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Resumen

Las hojas de amaranto (Amaranthus spp) son consideradas como plantas
medicinales y son utilizadas para preparar alimentos. El objetivo de éste trabajo
fue obtener el perfil cualitativo y cuantitativo de acidos fendlicos y flavonoides en
hojas de dos variedades de A. hypochondriacus con diferentes colores de hojas
(rojas y verdes) crecidos en diferentes condiciones de cultivo (maceta chica y
grande dentro de invernadero; cultivadas en campo, cultivadas en campo pero que
presentaban dano por insecto. Los acidos fendlicos son compuestos involucrados
en la respuesta al estrés bidtico y abidtico por las plantas mientras que los
flavonoides son compuestos con mayor frecuencia relacionados con las
propiedades nutracéuticas. La cuantificaciéon de tres flavonoides y cinco acidos
fendlicos en hojas de amaranto se determiné empleando la metodologia de
extraccion con solventes acelerada (ASE) y la cromatografia de liquidos acoplada
a espectrometro de masas (LC/MS/MS). En las hojas de amaranto, el principal
flavonoide fue la rutina, en concentraciones de 3441 hasta 9236 pg/g. La
concentracion de nicotiflorin fue de 523 a 1,297 ug/g, y la de la iso-quercitrina fue
de 371 a 930 ug/g. Los acidos fendlicos fueron los compuestos detectados en
menor proporcion en las hojas de amaranto. El acido ferulico se detectd
unicamente en hojas rojas (0.5 ug/g) crecidas en maceta pequefia en invernadero,
mientras que el acido cumarico solo se detectd en hojas verdes (0.7 ug/Q)
cultivadas en maceta grande en invernadero. Los resultados indican que la
produccion de ciertos productos naturales en hojas de amaranto puede ser

influenciada por las condiciones de cultivo.

Palabras clave: Amaranthus hypochondriacus, color de hoja, estrés abidtico,
estrés bidtico, nutracéuticos.
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Abstract

Leaves from amaranth (Amaranthus spp.) are used as medicines and in the
preparation of food. The aim of this work was to obtain the qualitative and
quantitative profile of flavonoid and phenolic acid compounds in leaves of two
varieties of A. hypochondriacus with different leaf colors (red and green) that were
grown in different conditions (small and big pots inside greenhouse, grown in fields,
grown in fields with insect damage). Phenolic acids are compounds produced in
response to biotic and abiotic stresses in plants, while flavonoids are related to the
nutraceutical properties of amaranth leaves. The three flavonoids and five phenolic
acids in amaranth leaves were determined using accelerated solvent extraction
and Liquid Chromatography/Mass Spectrometry. In amaranth leaves the main
flavonoid was rutin, with concentrations from 3,441-9,236 ug/g; the concentration
of nicotiflorin ranged from 1,297-523 ug/g, and for iso-quercitrin 930-371 ug/g.
Phenolic acids were minor compounds in amaranth leaves: ferulic acid was only
present in red leaves grown in small pots in greenhouse (0.5 pg/g) and coumaric
acid was only detected in green leaves (0.7 ug/g). Our findings indicate that the
production of certain natural products in amaranth leaves could be influenced by

growth conditions.

Keywords: Abiotic stress, Amaranthus hypochondriacus, biotic stress, leaf color,
nutraceuticals
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l. Introduccion

l. INTRODUCCION

1.1Generalidades del amaranto

El amaranto es cultivado desde hace miles de afios, su presencia en México, en
Tehuacan, Puebla se remonta a 4,000 a.C., convirtiéndolo en uno de los cultivos
mas antiguos. Este grano fue un cultivo importante para las civilizaciones Azteca,
Maya e Inca. Se empleaba para preparar un “pan” especial utilizado en
ceremonias religiosas, y principalmente debido a esto, el cultivo fue prohibido por

los espafioles a su llegada a América.

El genero Amaranthus, pertenece a la familia Amaranthaceae, y es de origen
tropical ampliamente distribuido alrededor del mundo, en climas templados.
Aproximadamente 50 especies son nativas de América y otras 15 pueden
encontrarse en Europa, Asia, Africa y Australia. La mayoria de las especies de
amaranto son colonizadores anuales de habitats abiertos que producen muchas
pequefnas semillas. La gran produccion de semillas esta asociada con su latencia
prolongada y con una rapida germinacion (Paredes-Lopez y Valverde, 1994). El
Amaranto tiene un ciclo de vida corto, de 150 a 180 dias, dependiendo de la
especie y variedad (ej. la variedad Nutrisol presenta un ciclo de vida entre 160-200
dias). El rendimiento por hectarea varia entre 1 y 2 toneladas, para cultivos sin
irrigacion. Los granjeros experimentados pueden obtener de 1 a 4 toneladas en

condiciones de irrigacion (http://www.amaranto.org.mx).
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El grano de amaranto contiene de 6 a 9 % de lipidos, un porcentaje mayor, al
descrito en la mayoria de los cereales. El aceite de amaranto contiene
aproximadamente 77% de acidos grasos no saturados y es rico en acido linoléico,
necesario para la nutricion humana (Martirosyan et al., 2007). La fraccion lipidica
es Unica debido a su alto contenido de escualeno. Se sabe que el escualeno es un
metabolito intermediario en la sintesis de colesterol. En ratones cuya dieta ha sido
suplementada con esqualeno se han reportado incrementos marcados en
funciones inmunes no especificas y celulares en una manera dosis-dependiente
(Kelly, 1999). Por otro lado, las proteinas de la semilla de amaranto se
caracterizan por tener un balance de aminoacidos esenciales muy similar al
balance 6ptimo requerido en la dieta humana segun la FAO/WHO. El contenido de
lisina (3.2-6.4%) es mas alto que el encontrado en los cereales mas comunes, y la
concentracion de aminoacidos azufrados (2.6-5.5%) es mayor que la de las
legumbres mas importantes (Segura-Nieto et al., 1994). De acuerdo con su
solubilidad, las proteinas de amaranto se pueden clasificar en cuatro grupos
principales: albuminas, solubles en agua; globulinas (7S y 11S), solubles en
concentraciones salinas altas; prolaminas, solubles en alcohol acuoso; y
glutelinas, solubles en soluciones acidas o alcalinas. La fraccion proteinica mas
abundante son las albuminas (48.9-65%), seguidas de las glutelinas (22.4-42.3%).
Otras partes comestibles de la planta de amaranto han recibido menor atencion

que el grano del Amaranto (Martirosyan et al., 2007).
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1.2 Caracteristicas de la hoja de amaranto

En América, desde tiempos prehispanicos, los Aztecas utilizaban las hojas del
amaranto para preparar infusiones contra la diarrea y para tratar el reumatismo

(www.amaranto.com.mx). Amaranth spinus L., planta de la familia de las

Amaranthaceae, se cultiva en la India y es empleada como planta medicinal para
tratar la malaria, desdrdenes hepaticos, antidiurético y anti-inflamatorio; sus
constituyentes mas importantes son sitosterol, estigmasterol y rutina también ha
sido reportada (Olajide et al., 2004; Suryavanshi et al., 2007). Se ha estimado que
sus hojas contienen mayores niveles de minerales (calcio, hierro, fésforo) y
carotenoides que la mayoria de los vegetales. Se ha determinado que A.
paniculatus y A. cruentus son buena fuente de flavonoides, especialmente de
rutina, sintetizandose en su mayoria en el estadio de florecimiento (Martirosyan et

al., 2007).

1.3 Estructura 'y Funcion de la Hoja

Las hojas de amaranto son alternadas, enteras y petioladas (Paredes-Lopez y
Valverde, 1994). Poseen la anatomia de tipo-Krantz, caracteristico de plantas C4
(Dengler y Nelson, 1999). En las hojas que presentan la anatomia de tipo Krantz
cada vena menor esta rodeada por células clorenquimaticas que conforman la
vaina del haz, las cuales a su vez estan rodeadas por una capa de células

mesofilas dispuestas radialmente (Figura 1).


http://www.amaranto.com.mx/
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Figura. 1 Micrografia de luz de un corte transversal de hoja de Amaranthus lividus, una
dicotiledonea C,4 (Dengler y Nelson, 1999).

Las células mesofilas difieren de las células de la vaina del haz en sus actividades
fotosintéticas (Paredes-Lopez y Valverde, 1994). Es decir, existe un paso inicial de
asimilacion de carbono primario (ACP) en las células del mesdfilo, en tanto que en
las células de la vaina se lleva a cabo un segundo paso de reduccién de carbono
fotosintético (RCF). En hojas de plantas C4, el CO, atmosférico entra a través de
los estomas y es accesible primero para las células del mesdfilo donde se fija por
la fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilasa para formar oxalacetato y después malato y
aspartato. Estos acidos dicarboxilicos se transportan a las células de la vaina del
haz donde se descarboxilan. EI CO; liberado se vuelve a fijar por la ribulosa-1,5,
bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) y es dirigido hacia las enzimas del ciclo
RCF para formar sacarosa y almidon (Dengler y Nelson, 1999). En consecuencia,
a altas temperaturas (> 25°C) y altas intensidades de luz, la fijacion fotosintética

de CO; por las plantas C4 es aproximadamente dos veces mayor que en plantas
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Cs3, donde Rubisco se emplea directamente para la fijaciéon del CO,. Las plantas C4
se clasifican en tres subgrupos (enzima malica NADP dependiente, enzima malica
NAD dependiente y enzima PEP carboxiquinasa) de acuerdo a las diferencias
entre las enzimas del paso de descarboxilacion dentro de las células de la vaina
del haz. Cada tipo C4 muestra diferenciacién morfolégica en el arreglo de sus
cloroplastos dentro de las células de la vaina del haz, diferencias bioquimicas
entre las células del mesdfilo y las células de la vaina del haz y diferencias en el
método de transporte de metabolitos (Kanai y Edwards, 1999). Los amarantos
pertenecen al tipo enzima malica-NAD dependiente (NAD-ME) de las plantas C4

(Paredes-Lopez y Valverde, 1994) como se muestra en la figura 2.

