLC de rutina

Tiempo (min) A (%) B (%)
0 80 20
3 75 25
6 70 30
9 65 35
12 60 40
15 55 45

7.3.2.3 Cuantificacion de escualeno

e Extraccion de escualeno

La extraccién de escualeno se llevé a cabo de acuerdo a lo reportado en Cortés en el 2005 *. Se
pesd 5 g de muestra (por triplicado) extrayendo con 100 mL de hexano sonicando durante 60
minutos. Posteriormente se filtro y se evaporé el disolvente hasta llegar a sequedad. Este extracto
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seco se sometid a saponificacion. Con equipo de reflujo se adicionaron 25 mL de solucidn
metandlica de NaOH 2 N al 95%, se sometid a ebullicidn suave durante 30 minutos. Una vez
terminado este tiempo se transfirié el extracto a un embudo de separacidn lavando el matraz con
H,0 y con diclorometano, se recuperé la fraccién de diclorometano y se concentrd a sequedad,
para la cuantificacion por CG se recuperd el extracto seco con diclorometano.

e Cuantificacion de escualeno

La cuantificacién de escualeno se llevd a cabo por cromatografia de gases usando un estandar
comercial, a continuacion se presentan las condiciones de trabajo

Cuadro 19. Condiciones de CG para escualeno

Sistema Condiciones

Columna Modelo No. JW 122-5532 db-5ms
Temperatura: 220°C
Presidn: 7.96 psi (constante)

Inyector Split: 5.4:1

Gas acarreador: H,

Flujo total: 10.7 mL/min

Temperatura: 300°C

Flujo H, (mL/min): 400

Flujo aire (mL/min): 450

Flujo N, (mL/min): 5.0

Inyeccion(pL) 1

Detector FID

El método se llevd a cabo con el siguiente programa de temperaturas

Cuadro 20. Programa de temperaturas para medicién de escualeno en CG

°C/min Préxima temperatura Minutos de espera Tiempo de corrida

Inicial 200 1.00 1.00
Rampal 15.00 260 5.00 10.00
Rampa 2 5.00 300 17.00 35.00

7.4 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se llevd a cabo con el programa Statgraphics Centurion XV.II, las muestras se
analizaron por triplicado, con Andlisis de varianza de un factor para la determinacién del método
de secado y las determinaciones cuantitativas de compuestos totales, amarantina, acidos fendlicos,
rutina, escualeno con un 95% de confianza. Para la comparacidn entre colectas se utilizé la prueba
multiple de rangos con el método LSD a un 95.0% de confianza.
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8. Resultados y discusion

Los quelites son un alimento culturalmente importante dentro de la poblacién rural mexicana, por
la diversidad de especies y su facilidad de cultivo se establecieron como parte de la alimentacion
basica en la época precolombina. La planta del amaranto ha sido estudiada principalmente como
fuente de grano, esta investigacion fue enfocada al estudio de los compuestos bioactivos
presentes en la parte foliar de la planta de amaranto, la cual fue dividida en dos etapas:

*  |dentificacion y cuantificacion de compuestos bioactivos totales
*  Cuantificacion de compuestos por HPLC y CG

Los resultados que se presentan a continuacion

8.1 Etapa 1. Identificacidn y cuantificacion de compuestos bioactivos totales

Durante esta etapa se establecié el método de secado mas adecuado para la conservacién de dos
tipos de compuestos principales: betalainas y fenoles. Posteriormente se cuantificaron los
compuestos totales por espectrofotometria: betalainas, clorofilas, carotenos, fenoles y flavonoides.
También se identificaron otros grupos por CCF: acidos fendlicos, flavonoides y lipidos
insaponificables.

8.1.1 Tratamiento de la muestra

La finalidad de esta seccién fue determinar el mejor método para la conservacién y manejo de las
muestras de quelites de la familia Amaranthaceae recibidas.

Se realizé la recepcidon de una primera muestra de Amaranthus hybridus, a partir de esta se
establecié el método de secado mds adecuado para la conservacidn y almacenamiento de las
colectas con las cuales se trabajaria posteriormente. Con la eleccién del método de secado se
buscd la mejor preservacion de los compuestos bioactivos presentes en las hojas de quelites, se
determinaron betalainas y fenoles totales. El método de secado se centrd en la presevacion de
estos grupos de compuestos debido a la importancia de las betalainas como compuestos
fundamentales en la coloracion de estas plantas y los fenoles como compuestos mas estudiados
por su actividad antioxidante. A continuacidn se muestran los valores de betalainas y fenoles
totales para los métodos de secado utilizados:

e Secado ala sombra
e Liofilizacion
e Secado por estufa (40°C)
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Cuadro 21. Concentracion de betalainas y fenoles totales con diferentes métodos de secado

Método de secado Secado a la sombra Liofilizacion Secado por estufa
Betalainas totales 1.2761 + 0.0829 1.6161 +0.0425 0.9416 +0.0334
(mgBT/ gmtra)
Fenoles totales 13.0097 +1.3932 13.6273 0.5671 7.013 +0.7482
(mgéc.Ténico/gmtra)

De acuerdo al andlisis estadistico realizado (Anexo 1, Tabla 1) existe una diferencia significativa
entre los valores de betalainas para cada uno de los diferentes métodos de secado utilizados
(Anexo 1, Tabla 1.1) por lo que se puede decir que el tipo de secado utilizado si influye en la
concentracién de betalainas totales. Para las determinaciones de fenoles totales, la prueba de
rangos multiple (Anexo 1, Tabla 2.2) mostré diferencia entre los valores del método de secado por
estufa con los métodos de secado a la sombra y liofilizaciédn pero no entre los métodos de secado
a la sombra y secado por liofilizacién. Debido a que los valores de concentracién de betalainas
totales muestran una diferencia estadisticamente significativa y los mayores valores de betalainas
y fenoles los expresa el tratamiento de secado por liofilizacién se eligié este método para el
siguiente grupo de muestras tratadas.

La estabilidad de las betalainas se ve afectada por diferentes factores, tal es el caso de la actividad
acuosa (a,) que es la relacidn que existe entre la presidon de vapor de un alimento y la presién de
vapor del agua, este factor esta estrechamente relacionado con la humedad del alimento y con su
conservacion. El a,, es un factor crucial en la susceptibilidad de la ruptura del enlace del aldehido
nitrogenado de la molécula de betacianina, asi como descarboxilacidon y deshidrogenacién, este
efecto se debe a la reduccidon de movilidad para las especies reactivas oxidantes asi como limitar la
solubilidad del oxigeno. Se reporta el incremento en los niveles de degradacién de betalainas
cuando se incrementa el a, de 0.32 a 0.75. Otro factor importante en la degradacién de
betalainas es la temperatura, este factor puede ser el mds influente en la degradacién de
betalainas ya que esta incrementa con el aumento del a temperatura; durante el proceso de
calentado se ha demostrado que la betanina es degradada por isomerizacién, descarboxilaciéon o
ruptura de enlaces dando como resultado una pérdida del color rojo y la apariciéon de un color café
claro, la deshidrogenancion de la betanina conduce a la formacion de la neobetanina y una

coloracién amarilla 2%,

8.1.2 Procesamiento de muestras (diferente colecta de quelites)

El segundo lote de muestras recibidas corresponden a diferentes especies de quelites del género
Amaranthus las cuales se muestran a continuacion
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Cuadro 22. Variedades de quelites de la familia Amaranthaceae con el nimero de colecta correspondiente

Numero de colecta Especie

1235 Amaranthus hybridus L.

1262 Amaranthus hybridus L.

1370 Amaranthus hybridus L.

1289 Amaranthus cruentus raza mexicana
1392 Amaranthus cruentus raza mexicana
1433 Amaranthus hypochondriacus raza azteca
1272 Amaranthus hypochondriacus raza azteca
1213 Amaranthus spinosus L.

Todas las especies fueron plantadas en cultivo comidn en el municipio de Jonotla, Puebla, sin
embargo, las semillas provienen de diferentes municipios del estado de Puebla.

Mapes-Sanchez reporta en el 2001 * |a hibridacién continua que se da por el manejo humano en
la zona de la Sierra Norte e Puebla haciendo dificil una clasificacion definida. Uno de los
pardmetros para realizar esta clasificacidon es la coloracion de las hojas, el nombre coloquial que da
la poblacién rural a los quintoniles generalmente se hace con base en su coloracién, se le da el
nombre de quintonil rojo a la especie A. hypochondriacus o quintonil blanco a la especie A.
cruentus ">,

Para el secado de las hojas de diferentes colectas de quelites de la familia Amaranthaceae se usé
el método de liofilizacién para su conservacién y facil manejo, que, como se mostré en los
resultados (punto 8.1.1) es el método que resultd mas apropiado para el manejo de las hojas en el
presente trabajo. Las diferentes colectas fueron congeladas a -80°C para posteriormente
someterse al proceso de liofilizacién, pulverizaciéon y almacenamiento con proteccién solar. La
cuantificacion de compuestos totales e identificacion por CCF se realiz6 con los pulverizados de
hojas secas.

