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RESUMEN

El quintonil (Amaranthus hybridus) es una planta silvestre mexicana, considerada
como una maleza muy comin y empleada como forraje para ganado. Es un vegetal tipico
mexicano y se consume en ciertas regiones después de un tratamiento térmico como frito,
hervido o al vapor. Algunos reportes indican que el quintonil contiene compuestos bioactivos
como vitaminas, proteinas, clorofila, acidos grasos poliinsaturados (PUFA) y compuestos
fenolicos (PC). En el presente trabajo se estudié el efecto de los tratamientos térmicos
comunmente aplicados para el consumo del quintonil cosechado en época de primavera y
otofio, sobre los compuestos bioactivos que contiene y su actividad antioxidante. Se
evaluaron extractos acuosos y metandlicos de quintoniles cosechados en dos estaciones del
afio (primavera y otofio) crudos, hervidos y cocidos al vapor y se determind el contenido de
compuestos fenolicos totales (TPC), PUFA y capacidad antioxidante usando diferentes
métodos como la inhibicion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe), 2,2’-Azino-
bis(3-etilenbenzotiazolino-6-acido sulfonico) (ABTSe*), dxido nitrico (NOe) y superoxido (
0O2).). Los resultados indican que el tratamiento térmico, afectd significativamente (p<0.05)
el contenido de bioactivos en el quintonil, para el caso de PC éstos incrementaron con
respecto al quintonil crudo en extractos acuosos (de 14.5 mg EAG/100g PF en primavera y
58.3 mg EAG/100g PF en otofio) como metandlicos (83.6 mg EAG/100g PF en primavera 'y
106.8 mg EAG/100g PF en otofio) y después de aplicar el tratamiento térmico al vapor (148-
170.6 mg EAG/100g PF EA y 70.7-94.4 mg EAG/100g PF en EM), la clorofila disminuyo
posterior a la coccion por hervido (27.7 mg de clorofila/100 g PF en primavera y 17.5 mg de
clorofila/100 g PF en otofio) y al vapor (26.9 mg de clorofila/100 g PF en primavera 'y 18.8
mg de clorofila/100g PF en otofio) en comparacion con el quintonil crudo (41.3 mg de
clorofila/100g PF en primavera y 30.7 mg de clorofila/100g PF en otofio). Los principales
acidos grasos identificados son &cido palmitico, acido palmitoléico, acido estearico, acido
oleico, &cido linoléico (LA) y acido a-linolénico (ALA), siendo este ultimo el residuo mas
abundante en todos los tratamientos aplicados: 1417.8 — 1667.5 mg/100 g (fresco), 1621.4 —
1667.5 mg/100 g (hervido) y 1437.9 — 1912.6 mg/100 g (al vapor). Un comportamiento
similar se observd para los demaés acidos grasos, por lo que el tratamiento térmico parece
favorecer su liberacion mas que afectar su contenido. Por ultimo, es de suma importancia
destacar que los resultados obtenidos aportan conocimientos sobre el quintonil a la ciencia
basica y coadyuvan a su consumo, no solo por su valor nutrimental, ademas de intentar
preservar la biodiversidad mexicana y revalorizar este cultivo.
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ABSTRACT

Quintonil (Amaranthus hybridus) is a Mexican wild plant, which is considered as shrub and
Is basically used as forage for livestock. This ancient crop is ingested in certain regions after
a thermal treatment including frying, boiling or steaming. Some previous reports in technical
literature have indicated that quintonil contains bioactive compounds such as vitamins,
proteins, chlorophyll, polyunsaturated fatty acids (PUFA) and phenolic compounds (PC). In
the present work, the effects of some typically thermal treatments were studied on bioactive
compounds contents and antioxidant activity for quintonil harvested in spring and fall
seasons. Different aqueous and methanolic extracts, corresponding to the different
treatments, were assayed in order to measure total phenolic compounds (TPC), PUFA and
antioxidant capacity using several analytical methods: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical
(DPPHe), 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTSe+), superoxide
radical (O2-) and nitric oxide (NO«) scavenging assay. The results obtained show that thermal
treatments significantly affected the bioactive content in quintonil (p <0.05). In the case of
TPC, these compounds increased with respect to crude quintonil in aqueous extracts (14.5
mg EAG/100 g PF in spring and 58.3 mg EAG/100g PF in fall) as well as methanolic extracts
(83.6 mg EAG/100 g PF in spring and 106.8 mg EAG / 100 g PF in fall) and after thermal
treatment (148-170.6 mg EAG/100 g PF EA and 70.7-94.4 mg EAG/100g PF in EM). With
respect to chlorophyll, it decreased after both boiling (27.7 mg chlorophyll/100 g PF in spring
and 17.5 mg chlorophyll/100 g PF in fall) and steaming (26.9 mg chlorophyll/100 g PF in
spring and 18.8 mg chlorophyll/100 g PF in fall) compared to crude quintonil (41.3 mg
chlorophyll/100 g PF in spring and 30.7 mg chlorophyll/100 g PF in fall). Finally, the fatty
acid residues identified were: palmitic, palmitoleic, stearic, oleic, linoleic (LA) and o-
linolenic (ALA). The latter was the predominant residue in all the treatments: 1417.8 —
1667.5 mg/100g (fresh), 1621.4 — 1667.5 mg/100g (boiled) and 1437.9 — 1912.6 mg/100g
(steamed). A similar behaviour was observed for the other fatty acids, indicating that thermal
processing did not affect the fatty acid content of quintonil. Conversely, it seemed to favour
their availability. Finally, it is worth mentioning that this research promotes quintonil
consumption because of its health implications in an attempt to preserve Mexican
biodiversity and revaluate this ancient crop.
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INTRODUCCION

En México, se consume una gran variedad de vegetales conocidos como “quelites”,
que son un grupo de plantas silvestres y arvenses cuyo follaje es comestible. Actualmente,
se conocen mas de 250 especies, pertenecientes a diferentes familias botanicas (Vazquez-
Garcia et al., 2004). De acuerdo con las estadisticas agricolas nacionales reportadas por la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA)
en 2015 hay una baja explotacion econémica de quelites, por la reducida superficie y valor
de la cosecha, sin embargo, tienen un gran valor en la alimentacion por el contenido de fibra
y porcentajes importantes de vitaminas y minerales. Los principales estados de la Republica
Mexicana donde se cultivan los quelites son Puebla, Querétaro, Hidalgo, Morelos, Tlaxcala,
Estado de México y la Ciudad de México.

Dentro de estas variedades de quelites, el quintonil (Amaranthus hybridus), una planta
comestible autoctona del pais, es considerado como una maleza muy comun que se utiliza
como forraje para animales y en menor proporcién como un alimento de colecta, destaca por
su alto rendimiento de grano, contenido balanceado de aminoéacidos y por el contenido de
compuestos bioactivos como clorofila, compuestos fendlicos (PC) y éacidos grasos
poliinsaturados (PUFA), que de acuerdo con estudios recientes, pueden ser benéficos en el
control de ciertas enfermedades como diabetes mellitus, obesidad y algunos tipos de cancer.
Algunos estudios reportan un contenido de acido o-linolénico (ALA) de 34.61 mg/100 g
peso fresco (PF) cosechado en primavera, 317.65 mg/100 g PF cosechado en otofio (Torres-
Acosta et al., 2006) y 49.43 mg/g de TPC (Gutierrez Avella et al., 2008).

Las formas tradicionales de consumo en estas regiones del pais son: hervido, cocinado

al vapor y frito con alguna grasa como manteca.

Los tratamientos térmicos anteriormente mencionados para la ingesta del quintonil,
pueden modificar sus propiedades y el contenido de los compuestos bioactivos presentes. Por
ello, el objetivo de este trabajo de tesis es establecer la relacion entre el tratamiento térmico
a vapor y hervido del quintonil, el contenido de bioactivos (clorofila, TPC, PUFA) y la
actividad antioxidante (AA). De esta manera, se generara informacion que contribuya a la
promocion del consumo y revaloracion de los quelites mexicanos como parte de la
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alimentacion del hombre, considerando también el efecto de los tratamientos térmicos
tradicionales que le aplican para su consumo. Ademas de ser una ventaja para el agricultor
por su aprovechamiento, reduccion en el uso de herbicidas, bajos requerimientos de aguay

alta resistencia a enfermedades y plagas del quintonil.



I. MARCO TEORICO
1.1 Quelites

Los quelites son un grupo de plantas silvestres y arvenses cuyo follaje es comestible,
eran plantas valoradas por los aztecas y hoy contintan siendo un recurso alimenticio

importante para la gente del campo.

El nombre quelite se deriva del ndhuatl quitil que es interpretado como hierba
comestible o verdura. Para Bye (2000), el término quelites incluye hierbas anuales tiernas asi

como flores, inflorescencias y brotes de algunas especies perennes.