CO,
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Figura. 2 Metabolismo del subgrupo de la ruta C,: tipo enzima malica-NAD (NAD-ME).
Abreviaciones de los compuestos: Ala, alanina; Asp, aspartato; OAA, oxalacetato; PA, piruvato;
PCR, photosynthesys carbon reduction; PEP, fosfoenolpiruvato; Pi, ortofosfato; PPi, pirofosfato.
Abreviaciones de las enzimas: 1, PEP carboxilasa; 2, NADP-malato deshidrogenasa; 3, piruvato
fosfato dicinasa; 3a, adenilato cinasa; 3b, pirofosfatasa; 5, enzima NAD-malica; 7, NAD-malato
deshidrogenasa; 8, alanina aminotransferasa; 9, aspartato aminotransferasa; 10, Rubisco
carboxilasa (Kanai y Edwards, 1999).
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El principal producto de la fijacién de CO; es el aspartato, formado por medio de la
aspartato amino transferasa en el citoplasma de las células del mesdfilo. El
aspartato es transportado a las mitocondrias de las células de la vaina del haz
donde sufre una desaminacion por medio de la aspartato amino transferasa. El
producto de esta reaccion es el oxalacetato, que es reducido por la NAD-malato
deshidrogenasa, produciendo malato, que a su vez es descarboxilado por la NAD-
ME para mandar el CO, generado a los cloroplastos de las células de la vaina del
haz (Dengler y Nelson, 1999). Asi como en otros formadores de aspartato, las
células de la vaina del haz en amaranto carecen de una lamina de suberina y sus
cloroplastos y mitocondrias se encuentran concentrados en el lado de la célula
adyacente al haz vascular. La mayoria de las células meséfilas se encuentran en
contacto directo con las células de la vaina del haz. Los cloroplastos de las células
del parénquima esponjoso presentan un grana bien desarrollado, mientras que los
del parénquima en empalizada estan pobremente desarrollados. El gran numero y
tamano de las mitocondrias de las células de la vaina del haz son caracteristicos
de las especies de enzima tipo NAD-malica y juegan un papel central en la fijacion

del CO; (Paredes-Lopez y Valverde, 1994).

La expresion de genes que codifican para enzimas fotosintéticas C4 durante el
desarrollo temprano de la hoja se ha estudiado en A. hypochondriacus. Se ha
observado que los genes que codifican para las proteinas especificas de las
células de la vaina del haz y mesdfilas muestran patrones distintos de expresion
durante el desarrollo de la hoja. En hojas muy jovenes (< 10 mm) la subunidad

grande de Rubisco codificada en el cloroplasto y la subunidad pequefia codificada
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en el nucleo se encuentran presentes en ambos tipos celulares. Las subunidades
de Rubisco se vuelven mas especificas para las células de la vaina del haz
conforme la hoja se expande. Las subunidades grande y pequefia de Rubisco no
son sintetizadas en ausencia de luz en los cotiledones de A. hypochondriacus

(Paredes-Lopez y Valverde, 1994)

1.4 Alimentos Funcionales

Una nutricion balanceada asegura la ingesta adecuada de nutrientes necesarios
para realizar de forma eficiente todos los procesos metabdlicos y contribuir
también a mantener la salud humana. Esto es un nuevo reto para la industria
alimenticia debido a que los consumidores demandan ademas de sabor, alimentos
saludables. Los intentos de la industria alimenticia por omitir compuestos daninos
para la salud, e incorporar constituyentes con efectos benéficos, han definido el
término de “Alimento Funcional”’, que comprende alimentos frescos o procesados,
cuyas propiedades promueven la salud o ayudan a prevenir enfermedades. Los
ingredientes activos de estos productos se conocen como “nutracéuticos”

(Schwager et al., 2008).

1.5 Nutracéuticos

Nutracéutico es un término acunado en 1989 por Stephen DeFelice (DeFelice,

1992), y se define como un alimento o partes de un alimento que proveen de
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beneficios médicos o de la salud, incluyendo la prevencion y el tratamiento de

enfermedades.

Los nutracéuticos se pueden encontrar como nutrientes aislados, suplementos de
la dieta, alimentos disefiados por ingenieria genética, productos herbales y
productos procesados, como cereales, sopas y bebidas (Lin y Weng, 2006). En
paises industrializados, especialmente en Europa, el mercado de nutracéuticos ha
exhibido altas tazas de crecimiento (Verbeke, 2005), reflejando en parte una
mayor tendencia hacia el uso de suplementos dietéticos (Kwak y Jukes, 2001)
influenciado por una evidencia cientifica creciente de la union entre ciertos
ingredientes funcionales (ej. acidos grasos, Omega-3, prebidticos, etc.) y un
bienestar general acrecentado aunado a la reduccién del riesgo de enfermedades
especificas (Diplock et al., 1999). El sector procesador de alimentos ha respondido
con altas tazas de desarrollo de nuevos productos que presenta a los
consumidores un mayor numero de opciones con respecto al vehiculo a través del
cual los ingredientes funcionales son suministrados, incluyendo pildoras y una
amplia variedad de productos alimenticios (Herath et al., 2007; Verbeke, 2005,

2006; Henson et al., 2008).

El amaranto es un alimento funcional rico en nutracéuticos. El interés en su cultivo
esta basado en las propiedades de las semillas tales como alta calidad en el
contenido proteinico, alto contenido de grasas en relacion con otros granos (rico
en acidos grasos no saturados), la presencia de tocoferoles, tocotrienoles vy

escualeno (Klimczack et al., 2002). Ademas, contiene péptidos con potencial
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anticarcinogénico y antihipertensivo (Silva-Sanchez et al., 2008). Las hojas tienen
mas hierro que las espinacas. Contienen mucha fibra, vitamina A y C asi como
calcio y magnesio. Estas caracteristicas lo convierten en “el mejor alimento vegetal
para el consumo humano”, nombramiento otorgado por la Academia Nacional de

Ciencias (NAS) de Estados Unidos en 1979 (http://www.amaranto.org.mx).

1.6 Metabolémica

La palabra metabolismo proviene del griego metabole que significa cambio y se
define como el conjunto de reacciones y procesos fisico-quimicos que ocurren en

la célula que generan o usan energia (http://www.nim.nih.gov). Las etapas

biosintéticas del metabolismo (fotosintesis, sintesis de proteinas y lipidos etc) se
consideran como reacciones anabdlicas y las de degradacion (rompimiento de
moléculas complejas en componentes mas simples) como reacciones catabdlicas.
Sin embargo, el metabolismo también puede ser subdividido de otra forma, en
metabolismo primario y secundario (Hopkins, 1999). Los metabolitos primarios son
compuestos que tienen papeles esenciales asociados a la fotosintesis,
respiracion, crecimiento y desarrollo. Esto incluye carbohidratos, lipidos,
aminoacidos, péptidos, proteinas y vitaminas. Otros fitoquimicos son referidos
como metabolitos secundarios como los flavonoides, terpenos, alcaloides y
acetilenos. Son estructuralmente diversos y muchos se encuentran distribuidos
dentro de un limitado numero de especies dentro del reino vegetal y por lo tanto,
pueden emplearse como diagndstico en estudios quimo-taxonémicos. Su funcién

en las plantas es diversa, brindan proteccion contra herbivoros e infecciones
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microbianas, ademas de atraer polinizadores y animales necesarios para dispersar
las semillas, como agentes alelopaticos, protectores contra luz UV y moléculas
sefalizadoras en la formacién de los nodulos fijadores de nitrégeno en las raices
de legumbres. Los metabolitos secundarios son también de interés debido a su
uso como tintes, fibras, pegamentos, aceites, ceras, saborizantes, drogas y
perfumes. Actualmente se consideran fuentes potenciales de nuevos farmacos

naturales, antibiéticos, insecticidas y herbicidas (Crozier et al., 2006).

Los metabolitos secundarios han sido desarrollados a través de la evolucién
debido principalmente a la condicion sésil de las plantas, en las cuales las
perturbaciones en el ambiente, temporales y estacionales han sido compensadas
por medio de respuestas que son facilitadas por medio de cambios metabdlicos.
Como las plantas deben lidiar continuamente con factores de estrés abidtico (luz,
UV, agua) y bidtico (herbivorismo, parasitismo y ataque de patégenos), para esto,
han desarrollado un arsenal metabdlico complejo de los cuales, algunos
compuestos son comunes pero muchos de ellos estan especializados a nivel de
género o incluso tal vez de especies (Hall, 2006). La calidad de los cultivos
vegetales es una funcion directa de su contenido metabdlico (Memelik, 2005) y
esto también determina su valor comercial en relacion a los aspectos del sabor,
fragancia, vida de anaquel, atributos fisicos, etc. Cada uno de estos metabolitos
puede definirse en términos del perfil metabdlico del material concerniente a una

etapa en particular (Hall, 2006).