8.1.3 Determinacion de compuestos totales

La determinacién de compuestos bioactivos totales se realizd con la finalidad de establecer un
panorama general de la composicion de las muestras a través de la medicidn por
espectrofotometria.Los compuestos determinados fueron 1) betalainas, 2) clorofilas, 3) carotenos,
4) fenoles y 5) flavonoides. A continuacién se presenta el

Cuadro 23 con los valores de compuestos totales que contribuyen a la coloracién en las hojas de
las diferentes especies de Amaranthus spp.
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Cuadro 23. Valores promedio de betalainas, betacianinas, betaxantinas, clorofilas y carotenos totales para diferente
colecta de quelite

. Betacianinas Betaxantinas Betalainas Clorofilas Carotenos
Colecta de quelite
(Mg /8 mira) (Mg /8 mira) (Mg /8 mira) (Mg /8 mira) (K8 p-caroteno /Bmtra)
A. hybridus L. 1235 0.240 + 0.011 0.299 + 0.023 0.540+0.035  1.816 +0.064 328.013 +37.016
A. hybridus L. 1262 0.301 % 0.022 0.360 + 0.007 0.662+0.024  3.028 +0.462 318.197 +39.562
A. hybridus L. 1370 0.672 £ 0.029 0.631+0.016 1.302+0.046  2.243 +0.152 139.484 +21.183
A. cruentus raza 0.188+0.0006  0.197+0.006  0.385+0.005 2.032+0.085  155.392 +16.659
mexicana 1289
A. cruentus raza 0.568 + 0.044 0.547+0.024  1.114+0.020 327640236  436.646 +83.481
mexicana 1392
A. hypochondriacus
0.537 +0.076 0.593 +0.027 1.130+0.099  2.838+0.258 133.286 +29.845
raza azteca 1433
A. hypochondriacus
0.283  0.004 0.195 + 0.008 0.478+£0.011  2.487 +0.108 195.626 +4.381
raza azteca 1272
A. spinosus L. 1213 0.627 + 0.064 0.539 + 0.019 1.166+0.051  1.698+0.117 441.718 +18.177

1) Betalainas

Los valores de betalainas mas altos los muestra la especie A. hybridus L. (colecta 1370). De

acuerdo al analisis estadistico (Anexo 1 Tabla 3) existe una diferencia significativa entre las

colectas de Amaranthus con respecto al contenido de betalainas totales, la prueba de rango

multiples indica que existe diferencia significativa entre casi todas las colectas de quelites

exceptuando las muestras A. spinosus L. (1213), A. hypochondriacus raza azteca (1433), A. cruentus

raza mexicana (1392) entre las cuales no existe una diferencia significativa (Anexo 1,Tabla 3.1),

estas especies también mostraron alto contenido de betalainas.
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Se observa que los mayores valores de betalainas los muestran diferentes especies de quelites,
como se dijo anteriormente, se sabe que el proceso de domesticacion en la zona de la Sierra Norte
de Puebla produce similitud entre las diferentes especies, este punto se puede ejemplificar
claramente con la muestra A. hybridus L. (1370) la cual muestra valores de betalainas mucho mas
altos comparados con las muestras de igual especie A. hybridus L. colectas 1235y 1262.

El valor mas alto de betacianinas lo mostré la especie A. hybridus L. (1370), sin embargo, el analisis
estadistico no mostré diferencia significativa con la especie de A. cruentus raza mexicana (1392),
también las especies con un contenido un poco mas bajo de betacianinas no mostraron diferencia
estadistica significativa (A. spinosus L. (1213), A. cruentus raza mexicana (1392) y A
hypochondriacus raza azteca (1433)), (Anexo 1, Tabla 4.1). En el caso de las betaxantinas el valor
mas alto también lo mostrd igualmente la especie A. hybridus L. (1370), todas las colectas de
quelites mostraron diferencias significativas en este caso, con excepcién de A. spinosus L. (1213)
con A. cruentus raza mexicana (1392) al igual que A. hypochondriacus raza azteca (1272) con A.
cruentus raza mexicana (1289), (Anexo 1, Tabla 5.1).

Khanam y Oba en el 2013 ** obtuvieron valores de betalainas de diferentes especies y variedades
en un rango de 3.012-6.094 pg/g de peso seco, Hongyan y col., en el 2015 * reportan valores en
un rango de 0.169-0.209 mg/g de peso seco. Las concentraciones que se obtuvieron en este
trabajo tienen un rango de 0.385-1.302 mg/g de peso seco siendo mayores que los encontrados en

% reportaron valores de betacianinas extraidas de diferentes

la literatura, Cai y col. en 1998 7
partes de la planta, en hojas para la especie de A. tricolor variedad Tr 010 (cultivo originario de
China) 143 +4.5 mg/ 100g de peso fresco y para la variedad Tr 015 (cultivo originario de India) un
valor de 74 3.2 mg/ 100g de peso fresco, estos valores fueron similares a los obtenidos en esta

investigacion.
2) Clorofilas

Las clorofilas son el compuesto con la concentracién mads alta en todas las colectas, el mayor
contenido de clorofilas lo mostré la muestra A. cruentus raza mexicana (1392). El andlisis
estadistico indica que existe una diferencia significativa entre los valores de clorofilas para todas
las muestras de quelites (Anexo 1, Tabla 6).

Khanam y Oba reportaron en el 2013 ** valores de clorofila en un intervalo de 2.59-3.83 mg/g de
peso seco, que coinciden con los obtenidos para este trabajo (1.70-3.28 mg/g de peso seco).

El estudio de compuestos bioactivos en hojas de betabel (Beta vulgaris subsp.cicla) no es tan
amplio como en las hojas de amaranto, sin embargo se tienen reportes del contenido de clorofilas
dependiendo del suministro de nitrégeno con un valor promedio de 19.36 mg/g de peso seco el
cual es mayor a los reportados en esta investigacion "
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3) Carotenos

Por parte del contenido de carotenos, fueron los valores mds bajos presentes en las hojas de
amaranto, la mayor concentracidon la tiene la muestra de A. spinosus L. (1213), el anlisis
estadistico demostrd que existe diferencia significativa entre todos los valores de carotenos
(Anexo 1, Tabla 7).

Khanam y Oba en el 2013 ** también reportaron valores de carotenos totales de 270.18 a 486.31
ug/g de peso seco, estos valores coinciden con los obtenidos en este trabajo (133.29-441.72 ug/g
de peso seco).

El contenido de carotenos en hojas de betabel también se ha estudiado variando la concentracidn
de fuentes de nitrégeno, el promedio reportado fue de 4.28 mg/ g de peso seco, un poco mayor a
lo encontrado en este trabajo .

Por parte de los compuestos fendlicos se presenta el Cuadro 24 que muestra el contenido de
fenoles y flavonoides totales.

Cuadro 24. Valores promedio de fenoles y flavonoides totales para diferentes colectas de quelites

Colecta de quelite Fenoles (Mg 4c. tanico/8 mira) ~ Flavonoides (Mgcatequina /8mtra)

A. hybridus L. 1235 8.059 £0.402 7.354 £0.819
A. hybridus L. 1262 10.965 +0.962 7.398 £0.742
A. hybridus L. 1370 12.920 £1.473 6.850 £1.435
A. cruentus raza mexicana 1289 8.682 +0.462 8.115 +0.378
A. cruentus raza mexicana 1392 12.645 +1.465 7.876 £2.264
A. hypochondriacus raza azteca 1433 12.354 +0.643 8.427 +0.835
A. hypochondriacus raza azteca 1272 11.147 +1.562 7.825 £0.382
A. spinosus L. 1213 12.392 £1.528 7.667 £0.425

——
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4) Fenoles

El andlisis estadistico de fenoles totales mostré diferencia significativa entre las muestras (Anexo 1
Tabla 8), la prueba multiple de rangos (Anexo 1, Tabla 8.1) agrupa a las colectas en dos grupos que
presentan similitud: A. hybridus L. (1235) y A. cruentus raza mexicana (1289), mientras que el otro
grupo esta conformado por las colectas restantes y son también las que muestran los mayores
valores de fenoles totales, la concentracidon mas alta la registré A. hybridus L (1370).

Khanam y Oba en el 2013 ? reportaron valores por debajo de los presentados en este trabajo
(625.72-854.29 ug/g de peso seco), por otro lado los resultados de Hongyan y col., en el 2015
presentan valores en un intervalo de 10.47-14.94 mg/g de peso seco que fueron similares a los
presentados en esta investigacion.

Los reportes de fenoles presentes en hojas de betabel (Beta vulgaris subsp.cicla) son expresados
en Ninfali y Angelino en el 2013 ’* con un valor de 11.12 mg/g de peso seco, estos valores se
encuentran dentro de los descritos en este estudio.

5) Flavonoides

Los valores de flavonoides totales no mostraron diferencia significativa entre cada colecta de
quelite (Anexo 1 Tabla 9), el valor mas alto lo mostrd A. hypochondriacus raza azteca (1433).

Reportes previos indican valores de flavonoides totales en un intervalo de 289.62-419.85 ug/g de
peso seco *2y 6.51-11.40 mg/g de peso seco *, los Ultimos fueron similares a los obtenidos en este
trabajo.

Los valores de flavonoides totales presentes en hojas de betabel es de 7.92 mg/g de peso fresco
siendo similares a los reportados en esta investigacion’.

La comparacion de valores reportados de compuestos totales carotenos, fenoles y flavonoides en
hojas de amaranto y hojas de betabel se encuentran dentro de los mismos intervalos, para el caso
de clorofilas se encontré una mayor concentraciéon en las hojas de betabel. Posterior a la
cuantificacion de compuestos bioactivos totales se realizo la identificacién por CCF para establecer
de manera cualitativa ciertos compuestos de interés.

8.1.4 Identificacion de compuestos por CCF

La caracterizacién por CCF da una identificacidon cualitativa de los compuestos presentes la
fraccion de extracto de hojas de amaranto como metanol y diclorometano, se analizé la presencia
de diferentes grupos de compuestos bioactivos 1) acidos fendlicos 2) flavonoides y 3) fraccion
lipidica. El orden de muestreo para cada colecta de quelite fue el mismo para todas las placas
cromatograficas: A. hybridus L. (1262), A. hybridus L. (1235), A. cruentus raza mexicana (1289), A.
hybridus L. (1370), A. hypochondriacus raza azteca (1433), A. hypochondriacus raza azteca (1272),
A. cruentus raza mexicana (1392) y A. spinosus L. (1213). A continuacién se presentan los
compuestos pertenecientes a la fraccién de metanol.
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1) Acidos fenélicos

El estudio detallado de la composicion de acidos fendlicos se ha abarcado en diferentes estudios
reportandose tanto acidos hidroxicindmicos como acidos hidroxibenzéicos®® ”* ?* donde se
determina la presencia de acidos fendlicos especificos como galico, vainillinico, siringico, caféico,
clorogénico, cumarico, sinapico, ferulico, benzdico, entre otros.