Actualmente, se conocen 358 especies de quelites, restringidas a las angiospermas y
distribuidas en 25 superdrdenes, 60 érdenes y 176 géneros, dentro de los cuales el 89% de
las hierbas comestibles pertenecen a seis familias de las dicotiledoneas: Asteraceae,

Apiaceae, Fabaceae, Chenopodiaceae, Brassiucaceae y Amaranthaceae (Bye et al., 2000).

En las zonas rurales los quelites frescos se consumen al inicio del ciclo agricola
cuando termina la época de sequia. La disponibilidad temporal de estas plantas puede ser a
lo largo de todo el afio, pueden ser hierbas anuales de invierno, de primavera-verano Yy
verano-otofio; son caracteristicos de zonas templadas y crecen de manera espontanea en los
campos de cultivo y a orillas de caminos. Por su habitat se clasifican de tres formas: silvestres
(plantas que crecen naturalmente formando parte de la vegetacion primaria), arvenses (crecen
dentro de tierras agricolas) y ruderales (se desarrollan a orillas de caminos, lugares baldios y

habitats perturbados).

Bioldgicamente un gran nimero de estas plantas son consideradas como productos
ecologicos, evolutivos adaptados a vivir en habitats perturbados por las actividades humanas
con una capacidad de adaptacién a diferentes cambios climaticos, tales como sequias,
compactacién del suelo e incendios. Los meses en que estas plantas dominan la dieta son de

mayo a junio.

Los quelites se consumen de muchas formas. Algunas hojas y tallos se comen crudos.

Otros se hierven o frien y se combinan con sopas, tacos, quesadillas, pinole o esquites. En

3



algunos platillos constituyen el componente principal, pero también pueden ser un

condimento que proporciona diferentes sabores y aromas.
1.1.1 Consumo de quelites en México y otros paises

Los quelites son autéctonos de México y su consumo se remonta a la época
prehispanica, en la que se conocian y aprovechaban cerca de 500 especies. Los
conquistadores no aceptaron su consumo en México ya que no se cultivaban de la misma
manera que en Europa y tenian una importancia en los rituales aztecas, por lo que se redujo
el consumo de los quelites autéctonos no cultivados y se remplazaron por plantas traidas por

los conquistadores como la acelga, el nabo y la col.

El consumo de quelites ha disminuido desde la conquista. La pérdida del
conocimiento y uso de éstos vegetales comestibles por las diversas culturas mexicanas se
calcula que ha sido de 55 a 90% en los ultimos 500 afios como impacto negativo de la
colonizacion para estos recursos alimenticios (Bye et al., 2000). Sin embargo, el uso y
conocimiento de éstos continda de manera local en zonas donde los grupos étnicos adn

mantienen sus recursos nativos y su utilizacion tradicional.

De acuerdo con Linares y Bye (2015), en algunos estudios etnobotanicos realizados
en el pais las especies que destacan por su empleo en diversas regiones de México son la
verdolaga (Portulaca oleracea), los quintoniles o amarantos (Amaranthus spp.) del que se
reportan 8 especies principales (Amaranthus hybridus, Amaranthus cruentus, Amaranthus
hypochondriacus, Amaranthus. palmeri, Amaranthus retroflexus, Amaranthus scariosus,
Amaranthus crassipes y Amaranthus spinosus), el epazote (Dysphania ambrosioides), el
papalo (Porophyllum ruderale subsp. macrocephalum), el quelite cenizo (Chenopodium
berlandieri), la yerba mora (Solanum americanum, Solanum nigrescens), el alache (Anoda
cristata), el jaltomate (Jaltomata procumbens), la hierba mora (Solanum nigrescens), la
lentejilla (Lepidium virginicum), el amolquilite (Phytolacca icosandra), los chepiles
(Crotalaria spp.) con tres especies (Crotalaria incana, Crotalaria longirostrata y Crotalaria

pumila), y la lengua de vaca (Rumex mexicanus).



La mayoria de las regiones geoecondmicas de México con especies representativas
que contindan empleando especies de plantas nativas de uso tradicional subvaloradas y
subutilizadas como los quelites, son: el Centro-Este (119 especies), Sur (81 especies), Norte
(21 especies), el Golfo (15 especies), Centro Occidente (14 especies), Noreste (10 especies),

Noroeste (8 especies) y la Peninsula de Yucatéan (4 especies).

Algunos territorios ocupados por grupos indigenas que emplean un mayor nimero de
quelites son la Huasteca y Sierra Norte de Puebla (45 especies); Montafia de Guerrero, Sierras
Taxco y Huautla (30 especies); Altos de Chiapas y Selva Lacandona (28 especies); Mixteca
Alta, Bajay Costa (23 especies); Valle de Tehuacéan (21 especies), Tarahumara (21 especies),
El Triunfo (20 especies), Zongolica, Sierra Norte de Oaxaca (18 especies); Sierra de Chincua,
Nevado de Toluca (16 especies); Sierra Nevada y la Malinche (13 especies), Chontalpa (11
especies) y Sierra Sur de Oaxaca (10 especies). Varios grupos étnicos del centro y centro-sur
del pais han conservado el uso de sus quelites. Los principales estados donde se cultivan los
quelites son Puebla, Querétaro, Hidalgo, Morelos, Tlaxcala, Estado de México y la Ciudad

de México.

De acuerdo con las estadisticas agricolas nacionales de la SAGARPA (2015), en
México presentan baja explotacién econdémica por la reducida superficie cosechada y el valor
por tonelada, sin embargo, tienen un gran valor en la alimentacion por el contenido de fibra
(1.93 g/100g) y porcentajes importantes de vitaminas (tiamina 0.07 mg, riboflavina 0.16 mg,
niacina 0.58 mg y 45.1 mg de acido ascérbico en 100 g de muestra) y minerales (306 mg de

calcio, 75 mg de fosforo y 17.22 mg de hierro en 100 g de muestra ).

Otros trabajos con quelites en México muestran que en Chihuahua con los Raramuri
se reconocieron 120 especies de quelites de las cuales 10 especies se consumen con
frecuencia para satisfacer sus requerimientos nutricionales como complemento de la dieta,
sobre todo cuando la existencia de los alimentos basicos es limitada. La racién promedio para
un Raramuri adulto es de 100 g de quelites (Amaranthus reflexus) y se estima que esta
cantidad provee suficiente vitamina A, tiamina y riboflavina para satisfacer los estandares

alimentarios apropiados para los EU (Bye, 1981). Katz (1990), reporta el uso de los quelites



en la comunidad de Yosotato, Oaxaca, y describe 45 especies de quelites y las formas de

preparacion resaltando que son consumidos crudos por su sabor acido y aromatico.

Debido a estas propiedades, Ysunza et al., (1998), sugirieron 25 especies de quelites,
recetas de preparacion y analisis de nutrimientos en un manual con el propoésito de contribuir
al mejoramiento de la nutricion de los habitantes de la Sierra Juarez de Oaxaca. Ademas de
que se ha abordado el papel de las mujeres en el abastecimiento de quelites, donde mostraron
que ellas se encargan de recogerlos el doble de veces que los hombres en Ixhuapan, Veracruz
y que la intensificacion de la agricultura a traves del uso de agroquimicos es de los principales
factores sociales y econémicos que afectan la disponibilidad de éstos alimentos (Vazquez et
al., 2004).

En México, Corea, Taiwan e India, aun persiste la costumbre de recolectar plantas
silvestres comestibles asi como en Argentina y Uruguay pero en menor proporcion. En éstos
y otros paises, también se da el uso de plantas silvestres, arvenses como quelites o verduras,
aungue se les llama de diferente forma como: malas hierbas (castellano y francés), infestantes
(italiano), plantas dafiinas (portugués) y yuyos (Argentina) (Rapoport, 2007). Rapoport et al.,
(1974), describieron el papel de las plantas silvestres en la dieta nativa de Etiopia y la
importancia de ésta en época de sequia, reportando 36 especies de plantas en los que incluyen
hojas tallos y brotes tiernos de géneros como Amaranthus, Brassica, Oxalis, Rumex y
Portulaca. Mejia-Ordofiez (1992) encontrd 35 especies de plantas silvestres comestibles en
la Region Occidental de Honduras, con importancia en las costumbres alimentarias y
menciona las diferentes formas de preparacion y valor nutritivo significativo como fuentes
de proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales. Por otro lado, Ertug (1998), observo en
el centro de Anatolia, Turquia el uso de 42 especies de vegetales silvestres recolectadas
exclusivamente por las mujeres en las poblaciones rurales y sefial6 que las plantas silvestres
constituyen un componente importante en la dieta local y que es posible obtenerlas ain en
invierno. Algunos géneros que menciona son Amaranthus, Rorippa, Campanula, Stellaria,
Chenopodium, Malva, Rumex y Portulaca. Ladio (2004), estudié el uso de plantas silvestres
comestibles en las comunidades Mapuches de Paineo, Rams y Cayulef de Neuquén,
Argentina e identificd 47 plantas nativas silvestres comestibles entre las que se encuentran
las “verduras del campo” como las denominan los pobladores y las mas comunes son la placa
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de berro amarillo (Mimulus glabratus) que se comen en ensaladas, los brotes nuevos de la
cafa colihue (Chusquea culeou) que se consumen hervidos y las hojas del nolquin o apio
silvestre (Apium australe) que se usan en ensaladas entre otras. Ademas muestra
cuantitativamente que los conocimientos y el uso de las especies silvestres comestibles se
estd perdiendo entre los jovenes, ya que estos saberes son sensibles a los procesos de
aculturacion y desarraigo a los que estan sujetas las poblaciones Mapuches.