10
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La metabolomica implica la deteccion, identificacion y cuantificacion de
metabolitos, productos de reacciones quimicas involucradas en el metabolismo

(http://uninews.unimelb.edu.au). Su propdsito es monitorear los cambios de

metabolitos particulares en respuesta a un estimulo genético o ambiental. Asi
pueden ser utilizados como biomarcadores de salud o enfermedad y/o calidad

(www.metabolomics.net.au). La metabolémica requiere de técnicas de separacion

de alta resolucién unidas a instrumentos analiticos como los espectrometros de
masas. Cuando se combina con otros analisis de gendmica funcional como la
transcriptomica y la proteémica, la metabolémica ofrece gran potencial para
entender todo el sistema biolégico desde el genoma hasta el fenoma

(http://www.plantenergy.uwa.edu.au/metabolomics/).

1.7 Metabolomica vegetal

La metabolémica vegetal implica un mayor reto que la de mamiferos y levaduras,
ya que los genomas de las plantas tipicamente contienen de 20,000 a 50,000
genes; y en la actualidad se han identificado por lo menos 50,000 metabolitos
dentro del reino vegetal (Griffin, 2004). El numero real de metabolitos secundarios
en las plantas varia considerablemente, sin embargo, oscila entre 100,000 vy

200,000 (Oksman-Caldentey e Inze, 2004).

El andlisis de fuentes naturales de agentes novedosos que puedan ser
farmacoloégicamente activos, se ha dado principalmente de extractos de plantas y

ha dado como resultado el descubrimiento de farmacos utiles, que comienzan a

11
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desempenar papeles centrales en el tratamiento de varias enfermedades humanas
(Jong Suk et al.,, 2005). Aunado a esto, el papel de algunos metabolitos
secundarios como constituyentes de la dieta que son capaces de brindar
proteccion a la salud, se ha convertido en un area creciente de la investigacion de
la nutricion humana. Existe un incremento en la evidencia de que ingerir acidos
fendlicos y flavonoides modestamente a largo plazo puede tener impactos
favorables sobre la incidencia de algunos tipos de cancer y muchas enfermedades
cronicas, incluyendo enfermedades cardiovasculares y diabetes Tipo Il (Crozier et

al., 2006).

La metaboldémica ha sido empleada para el estudio de plantas sometidas a estrés
por temperatura (Cook et al., 2004), agua y salinidad (Brosche et al., 2005, Cramer
et al., 2007, Gong et al., 2005), azufre (Nikiforova et al., 2004 ), fésforo (Hernandez
et al., 2007), metales pesados (Le Lay et al., 2006) y estrés oxidativo (Baxter et al.,
2007) asi como también una combinacion de estrés multiple (Shulaev et al., 2008).
El estrés en plantas puede definirse como cualquier cambio en las condiciones de
desarrollo, dentro del habitat natural de la planta, que altera o interrumpe su
homeostasis metabdlica (Shulaev et al., 2008). Los cambios en las condiciones de
desarrollo requieren un ajuste de las rutas metabdlicas, con el objetivo de alcanzar
un nuevo estado de homeostasis, en un proceso que normalmente se conoce
como aclimatacién. Diferentes fases estan involucradas en el proceso de
aclimatacién. En las etapas iniciales, los cambios en las condiciones ambientales
son detectados por la planta y en respuesta se activa una red de rutas de

sefalizacion. En las etapas posteriores, las rutas de transduccion de sehales

12
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activados inducen la producciéon de diferentes proteinas y compuestos que
restauran o alcanzan un nuevo estado de homeostasis (Shulaev et al., 2008). De
ahi la importancia de investigar la influencia de las distintas condiciones de cultivo

sobre los perfiles metabdlicos del amaranto.

1.8 Clasificacion de los Compuestos Fendlicos

Los fenoles se caracterizan por tener al menos un anillo aromatico con uno o mas
grupos hidroxilo adjuntos. Se han reportado mas de 8,000 estructuras fendlicas
dispersas a través del reino vegetal (Strack, 1997). El fenol es la estructura basica
de ésta familia de compuestos (Figura 3), y varian de un peso molecular bajo
(compuestos de un solo anillo aromatico) a grandes complejos como los taninos y
polifenoles derivados. Los compuestos fendlicos se encuentran comunmente
conjugados con azucares o acidos organicos (Crozier et al., 2006).

Los precursores de los compuestos fendlicos de las plantas son derivados de dos
procesos catabdlicos en la célula vegetal: la glucdlisis y la via de las pentosas
fosfato. La glucdlisis es el proceso durante el cual los carbohidratos generados
durante la fotosintesis son degradados a piruvato. Este proceso lleva a cabo dos
funciones fundamentales, oxidar las hexosas para generar ATP, generar poder
reductor y piruvato y ademas, produce bloques de construccion para el
anabolismo. La ruta de las pentosas fosfato también puede utilizarse por la planta
para degradar glucosa, sin embargo, su principal proposito es la generacion de

poder reductor en forma de NADPH. Ademas, ésta ruta provee de azucares

13
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intermediarios en la formacion de aminoacidos aromaticos y acidos nucléicos

(Vermerris y Nicholson, 2006).

B) 0 C)

CH

OH OH OH
OH

A)

\

HO

Figura 3. Estructuras representativas de algunos compuestos fendlicos. A) Fenol; B) Acido
salicilico; C) Un Flavonoide (rutina); D) Taninos condensados.

1.8.1 Laruta del acido Shikimico

La biosintesis de la mayoria de los fenoles comienza con los aminoacidos
aromaticos fenilalanina, tirosina y triptéfano, los cuales se sintetizan a partir de
fosfoenolpiruvato (PEP) y eritrosa-4-fosfato por una secuencia de reacciones

conocida como la ruta del 4cido shikimico (Figura 4).
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La ruta del acido shikimico se encuentra en bacterias, hongos y plantas pero no en
animales. Por ello, la fenilalanina y el triptéfano se encuentran dentro de los diez
aminoacidos esenciales para los animales (incluidos los humanos) y representan
la fuente de todas las moléculas aromaticas en los animales. La sintesis de los
aminoacidos aromaticos comienza con la condensacién de una molécula de
eritrosa-4-P, proveniente de la ruta de la pentosa fosfato y con una molécula de
PEP que proviene de la glucdlisis. El resultado es un azucar de 7 carbonos, que
es entonces ciclada y posteriormente reducida para formar shikimato, molécula de
donde la ruta metabdlica deriva su nombre. El corismato es un punto de
ramificacion que por un lado, da origen a la fenilalanina, y por el otro, origina al
triptéfano. La ruta metabdlica del acido shikimico es un excelente ejemplo de
regulacion por retroalimentacion. Una enzima clave, la aldolasa, cataliza la
reaccion inicial de condensacion, la cual es inhibida por los tres productos finales.
De manera similar, la conversion de corismato a prefenato es inhibida tanto por
fenilalanina como por tirosina, mientras que la conversién de corismato a

antranilato es inhibida por el triptéfano.

Otro paso de interés, es la conversion de shikimato a 3-enol-piruvilshikimato-5-
fosfato, reaccion catalizada por la 3-enol-piruvilshikimato-5-fosfato sintasa
(EPSPS). Esta enzima es inhibida por el herbicida glyfosato. Las plantas tratadas
con el glifosato mueren debido a la incapacidad de sintetizar los aminoacidos

aromaticos y sus derivados, especialmente proteinas (Hopkins, 1999).
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Los compuestos fendlicos son productos secundarios importantes no como
nutrientes de las plantas, sino como mecanismos de defensa de las plantas contra
cuerpos extranos. También contribuyen al sabor, color y astringencia de las
plantas. Estos compuestos fendlicos también presentan propiedades antioxidantes
que les permiten capturar radicales libres en el cuerpo. Muchos estudios han
demostrado que los compuestos fendlicos tienen potenciales efectos benéficos en
la salud humana reduciendo la incidencia de enfermedades coronarias del
corazon, enfermedades de los ojos relacionadas con la edad y procesos de

atherogenesis (Chitindingu et al., 2007).

1.8.2 Acidos Fendlicos

Este grupo de compuestos se caracteriza por poseer en su estructura quimica el
anillo aromatico y el grupo hidroxilo comunes a los compuestos fendlicos y un
grupo carboxilico. Los &acidos fendlicos que tienen interés terapéutico son

derivados del acido benzoico o del acido cinamico (http://www.portalfarma.com).

Los primeros (hidroxibenzdicos) se caracterizan por la presencia de un grupo
carboxilo sustituido en un fenol (Cs-C4), son muy abundantes en la naturaleza
tanto libres, como en forma de acidos o aldehidos (vainillal, anisaldehido) o
combinados en formas heterociclicas. Los segundos también son abundantes en
la naturaleza pero en este caso se encuentran casi siempre esterificados con
azucares, alcoholes alifaticos, acido quinico (ac. clorogénico), otros metabolitos

secundarios (flavonoides) o bien acidificados (http://www.portalfarma.com).

Existen seis acidos cinamicos comunes (cinamico, p.cumarico, cafeico, ferulico, 5-
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hidroxiferulico y sinapico) los cuales presentan un esqueleto Cs-C3. Todas las
plantas poseen al menos tres de ellos (Vermerris y Nicholson, 2006). Los acidos

sinapico y ferulico son precursores de ligninas (Crozier et al., 2006).