F Ca S 1262 1235 1289 1370 1433 1272 1392 1213

Figura 18. CCF para acidos fendlicos. F: ferulico, Ca: caféico, S: sindpico, A. hybridus L. (1262), A. hybridus L. (1235), A.
cruentus raza mexicana (1289), A. hybridus L. (1370), A. hypochondriacus raza azteca (1433), A. hypochondriacus raza
azteca (1272), A. cruentus raza mexicana (1392) y A. spinosus L. (1213).

En la Figura 18 se muestra la CCF donde se observa de mejor manera el Rf correspondiente a los
estandares (ferulico, caféico, y sindpico), sin embargo, las sefiales que muestran las diferentes
colectas de quelites son poco visibles. Es posible que exista la presencia de acido ferulico de
acuerdo al comportamiento cromatografico observado para las muestras. No es posible reportar
la presencia de acido caféico o sindpico por este método pues las seiales no son evidentes o

visibles.

2) Flavonoides
e Quercetina

La quercetina y sus glucdsidos son de los compuestos mas estudiados al determinar el perfil de
flavonoides presentes en la planta de amaranto, Khanam y Oba en el 2013 ** reportan la presencia
de isoquercetina (quercetina 3-glucosido), hiperosido (quercetina 3-galactosido) y rutina
(quercetina 3-rutinosido) en hojas de diferentes variedades de amaranto. Hongyan y col., en el
2015 2 realizaron un estudio de compuestos fendlicos presentes en diferentes partes de la planta




donde se evalud la presencia de rutina, kaempferol 3-rutinosido, y quercetina; sin embargo, la
presencia de quercetina fue negativa para la parte foliar. Miean y Mohamed en el 2001*
compararon la presencia de diversos flavonoides en plantas tropicales comestibles, las hojas de
amaranto presentaron concentraciones bajas o nulas, 29.5 mg de catequina/ kg de muestra para A.
gangeticus y no reportan la presencia en las hojas de A. spinosus.

Q 1262 1235 1289 1370 1433 1272 1392 1213

Figura 19. CCF para quercetina. Q: quercetina, A. hybridus L. (1262), A. hybridus L. (1235), A. cruentus raza mexicana
(1289), A. hybridus L. (1370), A. hypochondriacus raza azteca (1433), A. hypochondriacus raza azteca (1272), A.
cruentus raza mexicana (1392) y A. spinosus L. (1213).

En la Figura 19 se muestra la CCF para el flavonoide quercetina, a partir de esta determinacion se
puedieron observar ciertas sefiales sobresalientes, sin embargo, el comportamiento
cromatografico del estandar de quercetina no muestra similitud ni con el Rf de las principales
muestras ni con la coloracién obtenida con el revelador anisaldehido, el cual es especifico para
este tipo de compuestos. Es posible que no exista la presencia de quercetina en las diferentes
muestras de quelites debido a la diferencia de coloracién obtenida.

e Catequina

Existen pocos estudios de la presencia de catequina en hojas de amaranto, Vysochina y col.,,
reportaron en el 2012 ”* la presencia de compuestos bioactivos en hojas vy flores de amaranto,
dentro de los compuestos reportados estdn flavonoles, catequinas, taninos y carotenos en 45
especies de Amaranthus L. presentdndose en una concentracion de 0-08-0.27% para hojas y 0.04-
0.12% para flores.




Cat 1262 1235 1289 1370 1433 1272 1392 1213

Figura 20. CCF para catequina. Cat: catequina, A. hybridus L. (1262), A. hybridus L. (1235), A. cruentus raza mexicana
(1289), A. hybridus L. (1370), A. hypochondriacus raza azteca (1433), A. hypochondriacus raza azteca (1272), A.
cruentus raza mexicana (1392) y A. spinosus L. (1213).

En la Figura 20 se muestra la CCF para catequina, pertenece a la familia de los flavanoles. Se
observd que la seial del estdndar de catequina es similar en Rf con las sefiales presentes en las
diferentes colectas de amaranto, particularmente las muestas A. hybridus L. (1370) y A.
hypochondriacus raza azteca (1433) presentan una sefial con mayor intensidad; a pesar de que el
Rf es similar, la coloracion con anisaldehido no es la misma entre las muestras y el estandar, lo que
puede indicar que no existe la presencia de catequina en las muestras de quelites.

e Rutina

La rutina es de los flavonoides que se presentan mas frecuentemente en las hojas de amaranto,
existen diversos estudios que reportan su presencia en diferentes especies de Amaranthus,
Kalinova y Dadakova reportan en el 2009 ”° el contenido de rutina en diferentes partes de la planta
de amaranto: hojas, tallos, flores y semillas para diferentes especies, los mayores valores se
encontraron en la parte de la semilla (11-99 mg/kg de peso seco) seguido por la parte foliar (13-
27 mg/kg peso seco), en esta investigacion se reporta que la planta de amaranto puede ser una
fuente importante de rutina.




R 1262 1235 1289 1370 1433 1272 1392 1213

Figura 21. CCF para rutina. R: Rutina, A. hybridus L. (1262), A. hybridus L. (1235), A. cruentus raza mexicana (1289), A.
hybridus L. (1370), A. hypochondriacus raza azteca (1433), A. hypochondriacus raza azteca (1272), A. cruentus raza
mexicana (1392) y A. spinosus L. (1213).

En la Figura 21 se muestra la CCF para la identificacion de rutina, la rutina es parte del grupo de
compuestos de los flavonoides y se observa que el Rf de las muestras coincide con el del estandar
utilizado asi como la coloracién obtenida con el revelador cloruro férrico (especifico para este tipo
de compuestos), ademas de que el perfil de sefiales para todas las muestras fue similar, es posible
la presencia de rutina en las hojas de amaranto. A continuacién se muestra las placas
cromatograficas correspondientes a la fraccidn de extraccidn con diclorometano.

3) Fraccion lipidica
e Esteroles

Los reportes de los diferentes tipos de esteroles componentes de la planta de amaranto son muy
antiguos **7¢7
Amaranthaceae presenta alto contenido de esteroles, se reporta la presencia de estigmasterol,
ergosterol, stigmastenol y spinasterol en semillas con una concentracién total de 0.35 mg / g de

, la parte vegetal mas estudiada es la semilla. Se ha demostrado que la familia

peso seco. En las hojas se ha reportado la presencia de campesterol, estigmasterol, 7-ergostenol,
espinasterol y 7-estigmastenol, el compuesto mayoritario encontrado fue el espinasterol con una
proporcién del 52.4% del contenido total de esteroles ”°.




S C 1262 1235 1289 1370 1433 1272 1392 1213

Figura 22. CCF para esteroles. S: estandar de estigmasterol, C: mezcla comercial de esteroles, A. hybridus L. (1262), A.
hybridus L. (1235), A. cruentus raza mexicana (1289), A. hybridus L. (1370), A. hypochondriacus raza azteca (1433), A.
hypochondriacus raza azteca (1272), A. cruentus raza mexicana (1392) y A. spinosus L. (1213)

En la Figura 22 se muestra la CCF para esteroles usando estigmasterol (S) y una mezcla comercial
de esteroles (C) a partir de la placa se pueden hacer dos observaciones principales donde el
comportamiento cromatografico de todos los extractos de las diferentes especies de Amaranthus
fue similar y que el Rf de las diferentes muestras también es similar con los estandares utilizados,
por lo tanto, es posible que exista presencia de esteroles en las muestras de quelites.

e Escualeno

En relacidn a la presencia de escualeno se ha indicado que es un recurso abundante en el aceite de
higado de tiburén (30-45% del total de aceite), sin embargo, debido a la dificultad de extraccion,
se han buscado fuentes vegetales alternativas, la planta de amaranto ha sido reportada como
fuente potencial de escualeno. Diversos estudios enfocados a la semilla de esta planta muestran la
presencia de escualeno, con una concentracion de 2.4 a 8.0% del total de aceite, mayor
comparado con otros aceites provenientes de otras fuentes vegetales. Debido a las caracteristicas
faciles de cultivo de la planta de amaranto se plantea como fuente vegetal importante para la
obtencién de escualeno *>.
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E 1262 1235 1289 1370 1433 1272 1392 1213

Figura 23. CCF para escualeno. E: escualeno, A. hybridus L. (1262), A. hybridus L. (1235), A. cruentus raza mexicana
(1289), A. hybridus L. (1370), A. hypochondriacus raza azteca (1433), A. hypochondriacus raza azteca (1272), A.
cruentus raza mexicana (1392) y A. spinosus L. (1213)

En la Figura 23 la CCF para escualeno (E) se observa que las colectas de quelites muestran un Rf
que coincide con el estandar indicando la posible presencia de este compuesto en todas las
especies de hojas de amaranto.

8.2 Etapa 2. Cuantificacion de compuestos por HPLC Y CG

A partir de la cuantificacion de compuestos totales y determinacién cualitativa por CCF, se
identificaron los principales compuestos de interés amarantina, acidos fendlicos, rutina vy
escualeno, con disponibilidad para ser aislados y caracterizados por técnicas como HPLC, CG y
RMN.

8.2.1 Cuantificacion de amarantina

La cuantificacidon de las betalainas presentes en los extractos de amaranto se llevé a cabo a partir
del establecimiento de la curva de calibracién usando como estandar el extracto obtenido a partir
de la purificacién de las betalainas representativas de la familia Amaranthaceae, amarantina e
isoamarantina.




e Purificacion de estandar interno de amarantina

La disponibilidad de estandares puros para la cuantificacién de ciertos compuestos bioactivos es
limitada, la venta de estandares de betalainas comerciales se limita a la betacianina representativa
del betabel (betanina). La betacianina representativa de la familia Amaranthaceae es la
amarantina de la cual no se encontré un proveedor para hacer la cuantificacion correspondiente.