1.1.2 Valor nutricional y medicinal

Algunos quelites han demostrado tener excelentes cualidades alimentarias. De
acuerdo con la Secretaria de Agricultura de EU (USDA), la quinoa blanca (Chenopodium
album) es una buena fuente de vitaminas A y C, y contiene tres veces mas calcio que la leche
0 el queso crema y junto con el diente de ledn (Taraxacum officinale) posee propiedades
como estimulador de la funcion hepética ya que contienen mas vitamina C que las naranjas
(Figura 1).
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Figura 1. Contenido de vitaminas A y C en quelites y otros alimentos (Gonzalez et al., 2003)

Gonzalez et al., (2003), describen otras malezas cuyo aporte nutrimental también es
destacado como la ortiga mayor (Urticadioica) que tiene un alto contenido de calcio, las

hojas de diente de leon crudas (Taraxacum officinale) con niveles similares de vitamina A



que las zanahorias recién crecidas, rico en hierro, méas calcio que la leche y més hierro,

magnesio y calcio que la mayoria de las hortalizas cultivadas (Figura 2).
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Figura 2. Contenido de hierro y calcio en quelites y otros alimentos (Gonzélez et al., 2003)

La concentracion de proteinas en los quelites no es despreciable, el contenido de
proteina en el diente de ledn (2.7 g/100 g de hojas) y amaranto (2.5 g/100 g de hojas) se
acerca al de la leche (3.3 g/100 g de hojas), mientras que en la quinoa blanca es mayor (4.2
0/100 g de hojas).

La composicién quimica de estas plantas puede variar segun los suelos, etapa de
crecimiento y region geografica. Por ejemplo la romaza, en muestras analizadas en Puebla,
México, por el Instituto Nacional de Nutricion “Salvador Zubiran”, presenta valores
proteinicos mayores (3.6 g/100 g de hojas) que los reportados por la USDA (2 g/100 g de
hojas).

Estudios epidemiologicos realizados por Cox et al., (2000), y Stan et al., (2008),
indican que una dieta alta en frutas y vegetales disminuyen el riesgo de desarrollar cancer, a
pesar de que algunas sustancias contenidas en los vegetales no han sido identificadas, ni son
conocidos los mecanismos bioquimicos que operan a través de ellas, pero acepta que la
cantidad consumida y la variedad juegan un papel importante en la prevencion de esas
enfermedades. Antosiewicz et al., (2008), y Sutatus ohail et al., (2011), indican que el efecto
protector de los quelites se atribuye a la presencia de antioxidantes naturales como
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compuestos fenolicos (PC), vitaminas A, C y E asi como isotiocianatos, que tienen la
habilidad de contrarrestar o inhibir efectos negativos de las especies reactivas de oxigeno
presentes en enfermedades cronico degenerativas. Sin embargo, con respecto al cancer de
colon Ramos-Gémez et al., (2011), evaluaron el efecto quimioprotector de la malva de
quesitos (Malva parviflora) y verdolaga (Portulaca oleraceae) en un modelo inducido con
1,2-dimetilhidrazina e indican que a pesar que los extractos de malva y verdolaga (100
mg/kg) incrementan la actividad de las enzimas glutation S-transferasa y quinona

oxidorreductasa en higado y colon, no protegieron contra el desarrollo de cancer de colon.
1.2 Familia Amaranthaceae

Las hierbas comestibles pertenecen principalmente a seis familias de las
dicotiledoneas: Asteraceae, Apiaceae, Fabaceae, Chenopodiaceae, Brassiucaceae Yy
Amaranthaceae. La familia Amaranthaceae estad formada aproximadamente por 70 especies
y 1000 géneros que se encuentran distribuidas en las zonas tropicales y subtropicales del
planeta. En el continente americano existen cerca de 40 especies agrupadas en los subgéneros

Acnida, Albersia y Amaranthus.

La mayoria de sus miembros son hierbas anuales y perennes, junto con algunos
arbustos o arboles pequefios, se han adaptado a suelos salinos, ambientes aridos y alterados
por asentamientos humanos, en los que existen altas concentraciones de nitrégeno. Las hojas
son simples, alternas u opuestas. Las flores son bisexuales o unisexuales (monoicas o
dioicas), la semilla es de globosa a ovoide o en forma de lente y tiene un alto rendimiento,
oscila entre 13, 000 y 50,000 semillas por planta, dependiendo de la riqueza del suelo. Las
especies de Amaranthus mas comunes son de origen americano, también se originan en gran

medida en las estepas de Asia (Townsed, 1993; Bunce et al., 2002).

La importancia econdmica de las amarantaceas se reduce a algunas especies, que se
cultivan como hortalizas, por sus hojas y por sus semillas ricas en almidon. Por ejemplo el
Amaranthus  cruentus, Amaranthus hypocondriacus (amaranto), Amaranthus
mantegazzianus Passerini (ataco) y Amaranthus caudatus (quinoa) considerados
pseudocereales y el Amaranthus quitensis (yuyo colorado) que se considera una maleza

comun en los cultivos pero se usa en la cocina campestre para remplazar a la acelga y la
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lechuga, en la elaboracidn de tortillas, sopas y guisos. Otros géneros exdticos utilizados como
plantas ornamentales son la Celosia cristata L. (cresta de gallo), la Gomphrena globosa L.
(perpetua) y el Amaranthus caudatus. Un gran numero de especies son consideradas
invasoras Yy, desde luego, algunos se encuentran entre las peores malezas del mundo, por

ejemplo el Amaranthus muricatus.

Una cualidad importante en la familia Amaranthaceae son los fotoquimicos que
contienen como las betalainas, entre ellas las betaxantinas (amarillo) y betacianinas (parpura)
y las betacianinas como la amarantina y betamina que también se encuentran en la
Chenopodiaceae. También se han identificado saponinas, especialmente en las semillas de
las especies de Amaranthus.

1.3 Amaranthus

Es un género de hierbas anuales y algunas perenes, pueden ser monoicas o de dos
sexos, sus hojas son alternas, con peciolos largos. Las flores son unisexuales y las semillas
son comprimidas, negras Yy brillantes. Muchas de las especies de este género son comestibles
y algunas son cultivadas por sus hojas. Incluye Amaranthus caudatus, Amaranthus hybridus,
Amaranthus spinosus, Amaranthus dubius, Amaranthus tricolor, Amaranthus thunbergii y

Amaranthus hypocondriacus entre otras (Ashagre et al., 2016).

Algunas hierbas de este género se han estudiado por sus contribuciones a la salud
y aporte nutricional. Wesche-Ebeling (1995), realiz6 un estudio bromatolégico de
Amaranthus reflexus, Amaranthus viridis, Amaranthus palmeri y Amaranthus blitoides
(especies silvestres de Amaranthus de Nuevo Ledn, México), donde mostré que las plantas
analizadas enteras y sus secciones en las etapas de prefloracion y madura pueden ser
recomendadas como alimento animal ya que contienen altos niveles de proteina (20.6 —
24.7% planta entera, 25.3 — 32.9% hojas) y carbohidratos solubles (>40%). Ademas que las
plantas de Amaranthus pueden ser consumidas como hortalizas en la etapa de prefloracién,
que las hojas de Amaranthus reflexus y Amaranthus blitoides contienen niveles altos de
almidon, cantidades moderadas de taninos en todas las hojas (0.026 — 0.068 equivalentes de
catequina) y alta concentracion de proteina en tallos (7.7 — 13.6% base seca) y hojas (24.8 —

25.6% base seca). Los factores antinutricionales identificados en éstas especies fueron
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nitratos (0.40 — 1.15%), oxalatos (0.17 - 3.92% base seca), glucésidos cianogénicos (no
detectados) y fitatos (0.25 — 0.62% base seca) en la etapa de prefloracion y solamente los
nitratos se encontraron en niveles arriba de los considerados seguros (0.34% base seca) pero

a niveles similares a los de la espinaca (1.22% base seca).