Los acidos fendlicos se sintetizan por la ruta de los fenilpropanoides (Figura 5), la
cual comienza utilizando fenilalanina generada por la ruta del acido shikimico. La
fenilalanina es desaminada por la fenilalanina amonialiasa (PAL) formando el
acido cinamico. El acido cindamico es subsecuentemente hidroxilado por la acido
cinamico 4-hidroxilasa (C4H) para originar al acido p-cumarico. El acido p-
coumarico se convierte a p-cumaril CoA por la enzima acido 4-cumarico:CoA
ligasa (4CL). La ruta general de los fenilpropanoides termina con p-cumaril
Coenzima A (Vermerris y Nicholson, 2006). El acido cinamico también se

metaboliza a acido benzoico y acido salicilico (Crozier et al., 2006).

1.8.3 Flavonoides

La mayoria de los nutracéuticos activos en las plantas son flavonoides (Lin y

Weng, 2006), conocidos como polifenoles compuestos de 15 carbonos, con dos

anillos aromaticos conectados entre si por medio de un puente de tres carbonos

(Figura 6).
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Figura 5. Ruta general de los Fenilpropanoides (Crozier et al., 2006).

Figura 6. Estructura genérica de los flavonoides
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Los flavonoides son los mas numerosos de los compuestos fendlicos y se
encuentran en todo el reino vegetal. Se encuentran en grandes concentraciones
en la epidermis de las hojas y en la piel de las frutas. El esqueleto basico de los
flavonoides puede tener numerosos substituyentes. Los grupos hidroxilo se
encuentran usualmente presentes en las posiciones 4’, 5y 7. Los azucares son
muy comunes, encontrandose como glucdésidos. Mientras que tanto los grupos
hidroxilos y los azucares incrementan la solubilidad en agua de los flavonoides,
otros substituyentes, como grupos metilo y unidades isopentil, vuelven a los

flavonoides lipofilicos (Crozier et al., 2006).

La biosintesis de los flavonoides se inicia a partir de la condensacién de p-cumaril-
CoA con tres moléculas de malonyl-CoA. Esta reaccién es catalizada por medio de

la chalcon sintasa (CHS) y da origen al flavanon naringenina (Figura 7).

La naringenina es convertida subsecuentemente por la flavanon 3-hidroxilasa
(F3H) en el flavanonol dihidrokaempferol. Este compuesto puede convertirse por la
flavon sintasa (FLS) al flavon kaempferol. Alternativamente, el anillo B del
dihidrokaempferol puede substituirse por grupos hidroxilo adicionales por la
flavonoide 3-hidroxilasa (F3'H). Este ultimo producto puede convertirse en el
flavon quercetina por medio de la FLS (Vermerris y Nicholson, 2006). Estudios
previos han demostrado que muchos flavonoides tienen efectos de protecciéon
contra el desarrollo de ciertos canceres, riesgo cardiovascular, enfermedades
inflamatorias, enfermedades coronarias del corazéon y apoplejias. Otras

actividades farmacolégicas también han sido atrivuidas a los flavonoides,
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incluyendo propiedades antimicrobianas, antioxidantes, secuestro de radicales
libres, asi como también efectos radio protectivos (Jong Suk et al., 2005).
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Figura 7. Biosintesis de los Flavonoides (Crozier et al. 2006)
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[l. Justificacion

El amaranto ha recibido atencién principalmente por su gran produccion de
semillas y las propiedades benéficas para la salud que éstas presentan. Sin
embargo, la produccion de follaje por parte del amaranto también es considerable
y ha recibido menos atencién de parte de la comunidad cientifica. El estudio de las
hojas de amaranto es un area prometedora debido a los antecedentes de su uso
en la medicina tradicional y su rico contenido de nutrientes

(www.amaranto.com.mx). Hasta ahora, no existen reportes de la composicidon

polifendlica de las hojas de amaranto (Amaranthus hypochondriacus). Los
compuestos fendlicos tienen un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis de las plantas (Crozier et al., 2006) ademas de presentar
propiedades benéficas para la salud, siendo su capacidad antioxidante vy
anticarcinogénica de las principales (Jong Suk et al., 2005). El analisis fue llevado
a cabo con un método novedoso de extraccion acelerada con solventes y
separacion por HPLC seguido de un andlisis por espectrometria de masas el cual
en la actualidad es el método mas confiable para la cuantificacion de metabolitos

secundarios.
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lll. Objetivos

3.1 Objetivo general

Realizar un analisis cualitativo y cuantitativo de los flavonoides y acidos fendlicos
en Amaranto (Amaranthus hypochondriacus) de la variedad criolla (hojas verdes) y

la variedad nutrisol (hojas rojas).

3.2 Objetivos particulares

e Cultivar plantas de ambas variedades en diferentes condiciones:
dentro de invernadero (maceta pequefia y grande) y en campo
abierto (sanas y atacadas por insectos).

e Colectar las hojas a los noventa dias (etapa de floracion) y
conservarlas a -80°C hasta su liofilizacion.

e Realizar un analisis cualitativo y cuantitativo de acidos fendlicos
presentes en hojas verdes y rojas de amaranto por medio de
LC/MS.

e Comparar dos métodos de extraccién para los flavonoides.

e Realizar un analisis cualitativo y cuantitativo de los flavonoides
presentes en hojas verdes y rojas de amaranto por medio de

LC/MS/MS.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Muestreo de Plantas para Anélisis de Flavonoides y Acidos Fenolicos.

Las hojas de amaranto se cosecharon a finales de julio del 2007 cuando se
encontraban en la etapa de floracion. Se emplearon dos variedades diferentes de
amaranto (Amaranthus hypochondriacus), nutrisol cuyas hojas son rojas y criolla
con hojas verdes (Figura 8). Las plantas se crecieron en tres condiciones de
cultivo diferentes: a) maceta pequena en invernadero; b) maceta grande en
invernadero; c) en campo. Esto se hizo con la finalidad de ver la influencia de un
estrés ocasionado por falta de nutrientes y espacio para desarrollar la raiz
comparado con condiciones no estresantes. Una cuarta muestra fue colectada de
plantas crecidas en campo con hojas que presentaban dafio por insecto. Las
plantas que mostraron dano por insecto se utilizaron para analizar los cambios que
pudiera haber sufrido su perfil de compuestos fendlicos debido a la interaccién con
los patdégenos. Las hojas se colectaron a los 90 dias en la etapa de florecimiento
completa BBCH65 (Meier, 2001) e inmediatamente se guardaron a -80°C hasta su

liofilizacion.

4.2 Iniciativa de Estandares Metabolimicos

La Sociedad de Metaboldmica ha publicado recientemente documentos que
describen los parametros minimos que deben ser considerados para reportar

experimentos metabolédmicos y se ha denominado Iniciativa de Estandares
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Metabolémicos (MSI). Esto es, para validar estudios metabolémicos y para facilitar

el intercambio de datos.

A) B)

Figura 8. Amaranthus hypochondriacus. A) variedad Nutrisol y B) variedad Criolla.

Los parametros de la MSI para el reporte de estudios metabolémicos incluyen el
disefio del estudio bioldgico, la preparacion de la muestra, la adquisicion de los
datos, el procesamiento de los datos y el andlisis de datos entre otras (Fiehn et al.,

2008). A continuacién se presentan los parametros utilizados para éste estudio:

Especies de la fuente biolégica: Amaranthus hypochondriacus
Genotipo: variedades Nutrisol y Criolla
Organo: Hoja

Especificaciones del érgano: expandida completamente

25



IV. Materiales y Métodos

Cantidad: Se utilizé 0.1 g de muestra de las hojas previamente liofilizadas para la
extraccion.

Ubicacién: Ambiente controlado dentro de invernadero y campos de cultivo al aire
libre.

Disefio del trazo: Las macetas se colocaron en hileras separadas entre si por 1 m.
En los campos se encontraban en surcos y la distancia entre si también fue de 1 m
Periodo de luz: 12 hrs al dia.

Regimen Nutricional. Tierra fina mezcla especial (mezcla 3) de Sunshine, Canada
para las plantas de invernadero. Las plantas de los campos de cultivo tomaron los

nutrientes del suelo.

4.3 Reactivos y Quimicos

El acetonitrilo y metanol fueron grado HPLC Rathburn Chemicals Ltd (Walkerburn,
Escocia); el acido acético glacial de Merck, (Darmstadt, Alemania); los estandares
kaempferol-3-O-rutinoside, quercetin-3-o-rutinoside y quercetin-3-o0-[3-
glucopyranoside de Extrasynthese, (Genay, Francia); el acido 4-Hidroxibenzdico
(pureza de 99.0%), acido vanilico (pureza de 97%), acido ferulico 98%, acido p-
cumarico 98%, acido cinapico 97% vy acido salicilico 99.0%, &acido 3,4-
dihidrobenzoico, acido galico, acido syringico, acido caféico fueron de Sigma

(Denmark).
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4.4 Soluciones Estandar.

Las soluciones stock individuales para cada compuesto fendlico (10 acidos
fendlicos, ver cuadro 1 y tres flavonoides, ver cuadro 2) se prepararon disolviendo
el compuesto sélido en metanol. Las concentraciones de las soluciones stock
fueron 500 mg/L para cada compuesto individual. Se prepararon curvas patron
utilizando diluciones seriadas de las soluciones stock en las siguientes
concentraciones: 3.13, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0, 100, 200, 400 y 800 ug/L. Las
soluciones stock finales de los flavonoides para la curva patron se prepararon en
50% metanol y 50% agua (v/v). Las soluciones stock finales de los acidos
fendlicos se prepararon en 7% acetonitrilo/H,O (v/v) con 20 mM de acido acético.