Partiendo de este factor se vio la necesidad de realizar la purificacién de la amarantina a partir de
las hojas de una de las colectas de quelites: A. cruentus raza mexicana (1392) la cual mostro de los
valores mas altos de betalainas totales y existia una mayor disponibilidad de muestra seca para ser
utilizada en la purificacion.

La purificacion se llevé a cabo a partir de la extraccién con una mezcla metanol:agua de las
betalainas, el primer paso para proceder con la purificacion fue la eliminacién de la clorofila con
diclorometano. El extracto resultante fue concentrado y purificado por columna cromatogréfica
con la correspondiente recoleccion de fracciones separadas por color (punto 7.3.2.1: purificacion
del estdndar de amarantina). Las fracciones colectadas fueron monitoreadas por placa
cromatografica de celulosa (Figura 24), aquellas que mostraron un Rf similar fueron agrupadas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 24. CCF de fracciones colectadas en columna para purificacion de amarantina




Las fracciones que fueron agrupadas se enumeran como: 1-3, 4-6, 7-9 y 12-18 (fraccion amarilla).
La fraccion de principal interés es la de 1-3, la cual tuvo un rendimiento de 0.2% al final de la
purificacidn. Esta fraccién fue analizada por HPLC y RMN para hacer su identificacion.

Diversos estudios reportan algunos tipos de purificacidon establecidos para las betalainas de la
familia Amaranthaceae, algunos trabajos utilizan agua para la extraccidon de betalainas pues es
mas eficiente para la obtencién de estos compuestos, sin embargo, utilizar este disolvente
acarrea proteinas y es dificil de concentrar, es por eso que la mayoria de los autores utilizan
metanol al 80% por ser mas facil el manejo del extracto. Para la separacién de betacianinas y
betaxantinas se utiliza Sephadex LH-20 en columna y agua desionizada como eluyente?®°%708982,
En la Figura 25 se muestra el gradiente de color reportado en Biswas y col., en el 2013 , el cual

concuerda con el obtenido para este trabajo.

Extracto metandlico
concentrado

Primera fraccion ) Tercera fraccion

Segunda fraccién

Figura 25. Fracciones con diferentes pigmentos recolectados en la columna con Shephadex LH-20 &

¢ Identificacion por RMN y HPLC

La pureza de las fracciones 1-3 fue monitoreada por HPLC con el método reportado en Schliemann
y col., en el 2001 ®, se observa la presencia principalmente de dos sefiales (Figura 26), la primera
con un tiempo de retencién de 14.738 minutos (con un porcentaje de area de 61.15%) y la
segunda con un tiempo de 15.574 (con un porcentaje de area de 34.89%).

La betalaina representativa de la familia Amaranthaceae es la amarantina, siendo la que se
encuentra en mayor concentracidn en las diversas muestras estudiadas, el perfil cromatografico
reportado para las betalainas de esta familia en orden de aparicion de sefiales es el mismo en

28,70,80,82,83

diversos estudios especificamente para el género Amaranthus spp. el perfil reportado es

el mismo que para este trabajo, particularmente para el método de HPLC usado, los tiempos de
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retencién obtenidos fueron parecidos al obtenido en este estudio con 16.2 minutos para
amarantinay 17.2 minutos para isoamarantina.
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Figura 26. Cromatograma para purificacion de Fracciones 1-3

La fraccidén 1-3 con los picos 1y 2 identificados en HPLC fue también identificada por RMN con el
disolvente reportado como el mas adecuado para evitar la hidrdlisis de la betacianina (D,0) **.
Existen pocos reportes referentes a la resonancia de las betalainas, la betacianina mas estudiada
es la betanina proveniente del betabel, el esqueleto estructural es muy parecido al de Ia
amarantina por lo que los datos reportados para esta molécula, desplazamiento quimico (8) y
constante de acoplamiento (/) se tomaron como base para asignar las sefiales en este trabajo *7°.
En el Cuadro 25 se observan los desplazamientos asignados para cada carbono tanto para‘H como
para °C, en la Figura 27 se observa el nimero del carbén asignado de acuerdo a la estructura de la
amarantina,

el acoplamiento de los sistemas de spin 'H de H-2 con H-3a/b, H-11 con H-12 y H-14a/b con H-15
del aglicon betanidina, asi como los acoplamientos de la glucosa H-1'-6 y el acido glucuronico H-
1""-5” fueron confirmados por el experimento 2-D COSY.

Los desplazamientos asignados en **C fueron confirmados con los carbonos ligados directamente a
hidrégeno mediante el experimento 2-D HSQC y para observar el acoplamiento a 2 y 3 enlaces de
distancia principalmente para el caso de la glucosa y el acido glucurdnico se utilizé el experimento
2-D HMBC. En el Anexo 3 se muestran los espectros de 4, B¢, cosY, HSQC y HMBC con las
sefiales asignadas para la molécula de amarantina.
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Cuadro 25. Datos de 'H y **C para amarantina.

No. Carbono ‘HRMN & [ppm], mult, J [Hz] BCRMN & [ppm]

2 4.90,d, 8.2 65.34

3.59, dd, 10.1; 17.6

33/b 500, dd, 10.0: 14.1 33.57
4 7.16,s 114.96
5 143.57
6 146.33
7 7.08s 100.09
8 138.66
9 124.65
10 177.02
11 7.98, d,8.2 144.36
12 5.25, dd, 10.8 105.76
13 117.91

3.26,d, 10.0

14 2.93-298, m 28.47
15 4.10-05, m 53.91
16 -
17 -
18 6.61,s 104.82
1 4.80.d,4.4 101. 28
2 3.47 (sobreposicion) -
3 3.43 (sobreposicion) 73.70
4 3.38 (sobreposicion) 69.54
5’ 3.44 (sobreposicion) 74.99

, 3.79,dd, 7.3; 16.4
6 3.72,m 60.3
1” 4,96, m
2" 3.52 (sobreposicion)
3” 3.48 (sobreposicion)
4" 3.46 (sobreposicion)
5” 3.49 (sobreposicion)
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Figura 27. Numeracion de carbonos para la molécula de amarantina

e Extraccion de betalainas

La extraccion de betalainas en este trabajo se realizd6 con metanol al 80%, posteriormente fue
filtrado para la determinacién directa por la técnica de HPLC. Los reportes de extraccidon de
betalainas, emplean soluciones acuosas, alcohdlicas en diferentes concentraciones y acidificadas.
Se reporta que las soluciones con mayor rendimiento de extraccién son aquellas que usaron acido
citrico al 0.2%, acido ascérbico al 0.1% y una solucidn acuosa de etanol al 20% y acido ascérbico al
0.5% *%,

e Cuantificacion de amarantina

La cuantificacién de amarantina se llevd a cabo a partir del establecimiento de la curva de
calibracion con el extracto purificado de amarantina identificado, tomando en cuenta tanto el
tiempo de retencidon como el porcentaje de drea (que se tomd como porcentaje de pureza) para el
calculo de la concentracidon y la curva de calibracién para amarantina (Anexo 2, Tabla 3). A
continuacién se presentan los valores determinados de amarantina en las diferentes colectas de
quelites de la familia Amaranthaceae.

Cuadro 26. Cuantificacién de amarantina para las diferentes colectas de quelites (ug amarantina/ g de muestra)

A. A. A. A.

A. A. A. cruentus cruentus hypoch. hypoch. A.
hybridus hybridus hybridus raza raza raza raza spinosus
L. 1235 L. 1262 L. 1370 mexicana  mexicana azteca azteca L. 1213

1289 1392 1433 1272
4.41 4.51 12.24 4.55 225.43 37.37 20.43 132.03
10.13 +0.33 10.22 +0.14 +11.53 16.33 16.22 12.74

68

——
| —



Del Cuadro 26 se observan los valores para amarantina determinados a partir de HPLC vy el
estandar purificado. El andlisis estadistico establece una diferencia significativa entre los valores
de las diferentes colectas (Anexo 1, Tablal0), la prueba multiple de rangos establece que no existe
diferencia significativa sélo para los valores mas bajos de amarantina (Anexo 1 Tabla 10.1) para las
siguientes colectas: A.hybridus L. (1235, 1262 y 1370) y A. cruentus raza mexicana (1289). De
especial interés es el valor de amarantina para la colecta de A.hybridus L. (1370) pues fue la
muestra con mayor contenido de betalainas totales y betacianinas (punto 8.1.3: betalainas totales)
sin embargo al ser un método poco sensible, es posible que la presencia de otros pigmentos como
la clorofila pudieran interferir con la medicién espectrofotométrica. El valor mas alto de
amarantina lo presentd A. cruentus raza mexicana (1392) misma muestra de donde se purificé el
estandar.

Los valores presentes en la literatura para la cantidad de amarantina presente en las diferentes
especies de Amaranthus spp. se reporta como porcentaje con base en el contenido total de
pigmento presente (en forma de compuestos tipo amarantina totales) y es calculado a partir del
coeficiente de absortividad molar reportado en Cai y col., en el 2001 **. A continuacién se
presentan los valores reportados en la literatura para amarantina

Cuadro 27. Contenido de amarantina reportado en la literatura.

. Composicion de Contenido total de betalainas (mg .
Especie s o Referencia
amarantina (A’) compuestos tipo amarantina totales/g peso fresco)
A. hybridus 96.1 0.76 .
- Caiy col.,
A. hypochondriacus 95.5 1.08 2001 2
A. spinosus 94.9 0.26

En el Cuadro 27 se observan los valores de amarantina presente en las especies de amaranto
usadas en este trabajo, el rango de contenido de amarantina va de 246-1031 pg de amarantina/ g
de peso fresco, el maximo obtenido en este trabajo fue de 225.43 ug de amarantina/ g de peso
seco.