Zeashan et al., (2009), mencionan que extractos etandlicos (50%) de Amaranthus
spinosus tienen un efecto hepatoprotector en hepatocitos aislados de ratas con dafio inducido
con tetracloruro de carbono (CCls). Concentraciones de 6, 7, 8, 9 y 10 pg/mL mostraron una
restauracion significativa de los parametros bioguimicos alterados. Girija et al., (2011)
encontraron que los extractos de metanol de Amaranthus caudatus, Amaranthus spinosus y
Amaranthus viridis a 400 mg/Kg presentan una significativa actividad antidiabética y
anticolesterolemica en ratas diabéticas inducidas con streptozotocina (STZ). Bagepalli et al.,
(2009), indican que el Amaranthus viridis tiene actividad analgésico, antipirética y actividad
antioxidante mientras que Ayhok et al., (2011), Sravan et al., (2011), Girija et al., (2011) y
Muhammad et al., (2012) en estudios realizados a ésta misma especie, encontraron que tiene
actividad antimicrobiana, actividad hepatoprotectora contra dafios inducidos con

paracetamol, actividad antiinflamatoria, antihelmintica, antifingica y antihiperglicemiante.
1.4 Quintonil (Amaranthus hybridus)

El quintonil (A. hybridus) es una planta herbéacea de 0.5 — 1 m, en ocasiones hasta
de 2 m de alto, con frecuencia tendiendo a rojiza, ramificada, hojas de posicion alterna en
forma aovada de 5 — 15 cm de largo y de 1 — 7 cm de ancho y puntiagudas; flores diminutas
y numerosas, dispuestas en conjuntos compactos simples o ramificados, cilindricos y
alargados hasta de 18 cm de largo y hasta 4 cm de didmetro, situados en los extremos de las
ramas o en las axilas de las hojas, de color verdosas, amarillentas o rojizas, formadas por lo
comun de 5 piezas alargadas de hasta 2 mm de largo, pajizas y espinosas en la punta; fruto
seco, casi globoso, con una sola semilla oscura y brillante de alrededor de 1 mm de diametro
(Figura 3).

Se considera una maleza comudn, se encuentran en flor de abril a enero. Con

frecuencia se localiza en forma abundante entre los cultivos de maiz, alfalfa, cacahuate,
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alfalfa, garbanzo y avena, asi como en orillas de los caminos y dentro de las poblaciones. Se

consume como verdura en la alimentacion humana y como forraje.

Figura 3. Amaranthus hybridus: (a) hojas, (b) florescencias y (c) semillas

De acuerdo con la biblioteca de medicina tradicional mexicana de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM), el quintonil es nombrado de diferente manera en
las zonas en que es cultivado y consumido: bledo en Yucatan y la Ciudad de México; quelite
blanco, quelite cochino en Coahuila y la Ciudad de México; quintonil, quelite bueno, quelite
grande o quintonile en Hidalgo, la Ciudad de México y el Estado de México. Algunas zonas
conservan aun el nombre indigena: cal’ unit, ka (totonaco), huauquilitl (nahua) y xidha
(otomi) en Puebla y kithal toro, je’ pal (tenek) en San Luis Potosi. Las formas tradicionales
de consumo en estas regiones del pais son: hervido, al vapor y frito con alguna grasa como

manteca.
1.4.1 Aporte nutrimental y a la salud

Existen pocos estudios al respecto del quintonil, uno de ellos realizado sobre el A.
hybridus de Nigeria (Akubugwo et al., 2007) en el que se destaca el aporte nutricional y
quimico de sus hojas. Se describe también que tiene un buen contenido de proteinas de
acuerdo con Pearson (1976) quien indica que si una planta provee mas del 12% de su valor
calorifico en proteinas, se considera una buena fuente de proteinas (Tabla I). Ademas si se
considera el requerimiento diario de proteinas para adultos, nifios, embarazadas y mujeres en
periodo de lactancia que es de 34 — 56, 13 - 19, 17 y 71 g de proteina diario, respectivamente

y si se asume la absorcion total de la proteina, 100 g peso seco (PS) de hojas de A. hybridus
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pueden contribuir con cerca de 32 — 53, 94 — 134, 25 y 25 % de su proteina diaria,
respectivamente (FND, 2002).

Con respecto al contenido de lipidos en hojas de A. hybridus existen reportes que
refieren contenidos de acidos grasos esenciales como ALA: 34.61 mg/100 g peso fresco (PF),
cosechado en primavera y 317.65 mg/100 g PF, cosechado en otofio (Torres-Acosta et al.,
2006). Hang- Ping et al., (2003), refieren un contenido de 22% de &cido palmitico, 1.3% de

acido estedrico, 26.3% de acidos oleico y 47.4% de &cido linoléico (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de las hojas de A. hybridus

Parametro Concentracion (% base seca)

Contenido de humedad 83.48
Contenido de cenizas 13.80
Proteinas 17.92

Lipidos 4.65

Fibra cruda 8.61
Carbohidratos disponibles 52.18
Contenido energético (kcal/100g) 258.22

(Akubugwo et al., 2007)

El A. hybridus es capaz de contribuir con 34 — 45, 23 — 41, 31 y 30 % de sus
respectivos requerimientos diarios cuando se consumen 100 g de hojas secas ya que la dosis
diaria recomendada de fibra para los nifios, adultos, mujeres embarazadas y madres lactantes
son de 19 — 25, 21 — 38, 28 y 29 g, respectivamente. Se ha reportado que las hojas de A.
hybridus son ricas en polisacaridos, vitaminas y minerales, Akubugwo et al., (2007) sefialan
el contenido de quimico y valor nutrimental de las hojas de A. hybridus en Nigeria. De igual
manera, las hojas contienen diecisiete aminoacidos: isoleucina, leucina, lisina, metionina,
cisteina, fenilalanina, tirosina, treonina, valina, alanina, arginina, &cido aspartico, acido

glutdmico, glicina, histidina, prolina y serina (Tabla 2).
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Tabla 2.

Nutrientes presentes en las hojas de A. hybridus

Minerales mg/100g Vitaminas mg /100 g Aminoacido 9/1009 de Aminoacido o 1009 de
proteina proteina
Sodio 743 Caroteno 3.29 Isoleucina 3.39 Valina 3.50
Potasio 54.20 Tiamina 275 Leucina 6.70 Histidina 2.15
Calcio 44.15 Riboflavina 4.24 Lisina 3.03 Alanina 3.35
Magnesio 231.22 Niacina 154 Metionina 176 Arginina 3.94
Hierro 13.58 Piridoxina 233 Cisteina 0.46 Acido aspartico 5.40
Zinc 3.80 ACIgo_ 95 40 Eenilalanina 4.00 Acido glutamico 15.79
ascorbico
Fésforo 34.91 Tocoferol 0.50 Tirosina 3.05 Glicina 381
Treonina 2.62 Prolina 343
Serina 3.04
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Estudios realizados por Hang-Ping et al., (2003), muestran que semillas de A.
hybridus originarias de China, Argentina, EU, Brasil y México tienen un contenido de
escualeno de 5.89, 4.14, 6.00, 4.94 y 7.30% en aceite, respectivamente, ademas de otros
componentes bioquimicos importantes como vitamina E (5.99 mg/100g de semillas de
plantas originarias de EU y 6.69 mg/100g de semillas de plantas originarias de México) y CF
totales (Gutiérrez Avella et al., 2008). Asi como alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos,
compuestos fendlicos, acido cianhidrico y acido fitico (3.54, 0.83, 1.68, 0.49, 0.35, 16.99 y

1.32 mg/ 100 g base seca, respectivamente).

Este rico contenido en bioactivos confiere beneficios importantes a la salud cuando
son consumidos a través del quintonil. Antinutrientes, como el &cido cianhidrico han sido
identificados como sustancias que producen dafio cerebral y letargo en el hombre y animales.
Los taninos son capaces de disminuir disponibilidad de las proteinas y por tanto puede
provocar sindrome de deficiencia de proteinas, mientras que el &cido fitico tiene un efecto en
el sistema humano que produce indigestion de alimentos y flatulencia (Maynard, 1997). Los
antinutrientes presentes en esta planta se encuentran dentro de los limites permitidos y pueden
ser facilmente desintoxicados por remojo, ebullicién o freido (Eka et al., 1998; Ekop et al.,
2004; Ekop et al., 2005).