La curva estandar se utilizé para la determinaciéon cuantitativa.

4.5 Extraccion de Acidos Fendlicos y Flavonoides.

4.5.1 Extraccion Acelerada con Solventes.

Las muestras liofilizadas se homogeneizaron en una licuadora Waring y la
extraccion de acidos fendlicos de flavonoides se llevd a cabo con el Sistema de
Extraccién Acelerada con Solventes 200 de Dionex (ASE). Se adicionaron 5 g de
arena Ottawa, encandecida, quimicamente inherte tamafo de la particula 20-30
mesh (Fisher Chemicals) a las celdas de extraccion de 33 ml. Posteriormente, se
agrego 0.1 g de muestra liofilizada y homogeneizada a las celdas de extraccién y

se adicionaron otros 5 g de arena. Se coloco6 un filtro en la parte superior de la

27



IV. Materiales y Métodos

muestra. La celda de extraccion se llend con perlas de vidrio previamente
esterilizadas. El eluente utilizado para los flavonoides fue 70% MeOH/H,O (v/v) y
para los acidos fendlicos fue 80% MeOH/1% acido acético /H,0O (v/v). El protocolo
para la extraccion con ASE fue el siguiente: pre-calentamiento por 5 min,
calentamiento por 5 min, estatico por 3 minutos, 80% de volumen de flujo, purga
por 60 seg, 4 ciclos, 1500 PSI| de presion y temperatura a 40°C para los
flavonoides y para los acidos fendlicos fue lo mismo con la excepcion de una
temperatura de 80°C. Los extractos se colectaron en viales los cuales se
rellenaron con eluente para mantener el peso de 46.1 g para los extractos de
flavonoides y 42.9 g de peso para los extractos de acidos fendlicos. Se guardaron

a -20°C hasta el andlisis.
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Cuadro 1

Estructuras de los fenoles analizados en hojas de amaranto

Nombre corto

Acido vanillico

Acido ferulico

Acido p-
coumarico

Acido

4-
Hydroxybenzoico
Acido

Syringico

Acido

Protocatecuico

Acido Cafeico
Acido
Salicilico

Acido Gallico

Acido Sinapico

Nombre

sistematico

acido 4-hidroxi-3-

metoxibenzoico

acido 3-(4-
Hidroxi-3-
metoxifenil)-2-
propenoico
(E)-3(4-
hydroxyphenyl)-2-
propenoic acid
acido 4-

hidroxibenzoico

4- hydroxy-3,5-
dimethoxybenxoic

acid

3-4-
Dihydroxybenzoic
acid
3,4-Dihydroxy-

cinnamic acid

2-Hydroxybenzoic

acid

3,4,5-
Trihydroxybenzoic
acid
3,5-Dimethoxy-4-
hydroxycinnamic

acid

Formula estructural

s
A
S
ek
-
N
CL.

o

#

Cas

121-
34-6

1135-

24-6

501-
98-4

96-7

530-
57-4

99-

50-3

331-

39-5

72-7

149-
91-7

530-
59-6

CAS=Chemical Abstracts Service. Division de la American Chemical Society

Masa Deteccién

molar en
LC/MS
168.15 Mass: 167
TR: 9.9 min

194.19 Masa: 193
TR: 171

min

164.16 Masa:163
TR: 15.1
min
138.12 Masa: 137
TR: 9.0 min

198.175 Masa:
TR: 104

min

154.122 Masa:
TR: 6.7 min

180.1598 Masa:
TR: 10.8

138.1226 Masa:
TR: 22.3

170.1214 Masa:
TR: 5.2

224.2128 Masa:
TR:21.9
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Cuadro 2

Estructuras de los flavonoides analizados en hojas de amaranto

Nombre Nombre Férmula estructural # Cas Masa

corto sistematico molar

Rutina Quercetina-3-0O- 153-18- 610.51
rutinosido 4

Iso- Quercetina-3-0O- 482-35- 464.38
quercetrina B-rutinosido 9

Nicotiflorin Kaempferol-3-O- oH 17650- 594.53

rutinosido 84-9

CAS=Chemical Abstracts Service. Division de la American Chemical Society
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Deteccion
en
LC/MS/MS
611.0/302.9
TR: 10.1

min

465.0/302.8
TR: 13.1

min

595.1/286.9
TR: 15.1

min
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4.5.2 Extraccion por Agitacion.

Las muestras liofilizadas se homogeneizaron en una licuadora Waring antes de
transferir 0.1 g de cada muestra a un tubo falcon de 50 ml. Posteriormente se
agregaron 5 g de arena Ottawa calentada, quimicamente inerte (tamafo de
particula 20-30 mesh, Fisher Chemicals) y después 25 ml de 70% MeOH/H,O. Los
tubos se rotaron durante 2 horas. Después, se centrifugaron a 4,000 rpm durante
10 min a 20°C. Se recuperd el sobrenadante, se adicionaron otros 25 ml y las
muestras se puesieron a rotar una hora mas. Se centrifugaron en las mismas
condiciones, se recuperé el sobrenadante y se guardé en frascos ambar a -20°C

hasta su analisis.

4.6 Analisis Quimico de Acidos Fendlicos y de Flavonoides.

Para el analsis de los acidos fendlicos se utilizé el cromatografo de liquidos HP-
1100 series acoplado al espectrometro de masas (LC/MS) Agilent Technologies
en modo negativo con una camara de ionizacion a presion atmosférica (API-ES).
La separacion cromatografica se realizdé con un flujo promedio de 200 pl/min a 35
°C con un volumen de inyeccién de 50 ul. Se utilizé una columna Synergi 4u
Fusion-RP 80A. El eluente A contenia 7% de acetonitrilo (ACN) con 20 mM de
acido acético y el eluente B contenia 78% de ACN con 20 mM de acido acético. El
gradiente contenia lo siguiente: 12 min para llegar de 15% de B a 20% del mismo,
seguido de 3 min para llegar a 25% de B y después 3 min de un gradiente linear

de 25% de B y subsecuentemente 4 min para regresar a 15% de B.
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Los extractos de flavonoides se filtraron a través de un filtro de membrana con
PTFE 0.45 um (Sartorius SRP 15) y se diluyeron con agua en una proporcion 1:1.
Para los extractos de acidos fendlicos se utilizd el mismo filtro y se diluyeron en
7% acetonitrilo/H,O con 20 mM de acido acético en una proporcién 1:1. Para el
analisis de los flavonoides se empled el cromatdgrafo de liquidos 1100 (Agilent
Technologies) acoplado a un espectrometro de masas con triple cuadropolo
(LC/MS/MS) MDS Sciex API 2000 (Applied Biosystems) con ionizacién por turbo
electrospray en modo positivo de multiple monitoreo de reacciones. La separacion
cromatografica se realizd con un flujo de 200 pl/min a 30°C con un volumen de
inyeccion de 20 pl. Se utilizé una columna (Phenomenex), Synergi 4y Fusion-RP
80A de 260 mm x 2.00 mm. El eluente A contenia 7% de acetonitrilo y 93% de
agua milliQ (v/v) con 20 mM de acido acético glacial. El eluente B contenia 78% de
acetonitrilo y 22% de agua milliQ con 20 mM de acido acético glacial. El gradiente
se inicié con: 79% de A por 19 min, seguido de 3 min de 40% de Ay 60% de B
seguido de 12 min con 100% de B para equilibrarse y 10 min de 79% de Ay 21%

de B. El tiempo total de corrida de este analisis fue de 46 min.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la identificacion de flavonoides y acidos fendlicos se utilizaron compuestos de
referencia con base en la comparacién de sus patrones de fragmentacion y sus
tiempos de retencién (Tablas 1y 2). Se aplicd una funcién cuadratica a las curvas
patron con un coeficiente de 1/x debido a que habia mas puntos de datos en la
parte baja de la curva cuyo coeficiente de correlacion fue > 0.99 (Figuras 9, 10 y

11). Los calculos se basaron en dos réplicas con la misma concentracion.

Ena\ylehso-ﬂuercelin j ‘Area j Regession JJ

B g0103.dp (lso-Querceting "Quadratic' Regression ("1 /¢ weighting): y = 0,488 w2 + 2874003 3+ -1.18e+004 1 = 0.8957)

238
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Figura 9. ASE. Curva patron de iso-quercetina utilizada para la determinacion cuantitativa. Se
realizaron diluciones seriadas a partir de una solucién stock de iso-quercetina (500 mg/L) con las
siguientes concentraciones: 3.13, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0, 100, 200, 400 y 800 pg/L. r = 0.9957.
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Figura 10. ASE. Curva patrén de nicotiflorin utilizada para la determinacion cuantitativa. Se
realizaron diluciones seriadas a partir de una soluciéon stock de nicotiflorin (500 mg/L) con las
siguientes concentraciones: 3.13, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0, 100, 200, 400 y 800 pg/L. r = 0.9990.
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Fig. 11 ASE. Curva patrén de rutina utilizada para la determinacién cuantitativa. Se realizaron
diluciones seriadas a partir de una solucion stock de rutina (500 mg/L) con las siguientes
concentraciones: 3.13, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0, 100, 200, 400 y 800 pg/L. r = 0.9968.
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En las hojas de amaranto se detectaron 5 acidos fendlicos: ferulico, cumarico,
cafeico, 4-hidroxibenzoico y salicilico (Cuadro 1) y tres flavonoides: rutina,
nicotiflorin e iso-quercetina (Cuadro 2). Aunque se buscaron los acidos fendlicos
vanilico, p-cumarico, siringico, protocatecuico y sinapico, no se detectaron

(Cuadro 2).