La biosintesis de la amarantina esta directamente relacionada con el metabolismo de nitrégeno
en la planta, es uno de los intermediarios en la ruta metabdlica para biosintesis de compuestos
nitrogenados. A partir de la ruta de biosintesis de tirosina y fenilalanina se produce el acido trans-
cindmico y sus derivados hidroxi y metoxilados. Estos derivados se encuentran al inicio de la ruta
metabdlica en la sintesis de flavonoides y polifendles condensados como los taninos. También
derivan en los alcoholes coniferilico y sinapilico y el acido p-cumarico los cuales son componentes
estructurales para la formacion de lignina. El incremento en el gasto de los precursores tirosina y
fenilalanina en la ruta biosintética que inicia con L-tirosina sigue con la formacién de
dihidroxifenilalanina (DOPA) y finalmente con la sintesis de la amarantina limitaria la sintesis de
lignina. Se reporta una relacién entre la coloracion de las hojas de amaranto y la disminucién de
los niveles de celulosa y lignina provocando que la densidad foliar también disminuya .
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8.2.2 Cuantificacion de acidos fendlicos

La cuantificacidon e identificacidn especifica de acidos fendlicos presentes en hojas de quelites se
llevd a cabo en esta seccidn, se realizé a partir de la técnica de HPLC y comparacién de tiempos de
retencion con estandares comerciales.

e Extraccion de acidos fendlicos

La técnica de extraccién utilizada generalmente se enfoca a la localizacién en el tejido vegetal de
los acidos fendlicos, muchos de los derivados de acidos fendlicos presentes en las plantas se
encuentran en vacuolas y son facilmente extraidos con solventes orgdnicos, también estdn
presentes aquellos ligados a carbohidratos y proteinas insolubles ligados a la matriz celular.

En este trabajo se utilizé una extraccidn alcalina para posteriormente llegar a pH 3-4 con acido
concentrado. Usualmente la presencia de los acidos fendlicos se da en forma simple como en
forma de polifenoles, la técnica mas usada para el fraccionamiento de estos compuestos esta
basada en la diferencia de acidez, el pKa a del protén fendlico es aproximadamente de 10 mientras
gue el valor de pKa del protén de los acidos carboxilicos esta entre 4 y 5, el tratamiento con NaOH
se da para remover compuestos neutros, la posterior acidificacién hace posible la extraccién de los
acidos fendlicos y la extraccién con acetato de etilo hace posible la remocidn de flavonoides *.

e Cuantificacion de acidos fendlicos

La cuantificacion de acidos fendlicos se llevd a cabo a partir del establecimiento de las curvas de
calibracion con estdndares comerciales y comparando los tiempos de retencion de estandares con
los tiempos mostrados en las diferentes colectas de quelites por el método de HPLC. Los acidos
que fueron rastreados son: galico, dihidroxibenzdico, clorogénico, caféico, cumarico y ferulico. A
continuacién se muestran los acidos identificados en las diferentes colectas
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Cuadro 28. Presencia de acidos fendlicos en las diferentes colectas de quelites.

Colecta de quelite Ac. Ac. Ac Ac Ac. Ac.
/Acido fendlico Galico Dihidroxibenz6ico Clorogénico Caféico Cumaérico Ferulico
Tiempo de retencion 42 5.8 73 9.2 11.8 12.8
(min)
A. hybridus L. 1235 + + + + + +
A. hybridus L. 1262 + - + + + +
A. hybridus L. 1370 - + - + + .
A. cruentus raza
mexicana 1289 * . + + - -
A. cruentus raza + _ . + - -
mexicana 1392
A. hypochondriacus
raza azteca 1433 * ) - + + -
A. hypochondriacus )
raza azteca1272 * * * * *
A. spinosus L. 1213 + + + + + +

Como se observa en el Cuadro 28 la presencia de los acidos fendlicos examinados en este trabajo

es diversa, los acidos galico y caféico muestran una presencia casi constante en todas las muestras

de quelites, al contrario del acido ferulico de que se presenta en sdélo tres muestras. Esto va en

diferencia con lo encontrado en la seccién 8.1.4 para la CCF correspondiente a los 4cidos fendlicos

dénde no se observan sefales evidentes para la presencia de acido caféico pero si para acido

ferulico.

La comparacién del tiempo de retencidon de las muestras de quelite con estandares comerciales

hizo posible determinar la presencia de ciertos acidos fendlicos, sin embargo, debido a las bajas

concentraciones encontradas no todos pudieron ser cuantificados. A continuaciéon se presenta la

tabla con los datos de concentracidn calculados a partir del establecimiento de las curvas de

calibracion (Anexo 2, Tabla 4).
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Cuadro 29. Cuantificacion de acidos fendlicos para las diferentes colectas de quelites.

Colecta de quelite/ L Ac. . . . .
Acido fenélico® Ac. Galico Dihidroxibenzéico Ac. Caféico Ac. Ferdlico

A. hybridus L. 1235 103.07 +53.18 N. C. 203.05 +79.12 113.34 +29.21
A. hybridus L. 1262 N.C.b N. P. 802.61 +92.12 136.65 +14.44
A. hybridus L. 1370 N.P.C 31.29 +8.08 99.91 +0.76 N. P.
/;exicai;“‘;;;;s raza N. C. N. P. 218.51 +58.53 N. P.
ﬁexicaffa"ig;’f raza N. C. N. P. 1069.42 +29.11 N. P.

A. hypochondriacus raza

s 269.57 +45.98 N. P. 148.85 +38.82 N. P.
:\;tZ’C’ Z‘l’gggndr’aws raza N. C. N.C. 373.64 +31.14 N.P.

A. spinosus L. 1213 N.C. 47.7142.02 1284.80 +102.86 171.73 +22.08

® (UEAcido/Bmira), ° N.C. No cuantificable, °N.P. no presente.

El Cuadro 29 muestra los valores de concentracién para los acidos fendlicos determinados
mediante el método de HPLC, se observa que los acidos galico, dihidroxibenzdico, y ferulico no
muestran una presencia constante en todas las colectas. El 4cido con menor concentracién es el
acido dihidroxibenzodico, presente solamente en A. hybridus L. (1370) y A. spinosus L. (1213). Por
otro lado, el acido caféico es el compuesto de mayor concentracidn y presente para todas las
colectas, la mayor concentracidn la muestra A. spinosus L. (1213) con aproximadamente 1 mg de
acido/g de muestra. El acido caféico es precursor de los acidos acido ferulico, alcohol coniferilico, y
alcohol sinapilico, la enzima acido cafeico-O-metiltransferasa cataliza la transformacion a acido
ferulico todos estos compuestos son pilares significativos en la lignina ®. Puede ser posible que los
quelites, al ser follaje joven (tierno), la estructura que da rigidez a las hojas aun no llegue a la
sintesis final como lignina, y los precursores como el acido caféico estén presentes en una
concentracién importante.

Como se sefialé anteriormente, la diversidad de &acidos fendlicos estudiados es grande, a
continuacién se muestran los valores de los acidos estudiados en este trabajo que ya han sido
reportados previamente en la planta de amaranto
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Cuadro 30. Valores reportados en la literatura de acidos fenélicos en la planta de amaranto.

Especie de amaranto/ Ac. Galico Dihidro;?i(l.:)'enzéico Ac. Caféico Ac. Ferulico Referencia
o Iy a b a
Acido fenélico (mg/ 100 g PS7) (mg/ 100 g PS?) (ug /g PF’)  ((mg/ 100 g PS°)
A.  hypochondriacus Hongyany col.,
. 12.36 £0.45 3.50 £0.16 - 0.35 £0.02 23
(hojas) 2015
A. caudatus (hojas) 10.95 +039 3.190.15 ; 0.44 +0.02 Hon%ig ycol,
Repo-Carrasco-
A. caudatus (grano) 0.85 +0.01 - - 8.32 +0.70 Valencia y col.,
2010 *
A. cruentus var. ¢ Pasko y col., 2008
370 - - - 46
azteca (brote)
A.  hypochondriacus d d Khanam y Oba,
+ - + +
var. New Aztec (hojas) 29205 0.310.2 2.9206 2013 %

®P.S. peso seco, °p.F. peso fresco, “mg/kg peso seco, d ug/g peso fresco

En el Cuadro 30 se puede observar los valores publicados en la literatura para los acidos fenélicos
estudiados en este trabajo, Hongyan y col., Pasko y col., y Repo-Carrasco-Valencia y col. >,
reportan valores de los acidos galico, dihidroxibenzodico, y ferulico, entre otros; al comparar los
valores obtenidos por estos autores, se encuentra que estos van en un intervalo de 3-1000 ug de
acido/ g de muestra y los menores valores los presenta la zona del grano. Asi los valores
reportados en la literatura se encuentran dentro de la misma magnitud que los obtenidos en este
trabajo, es importante puntualizar que la presencia de acido caféico es limitada y escasa en estos

trabajos.

8.2.3 Cuantificacion de rutina

La determinacion de rutina se realizé partiendo de la identificacion parcial en CCF (seccion 8.1.4),
la cuantificacién se llevd a cabo por HPLC comparando con un estandar comercial.

e Extraccion de rutina

El método de extraccion seguido fue sonicacién en una solucion metanolica para posteriormente
cuantificar sin realizar algin otro paso de purificacion. Es reportado que la extraccion asistida por
sonicacién da mejores rendimientos en comparacion con otros métodos (un 50% en comparado
con reflujo). El uso de metanol como disolvente de extraccidon es reportado como mas eficiente
comparado con el medio acuoso debido a la estabilidad brindada por el metanol frente al
fendmeno llamado cavitacién acustica producido por las ondas ultrasdnicas. Los radicales libres
generados por las burbujas de cavitacidn pueden producir efectos quimicos indeseados en la
extraccidn de rutina como su oxidacion, se reporta que realizar el proceso de sonicacidon en medio
acuoso promueve la formacion de radicales hidroxilo altamente reactivos *.
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e Cuantificacion de rutina

La cuantificacidn de rutina se realizé a partir del establecimiento de la curva de calibracién con el
estandar comercial (Anexo 2, Tabla 5) y la comparacién con el tiempo de retencion de la sefial en
las muestras de quelites, a continuacién se muestra la tabla con los valores de concentracion de
rutina en las diferentes colectas de quelites.