1.4.2 Formas de consumo del quintonil

Las formas de consumo del A. hybridus son variadas. En México, se consume crudo
en ensaladas, hervido, al vapor o frito en algun tipo de grasa como manteca. En Nigeria se
combina con los condimentos y se utiliza para preparar sopa (Oke, 1983; Mepba et al., 2007).
En el Congo, sus hojas se comen como las espinacas o vegetales verdes (Dhellot et al., 2006).
Las hojas hervidas, se mezcla con una salsa de cacahuetes y se comen como ensalada en
Mozambique y en Africa Occidental (Oliveira et al., 1975; Martin et al., 1979).
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1.5 Compuestos bioactivos

La industria de los alimentos ha logrado progresar en los conceptos de nutricion,
pasando de nutricion adecuada a la busqueda de nutricién éptima. Para ello, ha respaldado
con investigaciones cientificas el disefio de nuevos productos que permitan ofrecer al
consumidor alimentos con excelentes caracteristicas sensoriales, que aporten las sustancias
bésicas para contribuir a un buen estado nutricional a través del desarrollo de nutracéuticos
que son provenientes de alimentos funcionales (alimentos de origen natural o disefiados y
procesados para expresar de manera significativa funciones relacionadas al mecanismo de
defensa del cuerpo y la prevencién y recuperacion de enfermedades) que contienen
bioactivos.

Los compuestos bioactivos, son compuestos biolégicamente activos que cuando se
ingieren en determinadas cantidades proporcionan un beneficio para la salud clinicamente
probada y documentada (Juarez et al., 2005). Son componentes minoritarios de alimentos,
considerados no nutrientes y su funcion biolégica o metabdlica en el organismo humano no

estd completamente establecida.

Las propiedades atribuidas a los alimentos funcionales radican en la adicion de
compuestos bioactivos que han demostrado tener un efecto benéfico para la salud en el
organismo humano. Los compuestos bioactivos que han sido mas cominmente utilizados en
la formulacion de alimentos funcionales son las vitaminas y minerales, carotenoides,
fitoesteroles, compuestos fenolicos, cidos grasos insaturados, glucosinolatos, fibra dietética,
prebidticos y probioticos. Algunos se estan obteniendo de los subproductos agricolas como
la piel, cascara, tallo y hojas, y son utilizados como ingredientes funcionales en el desarrollo
de alimentos, ya que tienen efectos positivos en la salud y la reduccion de enfermedades
cronicas degenerativas por lo que son una forma viable de sustitucién de los compuestos
sintéticos utilizados en la industria de los alimentos ya que aumentan la seguridad y
aceptacion de los alimentos en el mercado ademas de ayudar a la industria a reducir los
residuos generados en el proceso de alimentos para la obtencion de sus productos primarios,

al generar subproductos de valor comercial (Juarez et al., 2005; Velderrain et al., 2014).
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Para el desarrollo de este trabajo de tesis, tres son los compuestos bioactivos de
interés: compuestos fenolicos totales (TPC), clorofila y acidos grasos poliinsaturados
(PUFA). Todos ellos estan presentes en el quintonil (A. hybridus) y a continuacion se

describen.
1.5.1 Compuestos fendlicos (PC)

Los compuestos fendlicos (PC) son compuestos quimicos que poseen un anillo
aromatico unido a uno mas sustituyentes hidroxilo. Son metabolitos secundarios de las
plantas, que permiten su actividad fisioldgica, participan en el transporte electronico
fotosintético, regulan la actividad enzimaética, actian como fitolexinas, como inhibidores de
la germinacion y absorben luz ultravioleta. Su biosintesis puede ser por la ruta biosintética

del &cido shikimico o la ruta del acetato (Porras-Loaiza et al., 2009).

Los PC pueden ser desde moléculas simples como acidos fendlicos hasta compuestos
poliméricos como los taninos conjugados. De acuerdo con Bravo (1998) se dividen en 10

clases diferentes dependiendo de su estructura quimica (Tabla 3).

Tabla 3. Clases principales de compuestos fenolicos

Clase Esqueleto carbonado bésico
Fenoles simples y Benzoquinonas Cs
Acidos fendlicos Ce-C1
Acetofenonas y Acidos fenilacéticos Ce-C2
Acidos hidroxicinamicos, Fenilpropanoides,

Cumarinas, Isocumarinas y Cromonas Ce-C3
Naftoquinonas Ce-Cs

Xantonas Ce-C1- Cs

Estilbenos y Antraquinonas Ce-C2- Cs

Flavonoides e Isoflavonoides Ce-Cs- Cs

Lignanos y Neolignanos (Ce-Ca):

Biflavonoides
Ligninas, Melaninas de catecol y Flavolanos

(C6-C3)n, (Ce)n , (Ce-C3- Co)n
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En las plantas, los PC dan color a las flores, frutas y semillas atrayendo a los
polinizadores y dispersores de las semillas promoviendo la fertilizacion y germinacién del
polen, les brindan proteccion contra los rayos UV y funcionan como defensa contra
microorganismos patdgenos y herbivoros. Protegen las hojas de las plantas, las frutas (hasta
que estan maduras) y semillas (hasta que estan listas para ser dispersadas) de los herbivoros,
omnivoros y otros predadores, ya que actian como repelentes alimenticios. Por su parte, los
taninos, incrementan la resistencia del sorgo contra los pajaros y causan pérdida de peso en
ratas y pollos y causan necrosis mucosa gastrointestinal y renal en los herbivoros, ya que
inhiben enzimas digestivas como la tripsina, o-amilasa, a-glucosidasa y lipasa ya que tienen
la capacidad de unirse a macromoléculas, principalmente a proteinas y reducen la
digestibilidad de los nutrientes. Otros como los &cidos fendlicos, son antimicrobianos y su
contenido en las plantas esta directamente relacionado con los microorganismos, ya que se

incrementa después de una infeccion (Porras-Loaiza et al., 2009).

Los PC, estan reconocidos como inhibidores de la absorcion de distintos minerales,
ya que tienen la capacidad de quelar cationes divalentes, principalmente Fe y Zn, a través de
su union a los grupos hidroxilos y carboxilos, reduciendo la biodisponibilidad de los mismos

en el intestino.

Una de las caracteristicas mas sobresalientes y por la que hay un gran interés es su
reactividad con los radicales libres ya que son capaces de neutralizarlos donando un atomo
de hidrégeno o un electron y convertirse en un radical antioxidante estabilizado por
resonancia, siendo eficaces como antioxidantes no solo en la conservacion de alimentos sino
también en su empleo como bioactivos Utiles en la prevencion y tratamiento de enfermedades
cronico degenerativas en las que se sabe que los radicales libres estan implicados en su
desarrollo (Roleira et al., 2015).

1.5.1.1 Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos

Las propiedades biologicas de los PC son diversas, presentan actividad como
antioxidantes,  antiinflamatorios,  antialérgicos, hepatoprotectores,  antivirales,

anticarcinogénicos y vasodilatadores (Velderrain et al., 2014).
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Las funciones bioldgicas de éstos compuestos han sido atribuidas a su efecto
antioxidante, ya que actian directamente como secuestrantes de radicales libres e
indirectamente como quelantes de iones metalicos prooxidantes. La capacidad antioxidante
de los PC, depende de su estructura, particularmente del grado de hidroxilacion de los anillos
aromaticos, de la posicion de los grupos hidroxilo y de su solubilidad en fase acuosa o
lipidica. Son efectivos para atrapar radicales peroxil, radicales alkil peroxil, el superoxido,
los radicales hidroxil, el 6xido nitrico y el peroxinitrito, tanto en ambientes lipidicos como
acuosos (Duthie, 2000; Posada et al., 2003). En un estudio llevado a cabo por Owen et al.,
(2000), con aceite de oliva, se demostrd que todas las clases de compuestos fendlicos son
antioxidantes potentes y los relacionan con la actividad anticancerigena.

Dentro de los PC, los flavonoides son uno de los grupos mas estudiados por su gran
capacidad antioxidante. Se han descrito numerosas acciones terapéuticas tales como efectos
antivirales, antiinflamatorios, antiateroescleroticos, anticancerigenos y antialérgicos. Son
eficientes atrapadores de radicales libres de oxigeno, protegen de la oxidacion a las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), son quelantes de iones de metal y protegen al ADN de
dafo oxidativo (Bravo, 1998; Duthie G., 2000).

Los PC son moduladores de la actividad de algunas enzimas como citocromo P450,
la 6xido nitrico sintetasa, la ciclooxigenasa y las lipooxigenasas, ademas de proteger los

lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos del dafio oxidativo (Wollgast, 2000).