5.1 Contenido de acidos fendlicos en hojas de amaranto.

En general, las hojas de la variedad nutrisol (rojas) presentaron mayores
concentraciones de acidos fendlicos que las hojas de la variedad criolla (verdes).
Ademas, en las plantas de hojas rojas, los acidos se detectaron en todas las

condiciones de cultivo (Cuadro 3).

5.1.1 Acidos p-Cumaérico y Ferulico

El acido p-cumarico unicamente se detecté en hojas verdes de plantas cultivadas
en maceta grande en invernadero con una concentracion de 0.7 pg/g (Figura 12).
De igual manera, el acido ferulico se detectd en una sola condicion de cultivo, en
plantas de hoja roja cultivadas en maceta chica en invernadero, con una
concentracion de 0.5 pg/g (Figura 13; Cuadro 3). Estos resultados confirman la
capacidad del método para la cuantificacion de niveles bajos de acidos fendlicos y
concuerda con datos previos acerca de la concentracion baja de este tipo de
compuestos en las plantas en general (Vermerris y Nicholson, 2006). La

hidroxilacion del acido p-cumarico a acido cafeico es un paso importante en la
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biosintesis de ligninas, flavonoides y cumarinas en plantas superiores (Mclntyre y
Vaughan, 1975). El acido ferulico participa también en la formacién de ligninas al
ser un precursor del alcohol coniferil del que se sabe es uno de los principales
constituyentes de la lignina (Boerjan W. et al., 2003). Ademas, el acido ferulico
ayuda a prevenir el dano celular causado por la luz ultravioleta. De hecho, la
exposicion a luz ultravioleta incrementa la potencia antioxidante de éste acido. La
principal fuente de acido ferulico parece ser el café, que provee aproximadamente
10 mg de éste acido. El acido ferulico también se encuentra en cereales (Donovan
et al.,, 2006). El acido p-cumarico tiene la habilidad de proteger células de
mamifero en cultivo en contra de estrés oxidativo y genotoxicidad. En dosis
equitoxicas, su actividad es igual o superior a aquella del conocido
anticarcinogeno curcumin.. Por sus propiedades antioxidantes el acido ferulico es
anadido comunmente como ingrediente en los suplementos antienvejecimiento

(http://www.phytochemicals.info/phytochemicals/ferulic-acid.php).
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Figura 12. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas verdes de plantas cultivadas en maceta grande en

invernadero donde se detectaron 0.7 pg/g de acido p-cumarico.
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Figura 13. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas rojas de plantas crecidas en maceta pequefa en

invernadero donde se detectaron 0.5 ug/g de acido ferulico.

5.1.2 Acido Cafeico

Como se muestra en el cuadro tres, el acido cafeico fue detectado en las hojas de
ambos colores de plantas cultivadas en campo abierto, tanto en las sanas (rojas
33.3 pg/g y verdes 29.9 pg/g) como en las que mostraban dafo por insecto,
siendo la concentracion de las hojas rojas de 34.6 ug/g y 30.5 pg/g la
concentracion de las hojas verdes. Este acido también se detecté en las hojas
rojas de plantas crecidas en maceta grande dentro de invernadero a una
concentracion de 25.6 ug/g (Figuras 14-18). El analisis estadistico muestra una
diferencia significativa entre la produccién de acido cafeico dentro y fuera del
invernadero en las plantas de hojas rojas (Cuadro tres). Las concentraciones de
acido cafeico de ambos tipos de hoja en las diferentes condiciones de cultivo son
las mas altas de los acidos detectados, coincidiendo con la literatura donde se

reporta que el acido cafeico, libre o esterificado, representa el 75 al 100% del
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contenido total de acidos hidroxicinamicos en la mayoria de las plantas (Donovan
J.L. et al.,, 2006). Este acido es un antioxidante que neutraliza radicales libres
(superoxido, oxido nitrico y radical hidroxilo) que pueden causar dafio oxidativo a
las membranas celulares y al DNA. Kuenzig et al. (1984) mostraron que los acidos
cafeico y ferulico pueden tener un papel en la defensa del cuerpo contra la
carcinogenesis inhibiendo la formacién de compuestos N-nitrosos. En la figura 12
se muestra el cromatograma de HPLC/MS realizado a la muestra de hojas verdes
de plantas crecidas en campo abierto donde se detectaron 29.9 ug/g de acido

cafeico.
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Figura 14. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas verdes de plantas crecidas en campo abierto donde se
detectaron 29.9 ug/g de acido cafeico.

38



V. Resultados y Discusion
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Figura 15. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas verdes de plantas crecidas en campo abierto mostrando

dafio por insecto donde se detectaron 30.5 pg/g de acido cafeico.
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Figura 16. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas rojas de plantas crecidas en campo abierto donde se

detectaron 33.3 ug/g de acido cafeico.
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Figura 17. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas rojas de plantas crecidas en campo abierto mostrando

dario por insecto donde se detectaron 34.6 pg/g de acido cafeico.
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Figura 18. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas rojas de plantas cultivadas en maceta grande en

invernadero donde se detectaron 25.6 pg/g de acido cafeico.

5.1.3 Acido 4-Hidroxibenzodico

El acido 4-hidroxibenzoico se detectd en ambos tipos de hojas de plantas
cultivadas tanto dentro como fuera del invernadero (Cuadro 3). En las hojas
verdes se logro detectar en plantas cultivadas en maceta grande en invernadero y
en hojas de plantas cultivadas en campo abierto en concentraciones de 6.6 y 5.1
Mg/g respectivamente (Figuras 19 y 20). En las hojas rojas el acido 4-
hidroxibenzoico se detecté en macetas pequefias y grandes dentro de invernadero
en concentraciones de 10.2 y 0.2 pg/g correspondientemente (Figuras 21 y 22).
Ademas, se logré detectar en plantas de hojas rojas cultivadas en campo que
mostraban dafo por insecto a una concentracion de 9.9 ug/g (Figura 23). Es de
llamar la atencién que en las hojas verdes el acido 4- hidroxibenzoico se detectd y
cuantificd en las plantas cultivadas sin estrés, es decir, en las plantas crecidas en

maceta grande en invernadero y campo abierto, mientras que en las hojas rojas el
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acido se detectd en las condiciones de cultivo sometidas a estrés, macetas chicas

en invernadero y campo abierto con dafo por insecto.

Cuadro 3
Contenido de acidos fendlicos en hojas rojas y verdes de Amaranthus

hypochondriacus cultivados en distintas condiciones

Acido (ug /g )

p-cumarico cafeico ferulico 4-HB salicilico

Hojas verdes

Macetas pequefias en invernadero 0 0 0 0 0
Macetas grandes en invernadero 0.72 0 0 6.6° 0
Campo abierto 0 29.9%°P 0 5.1° 0
Campo abierto (con dafio de 0 30.5*° 0 0 0.92
insectos)

Hojas rojas

Macetas pequefias en invernadero 0 0 05° 10.28  0.5”°¢
Macetas grandes en invernadero 0 25.6° 0 0.2° 0.72
Campo abierto 0 33.3%°P 0 0 0
Campo abierto (con dafio de 0 34.6° 0 9.9° 0.8?
insectos)

Promedio de dos repeticiones, las letras diferentes en la misma columna indican diferencias
estadisticas a P < 0.05. 4-HB= Acido 4-hidroxibenzoico.
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Se sabe que el acido 4-hidroxibenzoico es utilizado por algunas plantas como un
aleloquimico que puede ser toxico para otras plantas con quien comparten el
habitat como las malesas (Yongquing, 2005), ademas de que se ha asociado con
actividad antimicrobiana (Dey et al., 2005). Sus ésteres, también Illamados
parabenos, son utilizados como agentes antimicrobianos en una gran variedad de
productos alimenticios, farmacéuticos y cosméticos debido a su excelente
actividad antimicrobiana y baja toxicidad (Valkova et al., 2001). A Continuacién se
muestra el cromatograma de HPLC/MS realizado a la muestra de hojas verdes de

plantas crecidas en campo abierto donde se detectaron 5.1 pg/g.
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Figura 19. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas verdes de plantas cultivadas en maceta grande en
invernadero donde se detectaron 6.6 ug/g de acido 4-hidroxibenzoico.
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Figura 20. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas verdes de plantas crecidas en campo abierto donde se
detectaron 5.1 ug/g de acido 4-hidroxibenzoico.
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MSD1 127, EIC=136.7:137 7 (EALC-MSWDATAZe W07 11200ACIDO022 D) AP-ES Nagative

50000 o

40000 o

20000 -

20000 o

214

10000

el

g 10 15 20 i min

i oo |

Figura 21. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas rojas de plantas cultivadas en maceta pequefia en
invernadero donde se detectaron 10.2 ug/g de acido 4-hidroxibenzoico.
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Figura 22. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas rojas de plantas cultivadas en maceta grande en
invernadero donde se detectaron 0.2 ug/g de acido 4-hidroxibenzoico.
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Figura 23. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas rojas de plantas cultivadas campo mostrando dafio por
insecto donde se detectaron 9.9 ug/g de acido 4-hidroxibenzoico.
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5.1.4 Acido Salicilico