Cuadro 31. Cuantificacion de rutina en las diferentes colectas de quelites (mg rutina/g muestra).

A. cruentus  A. cruentus
A. hypoch. A. hypoch.

A. hybridus  A. hybridus  A. hybridus raza raza A. spinosus
raza azteca raza azteca
L. 1235 L. 1262 L. 1370 mexicana mexicana L. 1213
1433 1272
1289 1392
0.673 0.413 0.359 0.714 0.620 0.556 0.720 0.597
+0.04 +0.012 +0.046 +0.044 +0.028 +0.065 +0.024 +0.025

El Cuadro 31 muestra los valores de concentracion de rutina para cada una de las colectas de
guelites, los valores mas altos de rutina los muestran las colectas A. hypochondriacus raza azteca
(1272), A. cruentus raza mexicana (1289) y A.hybridus L. (1235), de acuerdo al analisis estadistico,
existe una diferencia significativa entre todas las colectas de quelites(Anexo 1, Tabla 11), sin
embargo, la prueba multiple de rangos indicéd que no existe una diferencia significativa entre las
colectas de quelites con mayores valores de concentracién de rutina (Anexo 1, Tabla 11.1).

Se observa en el Cuadro 32 que los valores reportados en la literatura principalmente en la parte
foliar de la planta de amaranto

Cuadro 32.Valores reportados en la literatura de rutina para la planta de amaranto.

Variedad de amaranto Concentracion de rutina Referencia
) . 333.25 +10.87°
A. hypochondriacus (hojas) Hongyan y col., 2015 **
: 264.21 5.57°
A. caudatus (hojas) Hongyany col., 2015 *
B
1 +
A. hypochondriacus (hojas) 3950£566 Kalinova y Dadakova, 2009 "
B
27 +162
A. hybridus (hojas) >00+1626 Kalinova y Dadakova, 2009 "
A. cruentus var. azteca (brote) 690° Pasko y col., 2008 4

® mg/100g de peso seco, b mg/kg peso seco.

Las concentraciones van del rango de 2-30mg de rutina/g de muestra, estos son mucho mayores
gue los obtenidos para este trabajo donde el rango de valores va de 0.3-0.7 mg de rutina/g de
muestra.
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El contenido de rutina varia dependiendo de la parte de la planta o de la etapa de desarrollo del
cultivo, asi Hongyan y col., reporté en el 2015 ** que la concentracidn de rutina es mayor en la
parte foliar de la planta de amaranto, comparado con semillas, tallos, flores y brotes.

Kalinova y col., publicaron en el 2009 ”* que el contenido de rutina en hojas depende del estado de
maduracién en el que se encuentren, la tendencia indica que entre mayor sea el estado de
maduracién el contenido de rutina puede aumentar. Es posible que al encontrarse las hojas de
amaranto en una etapa temprana de maduracidon (definida como hojas tiernas) el contenido de
rutina no ha llegado a su maxima produccién a pesar de ser hojas.

8.2.4 Cuantificacion de escualeno

La cuantificacion de escualeno también se realizd a partir de la evidencia mostrada por las sefiales
comparadas con el estandar en la CCF (seccién 8.1.4). La cuantificacién se llevd a cabo por la
técnica de CG comparando con un estandar comercial.

e Extraccion de escualeno

El método de extraccidon seguido para la determinacién de escualeno fue la extraccidon con un
disolvente no polar (hexano) para posteriormente ser sometido a un proceso de saponificacion y
poder realizar la cuantificacién. La extraccion con un disolvente no polar permite obtener el aceite
vegetal de las hojas, dentro de los métodos mads usados para el fraccionamiento de los aceites
vegetales se encuentra la saponificacidn, que es un método que permite una purificacion parcial
de los compuestos presentes en la fraccidn grasa, la saponificacion es la reaccion de un éster y un
hidréxido alcalino obteniéndose la sal alcalina del acido organico y un alcohol, aquellos
compuestos que no sean afectados por esta reaccion se les llama lipidos insaponificables, asi es
como se puede exponer al escualeno de la matriz foliar. Es reportado que el escualeno en la planta
de amaranto se puede extraer facilmente a partir de una destilacidon al vacio, sin embargo, se
puede obtener una extraccién mas eficiente y con mayor rendimiento con la reaccion de
saponificacion. En un proceso de purificacién, después de la saponificacidn, el contenido de
escualeno se incremento de un 4.2% a un 43.3% del total de aceite *°.

e Cuantificacion de escualeno

La cuantificacidon de escualeno se realizé a partir del establecimiento de curvas de calibracion con
el estandar comercial (Anexo 2, Tabla 6) y la comparacion del tiempo de retencion de los
extractos saponificados de las hojas de amaranto con el tiempo de retencién mostrado por un
estandar con CG, a continuacidon se muestran los resultados de la cuantificacién de escualeno
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Cuadro 33. Cuantificacion de escualeno en las diferentes colectas de quelites (ug de escualeno/g de muestra)

A. cruentus  A. cruentus
A. hypoch. A. hypoch.

A.hybridus  A. hybridus  A. hybridus raza raza A. spinosus
raza azteca raza azteca
L. 1235 L. 1262 L. 1370 mexicana mexicana L. 1213
1433 1272
1289 1392
1.73 3.01 1.62 2.97 1.90 2.99 1.77 291
+0.06 +0.05 $0.11 10.18 10.10 10.22 +0.09 10.18

En el Cuadro 33 se observan los valores correspondientes la determinacion de escualeno de las
diferentes colectas de amaranto, el analisis estadistico establece que existe diferencia significativa
entre las colectas (Anexo 1 Tabla 12), la prueba multiple de rangos (Anexo 1 Tabla 12.1) agrupa las
diferentes colectas en dos grupos donde no existe diferencia significativa: A. hybridus L. (1370),
A.hybridus L. (1235), A. hypochondriacus raza azteca (1272) y A. cruentus raza mexicana (1392)
para los valores mas pequefios de concentracién de escualeno. La muestra de mayor
concentracién es A. hybridus L. (1262), sin embargo, los valores de esta colecta no muestran una
diferencia significativa con A. hypochocndriacus raza azteca (1433), A. cruentus raza mexicana
(1289) y A. spinosus L. (1213). A continuacién se muestra la tabla de valores reportados de
escualeno en la planta de amaranto.

Cuadro 34. Valores reportados en la literatura para escualeno

Variedad de amaranto Concentracion de escualeno Referencia
A. hypochondriacus (grano) 0.76° Hey col., 2002 **
A. hybridus (semillas) 1.73° He y Corke, 2003 *°
A. hybridus (hojas) 0.46° He y Corke, 2003 *°

2g/ kg de grano, " mg/g semilla, mg/10g peso seco.

Los estudios reportados de escualeno en la planta de amaranto se enfocan principalmente al
grano, por ser la parte de la planta con un mayor contenido de lipidos dadas sus caracteristicas
fisioldgicas, es de esperarse que el mayor contenido de escualeno sea mucho mayor. Refiriendo a
los valores reportados para la parte foliar por He y Corke en el 2003 > es mayor: un promedio de
2.36 pg de escualeno/g de peso seco comparado con 46 pg de escualeno/g de peso seco.

He, H. en el 2003 ** estudié el contenido de amaranto en hojas en diferentes etapas de
crecimiento de la planta, no encontré evidencias de que exista relacion entre el contenido de
escualeno en hojas y la etapa de crecimiento fisioldgico de la planta, reporta que mientras ciertas
especies muestran una clara tendencia que relacionan estos dos parametros, otras no. Se indica
que el contenido de amaranto (si es que se pretende su uso como fuente de escualeno) dependera
tanto de la especie como de la fenologia.
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9. Conclusiones

El estudio de compuestos bioactivos presentes en los quelites de la familia Amaranthaceae
representa una herramienta valiosa para resaltar la importancia de este alimento como
componente esencial de la dieta en las comunidades rurales y escasamente en las urbanas, esta
investigacion se une con reportes previos acerca de la botanica, etnobotanica y composicidn
nutrimental para resaltar el papel que ha tenido este alimento en México.

Este trabajo se realizd eligiendo, de manera inicial, el método de secado mas adecuado para la
mejor conservacion de los dos tipos de compuestos mas importantes; la liofilizacién fue el proceso
que dio los valores mas altos en las determinaciones de fenoles y betalainas totales. Esta técnica
fue la usada para la conservacion de todas las muestras de hojas de las diferentes colectas.

Las determinaciones de compuestos totales mostraron una diferencia significativa entre todas las
colectas para betalainas (0.38-1.30 mg/ g muestra seca, ms), betacianinas (0.188-0.672 mg/ g ms)
y betaxantinas (0.195-0.631 mg/ g ms) estos valores son mayores a los previamente reportados,
indicando que ciertas colectas pueden ser una fuente importante de betalainas. Se mostraron
cantidades de clorofilas (1.70-3.28 mg/ g ms), carotenos (139.48-441.72 ug/ g ms) y fenoles (8.06-
12.92 mg/ g ms) con diferencia significativa entre las colectas, los valores obtenidos en este
trabajo coinciden con los reportado por otros autores. No se observé diferencia significativa en los
valores de flavonoides totales (6.85-8.43 mg/ g ms) y coinciden con los valores en otros trabajos
publicados. El estudio de los grupos de compuestos bioactivos totales da un panorama general de
la composicién de las diferentes especies de amaranto presentes en la Sierra Norte de Puebla.