Algunas fuentes dietarias de PC son la manzana, la cereza, la fresa, las cebollas y

algunas bebidas como el té verde, el vino tinto y el chocolate.
1.5.1.2 Biodisponibilidad de los compuestos fenélicos

La absorcién y el metabolismo de los PC de los alimentos estan determinados
principalmente por su estructura quimica y depende de factores como el grado de
glicosilacién, acilacion, su estructura basica (benceno o derivados de flavonas), la
conjugacion con otros compuestos fenolicos, tamafio molecular, grado de polimerizacion, y
solubilidad.
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La absorcion de los PC se produce en el intestino. Buchanan et al., (1996),
mostraron que los acidos ferulico y p-cumaérico se liberan de la pared celular. Algunos acidos
fenolicos son liberados parcialmente en el intestino superior debido a la naturaleza labil de
alcali, sus enlaces de éster con polisacaridos de la pared celular y por la accion de las
bacterias fermentativas en el intestino (especialmente en el ileon terminal). Los PC libres se
absorben rapidamente por la mucosa intestinal y la mayor parte de grupos fendlicos que
alcanzan el intestino grueso, se solubilizan a partir de la pared celular. Los PC libres (&cido
cumarico y ferulico) se liberan tras la fermentacion bacteriana de los polisacaridos de la pared
celular. Los PC resistentes a la degradacion microbiana no se absorben en el intestino y se

excretan en las heces (Petti et al., 2009).

Los PC son comunes en todas las dietas donde se consumen frutas y verduras pero
la informacidén disponible sobre la ingesta cuantitativa es incompleta por lo que se ha
estudiado la eficiencia de dicha absorcion y la permanencia de los PC o sus conjugados y

derivados en el cuerpo.

Estudios en animales con PC marcados con C** indican que solo se lleva a cabo la
absorcion parcial. El 20% de la quercetina que se administro a ratas fue absorbida, 30% se
excreto, y el 50% restante fue metabolizado, produciendo &cidos fendlicos. King et al.,
(1995) informaron de una absorcion aproximada del 20% de las isoflavonas de soya
administrados a ratas, con una excrecién fecal de aproximadamente 21% de la dosis ingerida.
Mostraron que el 19% de los PC (p-cumarico y acidos ferulico) unidos a los polisacaridos de
la pared celular son excretados en las heces de rata. Alrededor del 20% de la dosis se excreta
en la orina y méas de 34% se incorpor6 en los tejidos corporales 18 horas después de la
alimentacion forzada; experimentos con seres humanos (restringidos al estudio de
flavonoides), también muestran la absorcion parcial de PC. La absorcion de quercetina
administrada por via oral en individuos sanos varié entre el 24 — 52% de la aglicona y
glucosido ingerido respectivamente. En isoflavonas de soya administradas a seres humanos

vario desde el 9 — 21%, dependiendo de las concentraciones isoflavonas en sangre.

Otras investigaciones acerca de la biodisponibilidad in vitro de los PC, son sobre el

cacao, del que se ha observado incrementa la capacidad antioxidante del plasma a un 31% y
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una reduccién de 40% de las sustancias 6xido-reductivas. Lo que apoya el concepto de que
los PC, como los flavonoides del chocolate, son bien absorbidos y su consumo disminuye las

concentraciones plasmaticas de sustancias oxidantes (Balasundram et al., 2005).
1.5.1.3 Relacion de los compuestos fendélicos con diversas patologias

A los PC se les han atribuido actividades farmacoldgicas y médicas relacionadas con
la prevencion y mejora del estado de salud destacando sus efectos vasodilatadores,
anticarcinogénicos, antiinflamatorios, bactericidas, estimuladores de la respuesta inmune,
antialérgicos, antivirales, efectos estrogénicos e inhibidores de la fosfolipasa Az, de la

ciclooxigenasa, lipoxigenasa, glutation reductasa y xantina oxidasa (Jiang et al., 2003).

Los PC, pueden interferir en distintas etapas que conducen al desarrollo de tumores
malignos al proteger al ADN del dafio oxidativo, inactivando los carcinogénicos e inhibiendo
los genes mutagénicos de la actividad de las enzimas encargadas de la activacion de
procarcindgenos. Diferentes estudios epidemiolégicos, han puesto en evidencia el efecto
preventivo de los PC frente al cancer de vejiga y pulmén (Galati et al., 2004). Estudios
epidemioldgicos sugieren que el alto consumo de flavonoides disminuye la mortalidad por
enfermedad coronaria hasta un 65%, generalmente disminuye el riesgo de accidente
cerebrovascular, asi como para pulmén y los canceres de recto, el asma y enfermedad
pulmonar obstructiva crénica. Tienen actividad contra el virus de la gripe humana y aviar
debido principalmente a la inhibicion de la hemaglutinina viral, mientras que la actividad
contra el citomegalovirus es atribuido a la inhibicion de los receptores del factor de

crecimiento epidérmico.

En animales y estudios in vitro se han demostrado efectos importantes como la
disminucion de la inmovilizacion de leucocitos, la induccién de la apoptosis, proliferacion
celular y la inhibicidn de la angiogénesis, y actividad fitoestrogénica, asi como un efecto
contra la caries dental ya que reducen la presencia de Streptococcus mutans. Hay evidencia
de que el alto consumo de PC tiene un efecto preventivo contra el cancer oral, de eséfago y
faringe. Otros PC, su fuente y los efectos bioldgicos sobre la salud se muestran en la tabla 4.
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Con lo mencionado anteriormente sobre los PC, se evidencia la importancia de consumir de
manera regular alimentos con alto contenido de PC, por los multiples beneficios que dichos
compuestos confieren a la salud. Trabajos como la presente tesis, buscan poner en manifiesto
las ventajas del consumo de quintonil desde un punto de vista nutricional, quimico y cultural,

porque no hay que olvidar que el quintonil es un alimento endémico de México.
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Tabla 4. Principales fuentes, efectos biol6gicos y aplicaciones de compuestos fenolicos

como ingredientes funcionales en la formulacion de alimentos funcionales

Efectos bioldgicos

Compuesto Fuentes
bioactivo
Acidos Fresas, frambuesas,

fenolicos arandanos, cerezas, kiwis, ciruelas,

Actividad antioxidante e inhibicion de la
oxidacion de la lipoproteina de baja

mango y vegetales como cebollas y densidad.

rabanos.

Flavonoides Frutos como citricos,

grosellas, ardndanos y manzanas,

entre  otros. Vegetales

cebollas, esparragos, apio, brocoli,
espinacas, hojas de remolacha,
tomate, perejil y hierbas aromaticas.
Soya como fuente importante de

isoflavonas.
Estilbenos Uvas, vino, cacahuates, arandanos,
frambuesa y zarzamoras.

Polygonum cuspidatum.

Lignanos Semillas de linaza,
zanahorias, brocoli y bayas.

Prevencion del envejecimiento por dafio
celular causado por especies reactivas de
oxigeno.

Prevencion de enfermedades cardio-
cerebro-vasculares.

Efectos anticancerigenos. Actldan como
agentes bloqueantes en estadios de
iniciacion, estimulan la detoxificacion de
carcindgenos, inhiben la formacion vy el
crecimiento de tumores e inhiben la
proliferacion celular.

Prevencién y tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer.

Prevencidn del envejecimiento.

Modulacién del metabolismo de lipidos e
inhibicidn de la oxidacion de lipoproteinas
de baja densidad.

Efectos anticarcinogénicos,
antiinflamatorios y antioxidantes que son
relevantes en el desarrollo  de
enfermedades cronicas.

Proteccion  frente a  enfermedades
cardiovasculares y cancer de pecho, colon

y piel.

(Velderrain et al., 2014)



1.5.2 Clorofilas

Las clorofilas, son el pigmento fotoreceptor mas importante que absorbe luz. Se
encuentran en organulos especificos como los cloroplastos y estan asociadas a lipidos y
lipoproteinas. Son pigmentos verdes con estructuras policiclicas planas que se parecen a la
porfirina de la hemoglobina, excepto que la posicion central esta ocupada por Mg?* en lugar
de Fe?*. En las plantas de orden superior existen dos tipos de clorofila: clorofila a y clorofila
b. La clorofila a, presente en los cloroplastos de todas las plantas verdes, contiene cuatro
anillos pirrolicos sustituidos, uno de los cuales (anillo 1V) esta reducido y un quinto anillo
que no es un pirrol (Lehninger et al., 2006). La clorofila b se diferencia de la clorofila a por
que es mas estable y tiene un grupo aldehido en lugar de un grupo metilo unido al anillo 1I.
Todas las clorofilas tienen una cadena lateral larga de fitol, esterificado a un grupo carboxilo
sustituyente del anillo 1V. Los cuatro atomos de nitrégeno orientados hacia el interior de la
clorofila a estan coordinados con el Mg?* (Figura 4).

Las clorofilas, tienen coeficientes de absorcion molar elevados, estan capacitadas para
absorber la luz visible durante la fotosintesis. El proceso global implica la produccién de
electrones capaces de reducir el CO- que junto con el H* dan lugar a hidratos de carbono y la
energia atrapada se libera en procesos oxidantes de la planta y en Gltimo lugar en los animales
que producen la energia quimica y mecéanica para el desarrollo de la vida.
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OCH,
CO0- phiytyl

CO0-phytyl

Clorofila a Clorofila b

Fitol

Figura 4. Clorofila a y clorofila b (Aronoff, 1966).
1.5.2.1 Sintesis de clorofila

En las plantas, la clorofila se dispone en agrupaciones de unos centenares de
moléculas y su principal funcién es actuar como antena para captar la luz mientras que en

menor proporcidn actda como centro de reaccion.