El acido salicilico (AS) se detectdé en hojas verdes en una sola condicion de
cultivo, campo abierto mostrando dafo por insecto, a una concentracién de 0.9
Mg/g (Figura 24). En las hojas rojas el acido salicilico se logré detectar en tres
condiciones de cultivo: en maceta pequefia y grande dentro de invernadero
(Figuras 25 y 26) y cultivadas en campo abierto mostrando dafio por insecto
(Figura 27), con sus respectivas concentraciones de 0.5, 0.7 y 0.8 ug/g. Se puede
observar en estos resultados que la mayor produccién de acido salicilico se
encontrd en las hojas de las plantas que fueron atacadas por insectos. Durante la
evolucion, las plantas han desarrollado sofisticadas estrategias de defensa para
percibir el ataque de patdégenos y para traducir ésta percepcién en una respuesta
adaptativa apropiada. Investigaciones previas han demostrado que el &cido
salicilico se produce rapidamente en algunas plantas como una molécula sefial
que inicia respuestas de defensa posteriores al ataque por insectos, hongos,
bacterias y virus (Crozier et al., 2006). Los niveles de acido salicilico se han
monitoreado en frutas, verduras, hierbas, especias y bebidas (Venema et al.,
1996). Sin embargo, el acido salicilico no se detectdé en ninguna de las muestras
con la excepcidén de algunas hierbas y especies como la canela (Cinnamonum
zeylandicum), orégano (Origanum vulgare) y romero (Rosmarinus officinalis). Los
niveles de acido salicilico fueron menores a 1 pg/g de peso fresco. Se piensa que
los niveles de salicilatos presentes en la mayoria de las dietas son demasiado
bajos para tener algun impacto en la salud (Janssen et al., 1996). El uso de

cultivos que contengan niveles elevados de AS es algo que pudiera lograrse por
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medio de ingenieria genética. Este tipo de cultivos ofreceria dos ventajas: primero,
las mismas plantas serian mas resistentes a patdégenos y segundo, los
consumidores tendrian una menor propension a sufrir infartos al corazéon y
trombosis cerebral debido a que el AS, al igual que la aspirina, retardaria la
produccion de prostaglandinas las cuales promueven la coagulacién de la sangre

(Crozier et al., 2006).
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Figura 24. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas verdes de plantas cultivadas campo mostrando dafo por
insecto donde se detectaron 0.9 pg/g de acido salicilico.
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Figura 25. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas rojas de plantas cultivadas en maceta pequefa en
invernadero donde se detectaron 0.5 ug/g de acido salicilico.
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Figura 26. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas rojas de plantas cultivadas en maceta grande en
invernadero donde se detectaron 0.7 ug/g de acido salicilico.
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Figura 27. Cromatograma de HPLC/MS con Atmosferic Pressure lonization-Electro Spray (API-
ES) en modo negativo realizado a hojas rojas de plantas cultivadas en campo con dafo por insecto
donde se detectaron 0.8 ug/g de acido salicilico.

Las plantas cultivadas en campo abierto tuvieron a su disposicidén todo el espacio
y nutrientes necesarios para poder desarrollarse por lo que es probable que las
rutas metabdlicas se orientaran hacia la produccidén de ligninas necesarias para
formar la pared celular, la cual ademas de dar soporte a la planta ayuda a la
impermeabilidad de los haces vasculares, indispensable para el transporte de
nutrientes tanto en el xilema como en el floema. Las plantas cultivadas en maceta

grande dentro de invernadero también tuvieron todas las condiciones adecuadas
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para tener un buen desarrollo (suficiente espacio, nutrientes, etc.) lo que puede
explicar el porque de la alta produccion de acido cafeico en ambas condiciones.
Las bajas concentraciones en las que se encontraron algunos de los acidos
(cumarico, 4-hidroxibenzoico y salicilico) en determinadas condiciones de cultivo
nos muestra que un buen método en el uso del HPLC/MS es efectivo para la

cuantificacion de este tipo de compuestos.

5.2 Contenido de Flavonoides en Hojas de Amaranto

5.2.1 Comparaciéon del método de extraccion

El novedoso método de extraccion acelerada con solventes (ASE) fue comparado
con el método de extraccion tradicional liquido/liquido. El método de extraccion no
tuvo influencia en la concentracion de flavonoides extraidos (Figuras 28). El
principal flavonoide detectado fue la rutina y el contenido mas alto se encontré en
las hojas de la variedad criolla (Figura 29 A y B). Por esto, el método elegido para
el analisis fitoquimico de las hojas de amaranto fue la extraccion acelerada con

solventes (ASE).
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Fig 28. Cromatogramas de HPLC/MS/MS con turbo spray multiple reaction monitoring (MRM) en
modo positivo realizado a la muestra proveniente hojas verdes de plantas crecidas enmaceta
grande dentro de invernadero mostrando ambos métodos de extraccion. A) ASE; B) Agitacion.
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Figura 29. Produccion de flavonoides en hojas de amaranto bajo diferentes condiciones de

cultivo. A) extraidos con el método de extraccion con solventes acelerada (ASE). B) extraidos por
el método de agitaciéon. 1. Invernadero, maceta pequefa, hoja verde 2. Invernadero, maceta
grande, hojas verdes 3. Cultivadas en campos, hojas verdes 4. Cultivadas en campos, con dafo
por insectos, hojas verdes 5. Invernadero, maceta pequefia, hojas rojas 6. Invernadero, maceta
grande, hojas rojas 7. Cultivadas en campos, hojas rojas 8. Cultivadas en campos, con dafo por

insectos, hojas rojas.
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Basados en su tiempo de retencién (RT) y patrén de fragmentacion (m/z) se
lograron detectar 3 flavonoides en todas las condiciones de cultivo, no obstante,
fueron las plantas de hojas verdes la que presentaron en general las

concentraciones mas elevadas de dichos compuestos (Cuadro 4).

Cuadro 4
Contenido de flavonoides en hojas rojas y verdes de Amaranthus

hypochondriacus cultivados en distintas condiciones.

Flavonoides ug /g

rutina iso-quercitina nitiflorinco
Hojas verdes
Maceta pequefia en invernadero 9236° 9307 13972
Maceta grande en invernadero 4343° 526° 785°
Campo abierto 7264 ¢ 407° 639°
Campo abierto (con dafio de 9715° 561° 816°
insectos)
Hojas rojas
Maceta pequefia en invernadero 7672 ¢ 611> °¢ 1014°
Maceta grande en invernadero 3441 686° 582% ¢
Campo abierto 7151¢ 371¢ 622°
Campo abierto (con dafio de 7807° 401¢ 523°
insectos)

Promedio de x repeticiones, las letras diferentes en la misma columna indican
diferencias estadisticas a P < 0.05
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5.2.2 Rutina

La figura 16 muestra los cromatogramas de LC/MS/MS realizados a las hojas
verdes (A) y rojas (B) en las diferentes condiciones de cultivo donde se identificé y
cuantificé la rutina. En ambos tipos de hojas la condiciéon de cultivo con mayor
cantidad de rutina fue campo abierto con dafio por insecto, en donde las hojas
verdes presentaron una concentracion de 9715 pg/g y en las hojas rojas se
encontraron 7807 pg/g, seguido de las plantas cultivadas en maceta chica en
invernadero donde las de hojas verdes presentaron 9236 ug/g de rutina y las hojas
rojas presentaron 7672 pg/g de este flavonoide (Cuadro 4). En las plantas
cultivadas en campo abierto las concentraciones de rutina fueron de 7264 ug/g
para las hojas verdes y de 7151 pg/g para las hojas rojas. En ambos tipos de
plantas la condicién de cultivo que presentdé una menor produccion de rutina fue la
de las plantas cultivadas en maceta grande dentro de invernadero, donde las
hojas verdes presentaron una concentracién de 4343 pg/g mientras que la
concentracion en las hojas rojas fue de 3441 pg/g. A pesar de ser las
concentraciones mas bajas cuantificadas en las hojas de amaranto son
aproximadamente 14 veces mas que las concentraciones resportadas en
Asparagus oficinallis, donde se detectaron 280 mg/kg de rutina (Makris y Rossiter,

2001).
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Figura 30. A) Cromatograma de HPLC/MS/MS con

turbo spray multiple reaction monitoring

(MRM) en modo positivo donde se detectd y cuantificod la rutina, realizado a los compuestos de
referencia y a las muestras de hojas verdes, cultivadas en distintas condiciones.
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Figura 30. B) Cromatograma de HPLC/MS/MS con turbo spray multiple reaction monitoring
(MRM) en modo positivo donde se detectd y cuantificod la rutina, realizado a los compuestos de
referencia y a las muestras de hojas rojas, cultivadas en distintas condiciones.
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Estos resultados muestran claras diferencias estadisticamente significativas en la
produccion de rutina con respecto a las condiciones de cultivo y concuerdan con
experimentos comparativos previos con hojas de soya donde la rutina actua
sinergisticamente con otros glicosidos de flavonoles e isoflavones para detener el
consumo y la asimilacién de material vegetal por los insectos (Harborne, 2000). El
estrés de nutrientes también tiene un marcado efecto en los niveles fendlicos en
los tejidos vegetales, las deficiencias de nitrégeno y fosfato originan la
acumulaciéon de fenilpropanoides (Solecka, 1997). También es conocida la
actividad potente antioxidante que exhibe la rutina (Ng et al, 2000), excediendo
substancialmente aquellas de otros antioxidantes. Su proteccion es mas de dos
veces la fuerza antioxidativa del Trolox, un analogo de la vitamina E soluble en
agua, que es utilizado en pruebas establecidas para determinar la potencia

antioxidativa de compuestos (TEAC-test). http://www.nutraceuticalsnow.com.