La cromatografia en capa fina permitid identificar ciertos compuestos, rutina, esteroles y
escualeno en todas las colectas de quelites analizadas, investigaciones previas ya habian reportado
la presencia de estos compuestos en hojas de amaranto.

Se establecié la presencia de compuestos especificos: amarantina (4.41-225.43 ug/ g ms), el
intervalo de concentraciones es amplio en las diferentes especies analizadas, la colecta con mayor
contenido de amarantina (1392) es comparable con otras especies Amaranthus previamente
reportadas. La concentracién de acidos fendlicos tiene un intervalo de concentracién de 47.71-
1284.80 pg/ g ms de diferentes acidos, el acido mas abundante fue el 4cido caféico (presente en
todas las colectas) el cual es reportado como escaso y poco presente en otras especies de
amaranto. La rutina se presento en una concentracién de 0.359 a 0.72 mg/ g ms mostrando un
contenido por debajo de los reportados para diversas especies. De escualeno se presentaron
concentraciones de 1.73 a 3.01 ug/ g muestra seca, los estudios de escualeno son enfocados
principalmente al grano, pero se reporta que la concentracién depende tanto de la etapa
fisiolégica como de la especie.

En la zona de la Sierra Norte de Puebla existe una gran diversidad dentro de las especies del
género Amaranthus, se presenta una continua domesticaciéon de los quelites, los valores de los
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distintos grupos de compuestos presentes en las colectas no mostraron una tendencia similar
entre las especies iguales. Debido a su fécil cultivo y manejo ciertas colectas pueden ser de interés
por su concentraciéon de compuestos bioactivos.

10. Perspectivas

Realizar estudios de purificacién de amarantina para la obtenciéon de espectros de resonancia
magnética nuclear con elucidacién total de la estructura.

Establecer un estudio de etapa fisioldgica de los compuestos bioactivos presentes en las hojas de
amaranto monitoreando su concentracion.

Establecer un estudio para la optimizacién de la extraccidn de las betacianinas presentes en las
hojas de amaranto.
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Anexos

Anexo 1. Andlisis estadistico

Tabla 1. ANOVA para betalainas totales por método de secado (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  |0.682575 2 0.341288 104.39 0.0000
Intra grupos 0.0196158 6 0.0032693

Total (Corr.) [0.702191 8

Tabla 1.1 Pruebas de multiples rangos para betalainas totales por método de secado

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos [Media Grupos Homogéneos
Estufa (E) 3 0.9415 X

Sombra (S) 3 1.2761 X

Liofilizado (L) |3 1.6161 X

Contraste  |Sig. |Diferencia +/- Limites

E-L * -0.674567 0.114236

E-S * -0.334533 0.114236

L-S * 0.340033 0.114236

* indica una diferencia significativa.

Tabla 2. ANOVA para fenoles totales por método de secado (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  {80.0909 2 40.0455 42.57 0.0003
Intra grupos 5.64474 6 0.94079

Total (Corr.) |85.7357 8

Tabla 2.1 Pruebas de multiples rangos para fenoles totales por método de secado

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos |Media Grupos Homogéneos
Estufa (E) 3 7.013 X

Sombra (S) 3 13.0097 X

Liofilizado (L) |3 13.6273 X

Contraste |Sig. |Diferencia  |+/- Limites

E-L * -6.61433 1.93785

E-S * -5.99667 1.93785

L-S 0.617667 1.93785

* indica una diferencia significativa.

Tabla 3. ANOVA para betalainas totales por diferente colecta de quelite (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos 2.81576 7 0.402251 189.49 0.0000
Intra grupos 0.0339656 16 [0.00212285

Total (Corr.)  [2.84972 23
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Tabla 3.1 Pruebas de multiples rangos para betalainas totales por diferente colecta de quelite

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Colecta|Casos [Media Grupos Homogéneos
1289 (3 0.385067 |X

1272 |3 0.4782 X

1235 |3 0.5397 X

1262 |3 0.661833 X

1392 |3 1.11443 X

1433 [3 1.13007 X

1213 |3 1.16553 X

1370 |3 1.30237 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
1213 1235 | * 0.625833 0.0797502
1213 - 1262 * 0.5037 0.0797502
12131272 | * 0.687333 0.0797502
12131289 | * 0.780467 0.0797502
1213 — 1370 * -0.136833 0.0797502
1213 — 1392 0.0511 0.0797502
1213 — 1433 0.0354667 0.0797502
1235 — 1262 * -0.122133 0.0797502
12351272 0.0615 0.0797502
1235 - 1289 0.154633 0.0797502
1235 - 1370 -0.762667 0.0797502
1235-1392 | * -0.574733 0.0797502
1235 — 1433 * -0.590367 0.0797502
1262 — 1272 * 0.183633 0.0797502
12621289 | * 0.276767 0.0797502
12621370 | * -0.640533 0.0797502
1262 -1392 | * -0.4526 0.0797502
1262 — 1433 * -0.468233 0.0797502
12721289 | * 0.0931333 0.0797502
12721370 | * -0.824167 0.0797502
12721392 | * -0.636233 0.0797502
1272 — 1433 * -0.651867 0.0797502
1289 — 1370 * -0.9173 0.0797502
12891392 | * -0.729367 0.0797502
1289 — 1433 | * -0.745 0.0797502
1370 — 1392 * 0.187933 0.0797502
1370 — 1433 * 0.1723 0.0797502
1392 — 1433 -0.0156333 0.0797502

* indica una diferencia significativa.

Tabla 4. ANOVA para betacianinas por diferente colecta de quelite (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  [0.781971 7 0.11171 67.65 0.0000
Intra grupos 0.026419 16 10.00165119

Total (Corr.)  [0.80839 23
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Tabla 4.1 Pruebas de multiples rangos para betacianinas por diferente colecta de quelite

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Colecta Casos |Media Grupos Homogéneos
1289 3 0.1877 X

1235 3 0.239733  |XX

1272 3 0.283033 X

1262 3 0.301333 X

1433 3 0.537233 X

1392 3 0.5678 XX

1213 3 0.627 XX

1370 3 0.6716 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
1213 — 1235 * 0.387267 0.0703347
1213 — 1262 * 0.325667 0.0703347
1213 — 1272 ' 0.343967 0.0703347
12131289 | * 0.4393 0.0703347
1213 - 1370 -0.0446 0.0703347
1213 - 1392 0.0592 0.0703347
12131433 | * 0.0897667 0.0703347
1235 - 1262 -0.0616 0.0703347
1235 - 1272 -0.0433 0.0703347
12351289 0.0520333 0.0703347
12351370 | * -0.431867 0.0703347
1235-1392 | * -0.328067 0.0703347
1235-1433 | * -0.2975 0.0703347
1262 — 1272 0.0183 0.0703347
1262 — 1289 * 0.113633 0.0703347
12621370 | * -0.370267 0.0703347
1262 —1392 | * -0.266467 0.0703347
1262 — 1433 | * -0.2359 0.0703347
1272 -1289 | * 0.0953333 0.0703347
1272 -1370 | * -0.388567 0.0703347
1272 - 1392 * -0.284767 0.0703347
1272 —1433 | * -0.2542 0.0703347
1289 - 1370 | * -0.4839 0.0703347
1289 —-1392 | * -0.3801 0.0703347
1289 — 1433 | * -0.349533 0.0703347
1370 - 1392 | * 0.1038 0.0703347
1370 - 1433 | * 0.134367 0.0703347
1392 — 1433 0.0305667 0.0703347

* indica una diferencia significativa.

Tabla 5. ANOVA para betaxantinas por diferente colecta de quelite (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos 0.667427 7 0.0953467 290.81 0.0000
Intra grupos 0.00524577 16 [0.00032786

Total (Corr.)  [0.672672 23
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Tabla 5.1 Pruebas de multiples rangos para betaxantinas por diferente colecta de quelite

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Colecta Casos |Media Grupos Homogéneos
1272 3 0.195133 [X

1289 3 0.1974 X

1235 3 0.299967 X

1262 3 0.360467 X

1213 3 0.538567 X

1392 3 0.546667 X

1433 3 0.592867 X

1370 3 0.630767 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
1213 — 1235 * 0.2386 0.0313412
1213 — 1262 * 0.1781 0.0313412
1213 — 1272 * 0.343433 0.0313412
1213 — 1289 * 0.341167 0.0313412
1213 — 1370 * -0.0922 0.0313412
1213 - 1392 -0.0081 0.0313412
1213 — 1433 * -0.0543 0.0313412
1235-1262 | * -0.0605 0.0313412
12351272 * 0.104833 0.0313412
1235 — 1289 * 0.102567 0.0313412
1235 -1370 * -0.3308 0.0313412
1235-1392 | * -0.2467 0.0313412
1235-1433 | * -0.2929 0.0313412
1262 — 1272 0.165333 0.0313412
1262 — 1289 * 0.163067 0.0313412
1262 - 1370 | * -0.2703 0.0313412
1262 —1392 | * -0.1862 0.0313412
1262 — 1433 * -0.2324 0.0313412
1272 — 1289 -0.00226667  [0.0313412
12721370 | * -0.435633 0.0313412
1272 - 1392 * -0.351533 0.0313412
1272 — 1433 * -0.397733 0.0313412
12891370 | * -0.433367 0.0313412
1289 -1392 | * -0.349267 0.0313412
1289 — 1433 | * -0.395467 0.0313412
1370 - 1392 | * 0.0841 0.0313412
13701433 | * 0.0379 0.0313412
13921433 | * -0.0462 0.0313412

* indica una diferencia significativa.