El primer precursor de la clorofila es el acido 6-aminolevulinico, compuesto de cinco
carbonos que se produce por la condensacion de succinil-CoA y glicina en animales y
bacterias. En las plantas y las algas se forma acido d-aminolevulinico por otra ruta utilizando
el esqueleto carbonado intacto del &cido glutamico. Todos los atomos de carbono y nitrogeno
del ndcleo porfirinico de la clorofila se derivan de este compuesto. EI ensamblaje del
esqueleto tetrapirrdlico se produce por la condensacion de dos moléculas de acido d-
aminolevulinico para formar unidades de porfobilinégeno, que son los primeros

intermediarios pirrélicos en esta ruta. Posteriormente se enlazan secuencialmente, cabeza con
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cola, cuatro unidades de porfobilinégeno, para dar un tetrapirrol inestable que tiene las
condiciones de formar el ciclo tetrapirrolico Uroporfirindgeno Ill. Este isomero tiene un
anillo D invertido, la secuencia de sustituyentes es posicion B Yy es la inversa con respecto a

los otros anillos.

La conversion a Coproporfirindgeno |11 esté ligada a la descarboxilacion de cuatro
moléculas de acido acético liberando grupos metilo y se descarboxilan oxidandose dos de los
cuatro acidos propidnicos (en los anillos A y B), para dar grupos vinilo formando la
Protoporfirina IX, que tiene sustituyentes vinilo en estas posiciones. La escision de seis
electrones del macrociclo porfirinégeno confiere al Proto caracteristicas aromaticas. El Proto

es el ultimo prescursor comun de los hemos, bilinas y clorofilas.

A partir del ultimo paso, la ruta de la clorofila comienza con la insercién del Mg en
el nucleo Proto. Esto esta seguido por la metilacion del grupo acido propionico en el anillo
C y a continuacion el grupo vinilo del anillo B se reduce a etilo y nuevamente el acido
propénico metilado, se oxida a carbonilo en la posicion B y se une a su carbono en o para dar
el carbono Y-meso de la porfirina, formando la protoclorofilida, que contiene un quinto anillo
isociclico que esta presente en todas las clorofilas. La conversion de protoclorofilida a

clorofilida requiere generalmente luz en las angiospermas.

El paso final en la formacion de clorofila a consiste en la adicion de la larga cadena
de fitil-polisopreno. Este proceso se inicia mediante esterificacion del acido propionico en el

anillo D con geranilgeraniol del fitilo (Figura 5).

Las evidencias de que se disponen sugieren que la clorofila b se deriva directamente
de la clorofila a mediante la oxidacion del grupo metilo en el anillo B de un grupo formilo
(Castelfranco, 1983).
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succinil CoA + Glicina — Protoporfirina

|

Acido 8-aminolevulinico \ [

Fitol

2 moles .
Clorofila a

6 (-COOH)
porfobilindgeno

-

Uroporfirindgeno

4 moles

Figura 5. Esquema de la biosintesis de clorofila (Castelfranco, 1983)

1.5.2.2 Degradacion de la clorofila

En las plantas, el cambio de los pigmentos se caracteriza por una degradacion de la
clorofilay por la formacidn de carotenoides. La pérdida de la clorofila puede ocurrir en forma
paralela con las primeras etapas de maduracién (como en el caso del platano) o mas raramente
después de que han finalizado otros cambios de maduracidn, también puede ser el resultado

de la degradacion de la clorofila con poca o ninguna formacién de carotenoides (jitomate,

mango), o antocianinas (fresa, algunas variedades de manzana).

Quimicamente, las clorofilas se pueden alterar de muchas formas pero en el procesado
de alimentos, la alteracion mas comun es la feofitinizacion que es la sustitucion del atomo

central de magnesio por hidrégeno y la consecuente formacion de feofitinas de color pardo

olivaceo mate.
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Los clorofilidos se forman por eliminacion de la cadena de fitol; éstos compuestos

son verdes y tienen esencialmente las misma propiedades espectrales que las clorofilas, si se

elimina el magnesio de los clorofilidos se forman los correspondientes feoforbidos (Figura

6) que tienen un mismo color y las mismas propiedades espectrales que las feofitinas. Pueden

ocurrir otras reacciones debidas a los grupos funcionales laterales de las clorofilas, el anillo

isociclico se puede oxidar para formar clorofila allomerizada y la ruptura del anillo

tetrapirrolico para formar productos finales incoloros que durante el procesado de los

alimentos es posible que se formen en cierto grado pero son limitadas si se comparan con la
feofitinizacion (Aronoff, 1966).

Protoclorofila

Clorofila a
-2H(C-7b, 8h)
| |
-M .
Clorofila a’ , g itol |
Feoforbido a Clorofilido a
Feofitina a'
-fitol N
Feofitina a
) Clorofilido a
Feoforbido &’ Carbometoxi
de C-6e

Ester
monomonometilico

+ H,0 escision

hidrlitica entre C-6d,e

Pirofeoforbido -2H(C-7b, 8b)

de clorina

Clorofila a’= isomero estructural de Clorofila a

Protoclorofilido a

Figura 6. Subproductos de degradacién de clorofila (Aronoff, 1966)
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1.5.2.3 Propiedades de la clorofila

La clorofila, sus derivados (feofitina, pirofeofitina, clorofilida, feoforbida) y sus sales
solubles en agua (clorofilinas) son considerados como un bioactivo ya que han mostrado
tener un efecto benéfico sobre la salud. Han sido utilizadas clinicamente y se han incluido en
la terapia fotodindmica (PDT) de tumores ya que tiene propiedades quimiopreventivas entre
ellas la inhibicion de mutaciones de la Salmonella, el 3-metilcolantreno y la carcinogénesis

por aflatoxina B: (Simonich et al., 2007).

Algunos estudios han descrito las actividades inhibidoras de la clorofila a, clorofila
b, sodio-cobre-clorofilina (CHL), varias porfirinas y clorinas en diversos ensayos de
genotoxicidad a corto plazo (Hayatsu et al., 1993; Waters et al., 1996). Estudios realizados
en la década de 1930 y 1940 sugieren que las clorofilas y otras porfirinas pueden ser Utiles
en el tratamiento del cancer, con evidencia de su acumulacién en carcinomas mamarios y
sarcomas (Dupont et al., 1935; Figge, 1948; Bachor et al., 1991; Akhlynina et al., 1995).
Estudios en PDT emplean el uso reducido de porfirinas (clorinas), ya que estos compuestos
absorben en las longitudes de onda que mejor penetran tejidos de mamiferos si generar
sensibilizacion de la piel (Roberts et al., 1989; Spikes, 1990).

Entre diversas clorofilas y porfirinas a se ha estudiado el CHL (conocido como cobre
trisédico cloro e6), derivado soluble en agua de la clorofila que se ha utilizado en el
tratamiento de diversas dolencias humanas sin evidencia de toxicidad, sensibilizacion de la
piel, u otros efectos secundarios graves (Chernomorsky et al., 1988). En el tratamiento de
cortes y abrasiones, el CHL actia como un agente de desbridamiento y se ha utilizado en
pomadas para acelerar la velocidad de cicatrizacion de la herida (Chernomorsky et al., 1988).
El CHL también actia como un desodorante por via oral cuando se administra en una base
diaria, y se ha utilizado clinicamente en el control de cuerpo, olor fecal y urinario en pacientes

geriatricos y de ostomia (Young et al., 1980; Nahata et al., 1983).

Gran parte del interés actual en clorofilas como agentes quimiopreventivos se deriva
de pruebas para determinar su actividad inhibidora en ensayos de genotoxicidad a corto
plazo. Las clorofilas son eficaces contra una amplia variedad de mutagenos, cancerigenos, y

clastogenos (Roderick, 1997; Chernomorsky et al., 1999; Simonich et al., 2007). Resultados
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indican que las clorofilas inhiben tanto directa e indirectamente la accion de mutagenos in
vitro mediante mecanismos como la formacion de complejos moleculares carcindgenos
aromaticos planos, la inhibicion de la activacion de carcindgenos, la degradacion de los

agentes carcinogenos y la reduccion de radicales libres por su actividad antioxidante.

Conclusiones similares fueron obtenidas de estudios en los cuales se les dio CHL a
ratas y 2-amino-3-metilimidazo [4,5 -f] (IQ) quinolina donde se observé que el CHL y el QI
marcado se ligaron en secciones del intestino delgado in situ e inhibieron la absorcion de

carcindgeno de la tripa (Dashwood, 1992).