5.2.3 Iso-quercetina

La produccidén de iso-quercetina en general fue mayor en las plantas crecidas
dentro de invernadero que en las cultivadas en campo abierto en ambo tipos de
hojas, con rangos de 526 a 930 ug/g para las primeras y 371 a 561 pg/g para las
segundas (Cuadro 4). La figura 30 muestra los cromatogramas de LC/MS/MS
realizados a las hojas verdes (A) y rojas (B) en las diferentes condiciones de
cultivo donde se identifico y cuantifico la iso-quercetina. Las concentraciones mas
altas las presentaron las hojas verdes quienes en las muestras provenienetes de

plantas crecidas en maceta pequefia en invernadero tuvieron una concentracion
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de 930 ug/g. Una vez mas existe diferencia significativa en la produccién de

flavonoides en cada una de las condiciones de cultivo (Cuadro 4).
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Figura 31. A) Cromatograma de HPLC/MS/MS con turbo spray multiple reaction monitoring
(MRM) en modo positivo donde se detectd y cuantificé la iso-quercetina, realizado a los
compuestos de referencia y a las muestras de hojas verdes, cultivadas en distintas condiciones.
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Figura 31. B) Cromatograma de HPLC/MS/MS con turbo spray multiple reaction monitoring
(MRM) en modo positivo donde se detectd y cuantificé la iso-quercetina, realizado a los
compuestos de referencia y a las muestras de hojas rojas, cultivadas en distintas condiciones.
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La quercetina (el aglucén de iso-quercetina) se encuentra ampliamente distribuido
en todo el reino vegetal y es el mas abundante de los flavonoides. Es encontrado
en muchos alimentos consumidos comunmente como manzanas, cebollas, te,
bayas y también en muchas semillas, nueces, flores y hojas. La quercetina es
encontrada en plantas medicinales que incluyen Ginko biloba, Hypericum
perforatum, Sambucus canadensis y muchas otras. Es el principal componente de
la actividad medicinal de éstas plantas y ha sido demostrado en numerosos
estudios que ejerce variados efectos sobre el cuerpo humano. Sin embargo, no
existen datos precisos acerca de su concentracion en estas plantas y alimentos.
Los flavonoides por regla se consideran antioxidantes y la mayoria de los efectos
de la rutina se deben a su capacidad antioxidante (Thorne Research, Inc.). Se ha
observado que la quercetina a concentraciones de 25 y 50 pM inhibe
significantemente el crecimiento de las lineas celulares de cancer de préstata PC-
3 y DU-145, también inhibe la expresion de genes que controlan las fases Gy, S,
G2 y M del ciclo celular y reciprocamente regula la expresion de muchos genes
supresores de tumores (Nair et al., 2004). Una propiedad de los flavonoides que
se ha comenzado a investigar recientemente es su actividad antiviral, siendo la
mas notable la ejercida por ellos contra el virus de la inmunodeficiencia humana
(HIV), el agente causante del SIDA. La quercetina parece interferir con eventos

tempranos en el ciclo de vida del virus (Smirnoff N., 2005).
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5.2.4 Nicotiflorin

Las mayores concentraciones de nicotiflorin se detectaron en las plantas
cultivadas en maceta chica en invernadero con 1397 ug/g en las hojas verdes y
1014 ug/g en las hojas rojas. Las plantas cultivadas en maceta grande en
invernadero presentaron concentraciones de 785 ug/g en hojas verdes y 582 ug/g
en hojas rojas. En las plantas cultivadas en campo abierto se cuantificaron 639
Mg/g de nitiflorinco en hojas verdes y 622 ug/g en hojas rojas.

En las plantas cultivadas en campo abierto que presentaban dafo por insecto las
concentraciones fueron de 816 y 523 pug/g para las hojas verdes y rojas
respectivamente. La figura 18 muestra los cromatogramas de LC/MS/MS
realizados a las hojas verdes (A) y rojas (B) en las diferentes condiciones de
cultivo donde se identifico y cuantifico el nicotiflorin. EI nicotiflorin se ha
identificado en hojas de Camellia sinensis, Glycine max (soya) y Nicotiana
tabacum. Sin embargo no existen referencias acerca de la concentracion de éste

flavonoide en estas plantas (http://www.liberherbarum.com). Se ha comprobado

que a dosis de 2.5, 5y 10 pg/g, nicotiflorin administrado inmediatamente después
de la apariciéon de iskemia reduce marcadamente el volumen del infarto del
cerebro (Li et al., 2006). También previos estudios han demostrado que el
kaempferol (el aglucdn de nicotiflorin) a concentraciones finales de 30 yM es un
potente inhibidor intracelular de la muerte neuronal inducida por la lipoproteina
oxidada de baja densidad (oxLDL). Por lo tanto, los flavonoides de la dieta pueden
considerarse como agentes neuroprotectivos potenciales contra enfermedades

neurodegenerativas (Schroeter et al., 2001).
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Figura 32. A) Cromatograma de HPLC/MS/MS con turbo spray multiple reaction monitoring
(MRM) en modo positivo donde se detecto y cuantificd el nicotiflorin, realizado a los compuestos de
referencia y a las muestras de hojas verdes, cultivadas en distintas condiciones.
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Figura 32. B) Cromatograma de HPLC/MS/MS con turbo spray multiple reaction monitoring
(MRM) en modo positivo donde se detecto y cuantifico el nicotiflorin, realizado a los compuestos de
referencia y a las muestras de hojas rojas, cultivadas en distintas condiciones.
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La ruta de los fenilpropanoides aparecio cuando las plantas colonizaron la tierra.
Los primeros pasos de ésta ruta se encuentran en las briofitas. Cuando quedaron
expuestas a la luz UV las plantas se vieron forzadas a desarrollar mecanismos de
defensa en contra de la radiacion. Se piensa que los flavonoides en un principio
evolucionaron como moléculas senalizadoras y posteriormente como protectores
solares (Winkel-Shirley, 2001). Conforme fueron evolucionando sus funciones
diversificaron originando la amplia gama que presentan los flavonoides en la
actualidad. Los resultados del presente trabajo muestran una alta produccion de
flavonoides en las hojas de amaranto, cuyo habitat son climas tropicales donde se
encuentra expuesto a altas temperaturas y prolongados periodos de exposicion a
luz UV. Las plantas que se cultivaron en maceta pequefia ademas presentaban un
déficit de sustrato y por lo tanto de nutrientes, condicidén que indujo la produccion
de ciertos compuestos fendlicos. El ataque por insectos también provocd una
diferencia en la concentracién de flavonoides que se sabe son utilizados por las
plantas como aleloquimicos para disuadir el herviborismo ademas de evitar la

asimilacion del material vegetal por parte del organismo patégeno.
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VI. CONCLUSIONES

En este trabajo se realizo un andlisis cualitativo y cuantitativo del contenido de
compuestos fendlicos en hojas de A. hypochondriacus de las variedades Nutrisol y
Criolla. Ademas, se analiz6 la influencia de las condiciones de cultivo sobre el
perfil metabdlico de las hojas. En general, las plantas de hojas verdes presentaron
mayor concentracion de compuestos fendlicos que las plantas de hoja roja. Se
lograron identificar cinco acidos fendlicos: p-hidroxibenzoico, salicilico, p-cumarico,
cafeico y ferulico. El acido salicilico solo se encontré en plantas expuestas a estrés
biético. EI compuesto producido en mayores cantidades fue el flavonoide rutina,
desde 3,441 hasta 9,236 ug/g, lo cual es superior al contenido de rutina reportado
en otras plantas. Se identificaron dos flavonoides mas, la iso-quercetina y el
nicotiflorin. Las condiciones de cultivo tienen una influencia directa sobre el perfil
metabdlico de las hojas de amaranto. Todos estos compuestos han recibido
atencion por los cientificos y la industria entre otras cosas por su efecto
antioxidante. Los antioxidantes presentan varias actividades biolégicas como
propiedades antibacteriales, anti-inflamatorias y anticarcinogénicas. Debido a las
propiedades antioxidantes de dichos compuestos, se han sugerido diversos
efectos benéficos sobre la salud humana. Sin embargo, las bases sobre las cuales
los ejercen, asi como el papel que desempenan en el metabolismo de la planta,
aun no han sido establecidos completamente. La extraccion, purificaciéon y
caracterizacion de antioxidantes a partir de plantas puede contribuir en el

desarrollo de farmacos para el tratamiento de varios desordenes de la salud o en
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la prevencion de ciertas enfermedades. Los antioxidantes pueden ser utilizados en
la férmula de productos alimenticios con propiedades nutricionales vy

organolépticas deseables.
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VIII. Perspectivas

VIIl. PERSPECTIVAS

Colectar el tamafo de todas las sefales de mediciones realizadas en
espectrometros de masas o UV

Comparar las senales entre distintas variedades

Aislar, purificar e identificar los compuestos

Realizar todos los estudios mencionados en diferentes estadios de

desarrollo del amaranto
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