Tabla 6. ANOVA para clorofilas totales por diferente colecta de quelite (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos 7.04925 7 1.00704 20.38 0.0000
Intra grupos 0.790629 16 10.0494143

Total (Corr.) |7.83988 23
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Tabla 7. ANOVA para carotenos totales por diferente colecta de quelite (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  |351964. 7 50280.5 33.88 0.0000
Intra grupos 23742.0 16 |1483.88

Total (Corr.) [375706. 23

Tabla 8. ANOVA para fenoles totales por diferente colecta de quelite (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |72.1217 7 10.3031 7.63 0.0004
Intra grupos 21.6121 16 11.35076

Total (Corr.) |93.7338 23

Tabla 8.1 Pruebas de multiples rangos para fenoles totales por diferente colecta de quelite

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Colecta|Casos |[Media Grupos Homogéneos
1235 |3 8.05867 |X

1289 |3 8.682 X

1262 (3 10.965 X

1272 |3 11.147 X

1433 |3 12.3537 X

1213 (3 12.392 X

1392 |3 12.6453 X

1370 (3 12.9197 X

Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites
1213 — 1235 * 4.33333 2.01169
1213 — 1262 1.427 2.01169
1213 - 1272 1.245 2.01169
1213 — 1289 * 3.71 2.01169
1213 — 1370 -0.527667 2.01169
1213 - 1392 -0.253333 2.01169
1213 — 1433 0.0383333 2.01169
1235 - 1262 * -2.90633 2.01169
12351272 * -3.08833 2.01169
1235 - 1289 -0.623333 2.01169
1235 -1370 * -4.861 2.01169
1235 -1392 * -4.58667 2.01169
12351433 * -4.295 2.01169
1262 — 1272 -0.182 2.01169
1262 — 1289 * 2.283 2.01169
1262 — 1370 -1.95467 2.01169
1262 — 1392 -1.68033 2.01169
1262 — 1433 -1.38867 2.01169
1272 — 1289 * 2.465 2.01169
1272 - 1370 -1.77267 2.01169
1272 — 1392 -1.49833 2.01169
1272 — 1433 -1.20667 2.01169
1289 — 1370 * -4.23767 2.01169
1289 — 1392 8 -3.96333 2.01169
1289 — 1433 8 -3.67167 2.01169
1370 — 1392 0.274333 2.01169
1370 — 1433 0.566 2.01169
1392 — 1433 0.291667 2.01169

* indica una diferencia significativa.
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Tabla 9. ANOVA para flavonoides totales por diferente colecta de quelite (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  [5.04477 7 0.720681 0.60 0.7458
Intra grupos 19.1518 16 |1.19699

Total (Corr.)  [24.1965 23

Tabla 10. ANOVA para amarantina por diferente colecta de quelite (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos | 137901. 7 19700.2 717.80 0.0000
Intra grupos 439.122 16 274451

Total (Corr.) 138341. 23

Tabla 10.1. Pruebas de Multiple Rangos para amarantina por diferente colecta de quelite

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Colecta |Casos [Media Grupos Homogéneos
1235 3 441182 |X

1262 3 451197 |X

1289 3 4.55291 |X

1370 3 12.2413 |XX

1272 3 20.4308 X

1433 3 37.3731 X

1213 3 132.029 X

1392 3 225431 X
Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites
1213 - 1235 * 127.617 9.06785
1213 - 1262 * 127.517 9.06785
1213 - 1272 * 111.598 9.06785
1213 - 1289 * 127.476 9.06785
1213 - 1370 * 119.788 9.06785
1213 - 1392 * -93.4019 9.06785
1213 - 1433 * 94.6559 9.06785
1235 - 1262 -0.100151 9.06785
1235 - 1272 * -16.019 9.06785
1235 - 1289 -0.141087 9.06785
1235 -1370 -7.82951 9.06785
1235 - 1392 * -221.019 9.06785
1235 - 1433 * -32.9613 9.06785
1262 - 1272 * -15.9188 9.06785
1262 - 1289 -0.0409363  [9.06785
1262 - 1370 -7.72936 9.06785
1262 - 1392 * -220.919 9.06785
1262 - 1433 * -32.8611 9.06785
1272 - 1289 * 15.8779 9.06785
1272 - 1370 8.18946 9.06785
1272 - 1392 * -205.0 9.06785
1272 - 1433 * -16.9423 9.06785
1289 - 1370 -7.68842 9.06785
1289 - 1392 * -220.878 9.06785
1289 - 1433 * -32.8202 9.06785
1370 - 1392 * -213.189 9.06785
1370 - 1433 * -25.1318 9.06785
1392 - 1433 * 188.058 9.06785

* indica una diferencia significativa.
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Tabla 11. ANOVA para rutina por diferente colecta de quelite (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos 0.375964 7 0.0537091 34.63 0.0000
Intra grupos 0.0248147 16 10.00155092

Total (Corr.) 0.400778 23

Tabla 11.1 Pruebas de multiples rangos para rutina por diferente colecta de quelite

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

colecta |Casos [Media Grupos Homogéneos
1370 3 0.35932 X

1262 3 0413096 |X

1433 3 0.555864 X

1213 3 0.596881 X

1392 3 0.618927 XX

1235 3 0.673362 XX

1289 3 0.714326 X

1272 3 0.720141 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
1213 - 1235 * -0.0764814 0.0681657
1213 - 1262 * 0.183785 0.0681657
1213 - 1272 * -0.12326 0.0681657
1213 - 1289 * -0.117446 0.0681657
1213 - 1370 * 0.237561 0.0681657
1213 - 1392 -0.0220462 0.0681657
1213 - 1433 0.0410168 0.0681657
1235 - 1262 * 0.260266 0.0681657
1235 - 1272 -0.0467786 0.0681657
1235 - 1289 -0.0409642 0.0681657
1235 - 1370 * 0.314042 0.0681657
1235 -1392 0.0544352 0.0681657
1235 - 1433 * 0.117498 0.0681657
1262 - 1272 * -0.307044 0.0681657
1262 - 1289 * -0.30123 0.0681657
1262 - 1370 0.0537766 0.0681657
1262 - 1392 * -0.205831 0.0681657
1262 - 1433 * -0.142768 0.0681657
1272 - 1289 0.00581434 0.0681657
1272 - 1370 * 0.360821 0.0681657
1272 - 1392 * 0.101214 0.0681657
1272 - 1433 * 0.164277 0.0681657
1289 - 1370 * 0.355007 0.0681657
1289 - 1392 * 0.0953994 0.0681657
1289 - 1433 * 0.158462 0.0681657
1370 - 1392 * -0.259607 0.0681657
1370 - 1433 * -0.196544 0.0681657
1392 - 1433 0.063063 0.0681657

* indica una diferencia significativa.

Tabla 12. ANOVA para escualeno por

diferente colecta de quelite (95.0% de confianza)

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 6.03415 7 0.862022 44.72 0.0000
Intra grupos 0.15422 16 [0.0192775
Total (Corr.) [6.18837 23
( )|
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Tabla 12.1 Pruebas de multiples rangos para escualeno por diferente colecta de quelite

Método: 95.0 porcentaje LSD

Colecta |Casos [Media Grupos Homogéneos
1370 3 1.61967 [X

1235 3 1.73227 [X

1272 3 1.76594 [X

1392 3 1.90153 [X

1213 3 2.90711 X

1289 3 2.97586 X

1433 3 2.99635 X

1262 3 3.01454 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
1213 - 1235 * 1.17484 0.320175
1213 - 1262 -0.107423 0.320175
1213 - 1272 * 1.14118 0.320175
1213 - 1289 -0.0687444  10.320175
1213 - 1370 * 1.28744 0.320175
1213 - 1392 * 1.00559 0.320175
1213 - 1433 -0.0892345  |0.320175
1235 - 1262 * -1.28226 0.320175
1235 -1272 -0.0336635  |0.320175
1235 - 1289 * -1.24359 0.320175
1235 -1370 0.112602 0.320175
1235-1392 -0.169256 0.320175
1235 - 1433 * -1.26408 0.320175
1262 - 1272 * 1.2486 0.320175
1262 - 1289 0.0386782 0.320175
1262 - 1370 * 1.39487 0.320175
1262 - 1392 * 1.11301 0.320175
1262 - 1433 0.0181881 0.320175
1272 - 1289 * -1.20992 0.320175
1272 - 1370 0.146266 0.320175
1272 - 1392 -0.135593 0.320175
1272 - 1433 * -1.23041 0.320175
1289 - 1370 * 1.35619 0.320175
1289 - 1392 * 1.07433 0.320175
1289 - 1433 -0.0204901  |0.320175
1370 - 1392 -0.281859 0.320175
1370 - 1433 * -1.37668 0.320175
1392 - 1433 * -1.09482 0.320175

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 2. Curvas de calibracién para mediciones por HPLC y CG

Tabla 1. Fenoles Totales

Pendiente 2.1240
Ordenada al Origen 0.0834
Coeficiente de correlacion lineal 0.9919
Tabla 2. Flavonoides Totales
Pendiente 2.4556
Ordenada al Origen 0.0116
Coeficiente de correlacion lineal 0.9987
Tabla 3. Amarantina
Pendiente 142170019
Ordenada al Origen -40803.89
Coeficiente de correlacion lineal 0.9970
Tabla 4. Acidos fendlicos
Acido Galico Dihidroxibenzdico Caféico Ferulico
Pendiente 1382200 1075092.17 75583667.86 147622602.70
Ordenada al 6036 15210.61 537204.52 4924.41
origen
Coeficiente de 0.9939 0.99427 0.9964 0.9972
correlacion lineal
Tabla 5. Rutina
Pendiente 8724.54
Ordenada al origen -46.058
Coeficiente de correlacion lineal 0.9969
Tabla 6. Escualeno
Pendiente 5792.54
Ordenada al origen 22.110
Coeficiente de correlacion lineal 0.9963
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Anexo 3. Espectros RMN
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