Otro estudio demostr6 que la exposicion posterior a la iniciacion al 0.1% de CHL en
el agua de bebida durante 1 semana protegi6 contra dafios inducidos en la rata por 2-amino-
I-metil-6-fenilimidazo [4,5 -b] piridina (PhIP), pero también combinado en la iniciacion y

posterior a la iniciacion era mas eficaz (Guo et al., 1995).

La actividad anticancerigena de CHL fue reportada por primera vez en el trucha
arcoiris. La incidencia de la formacion de tumores en el higado se redujo de una manera
dependiente de la dosis cuando el carcindgeno y el inhibidor se administraron conjuntamente
en la dieta (Breinholt, 1995).

Sin embargo, también hay estudios tumorales que sugieren que la exposicion
prolongada después de la iniciacion a una dosis alta de CHL podria proporcionar un estimulo

promocional en algunos tejidos.

Estudios epidemiologicos evidencian una correlacion inversa entre la incidencia de
cancer y el consumo de vegetales verdes y frondosos y frutas (Rogers et al., 1993), aunque,
aun deben realizarse mas estudios para la comprension del papel de las clorofilas de la dieta,

contra carcindgenos y mutagenos.

Como puede verse, la clorofila es un importante bioactivo presente en las plantas. Tal
y como se describio en la seccién 1.4, el quintonil presenta diferentes coloraciones, las cuales
no solo se atribuyen a la presencia de CF sino a su contenido de clorofila. Por tanto, el

consumo regular de quintonil tendria un alto impacto en la salud mexicana.
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1.5.3 Acidos grasos

Las grasas aportan, energia, acidos grasos esenciales y sirven de vehiculo para la
absorcion de las vitaminas A, D, E, K 'y de los carotenoides. Son una fuente de antioxidantes,
compuestos bioactivos, acidos grasos insaturados, tocoferoles y fitoesteroles (Baeza et al.,
2014).

En su mayoria, los lipidos de origen vegetal son obtenidos de plantas oleaginosas,
cuya semilla es rica en aceites. Estos productos se utilizan principalmente para aplicaciones
nutricionales y elaboracion de alimentos, aunque en los Gltimos afios ha aumentado su uso
en la produccion de biocombustibles, también se generan materias primas quimicas, entre

ellos nutracéuticos (Rodriguez-Cruz et al., 2005).

Los principales compuestos quimicos con potencial nutracéutico presentes en

alimentos grasos de origen vegetal son acidos grasos, tocoferoles y fitoesteroles.

Los acidos grasos, estan constituidos por cadenas alifaticas de carbono e hidrégeno
unidas a un carboxilo, son cualquiera de los &cidos monocarboxilicos alifaticos que pueden
ser liberados por hidrdlisis de grasas naturales y aceites. Se representan con la formula
general R-COOH, donde R representa la cadena alquilica formada por &tomos de carbono e
hidrégeno y el COOH que es el grupo carboxilo terminal. Son principalmente &cidos de
cadena lineal de 4 a 24 atomos de carbono, pueden ser saturados o insaturados; &cidos grasos
ramificados e hidroxilados y acidos de cadena larga de mas de 30 atomos de carbono como

los que se encuentran en las ceras (Nelson and Cox, 2014).

Los aceites vegetales, consisten casi enteramente en triacilglicerol (TAG), ésteres que
contienen tres &cidos grasos, con longitudes de cadena de Cg — Ca4, siendo los de Ci6 y Cis
los mas comunes. El valor y aplicacion de un aceite esta determinado por su composicion de

acidos grasos (Nelson and Cox, 2014).
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1.5.3.1 Clasificacién

Los lipidos forman parte de los tejidos de plantas y animales y son clasificados como:
esteroles, fosfolipidos, esfingomielinas, ceras y grasas. Los principales componentes de todas

las grasas son los acidos grasos y se identifican como:

Acidos grasos saturados (SFA): acidos grasos que no tienen enlaces dobles. Provienen
principalmente de productos de origen animal, como la carne y productos lacteos. En general
son solidas a temperatura ambiente. El acido estearico, es un ejemplo de acidos grasos
saturados y tiene diferentes efectos bioldgicos. Las diferentes fuentes de acido estearico son

la carne, chocolate y aceites vegetales hidrogenados o parcialmente hidrogenados.

Acidos grasos trans: Los &cidos grasos trans son acidos grasos insaturados que contienen al
doble un doble enlace en la configuracion trans. La hidrogenacién parcial de los aceites
poliinsaturados causa isomerizacion de algunos de los enlaces dobles restantes y la migracion
de los demas, lo que resulta en un aumento en el contenido de &cido graso trans y el

endurecimiento del aceite.

El acido elaidico (t9-C18:1) es el principal &cido graso trans en las grasas procesadas.
Las principales fuentes de acidos grasos trans son los aceites vegetales total o parcialmente
hidrogenados que se utilizan para hacer manteca y productos comerciales horneados,

botanas, alimentos fritos y margarina.

En el aceite que esta totalmente hidrogenado (es decir los acidos grasos insaturados

se han convertido en acido estearico), no hay acidos grasos insaturados trans.

Los &cidos grasos trans se han considerado nutricionalmente indeseables desde la
época de los 707s. Diversos datos sugieren que los acidos grasos trans pueden aumentar los
niveles de lipoproteina de baja densidad (LDL) en sangre, en la misma que los acidos grasos
saturados, ademas que la ingesta de acidos grasos trans se asocia con la incidencia de
enfermedad cardiaca, y que el tipo, no la cantidad de grasa en la dieta contribuye al riesgo de
esta enfermedad (Stuchlik et al., 2002; Ganguly et al., 2012).
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Acidos grasos monoinsaturados (MUFA): Los MUFA, tienen un doble enlace. Las fuentes
ricas en grasas monoinsaturadas, incluyen nueces y aceites vegetales por ejemplo aceite de
canola, aceite de oliva, cartamo de alto contenido oleico y aceite de girasol que son liquidos

a temperatura ambiente.

Acidos grasos poliinsaturados (PUFA): Los PUFA tienen dos o mas dobles enlaces y pueden
ser omega-3 (n-3), omega-6 (n-6) y omega-9 (n-9), en base a la posicion del doble enlace en
los atomos de carbono a partir del grupo metilo o terminal omega (Badui, 1996). Algunos de
éstos son el acido a-linolénico (ALA) y &cido linoléico (LA), acidos grasos representativos
de los familias n-3 y n-6, respectivamente. Los n-6 se encuentran principalmente en los
aceites vegetales liquidos como aceite de soya, de maiz y de cartamo. Los n-3, se obtiene a
partir de fuentes vegetales como el aceite de soya, aceite de canola, nueces y linaza. El acido
eicosapentaendico (EPA) y acido docosahexaendico (DHA) son acidos grasos n-3 que se

encuentran en peces y mariscos.

Una caracteristica importante de los PUFA es que son reconocidos como acidos
grasos esenciales ya que el organismo humano no los puede sintetizar y es necesario
obtenerlos de la dieta (son exclusivos de las plantas y productos marinos). Los componentes
que se derivan a partir del consumo de éstos &cidos son la prostaglandinas, tromboxanos,
prostacioclinas y leucotrienos, compuestos activos bioldgicamente. Las prostaglandinas
promueven la contraccion del masculo liso incluyendo el del intestino y el utero, regulan el
dolor y la inflamacion en todos los tejidos y los tromboxanos regulan la funcion plaguetaria
y la coagulaciéon (Ronayne de Ferrer, 2000; Del Prado et al., 2003; Rodriguez-Cruz et al.,
2005).

1.5.3.2 Digestion, absorcion y transporte de los &cidos grasos

Los acidos grasos que provienen de la dieta entran en los enterocitos por medio de
una proteina que transporta acidos grasos localizada en la pared intestinal. Los &cidos grasos
con mas de 14 carbonos, como el ALA y LA, se esterifican para formar TAG dentro del
enterocito y pasan a la circulacion sanguinea a traves de la via linfatica en forma de

quilomicrones.
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La enzima lipoproteina lipasa, que se encuentra en la pared interna de los capilares
sanguineos hidroliza los TAG presentes en las lipoproteinas de los quilomicrones liberando
acidos grasos incluyendo PUFA. Los PUFA liberados se incorporan en los TAG del tejido
adiposo e inhiben la expresion genética de enzimas involucradas en la lipogénesis; en el
musculo incrementan la oxidacion de acidos grasos y reducen la acumulacion de TAG; en la
glandula mamaria lactante se utilizan para la sintesis de lipidos de la leche; en el higado son
incorporados a TAG y suprimen la sintesis de lipidos y estimulan la oxidacion de acidos

grasos (Rodriguez-Cruz et al., 2005).
1.5.3.3 Propiedades funcionales de los &cidos grasos

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por el consumo de PUFA debido a
que se les ha asociado una amplia gama de beneficios a la salud. Los acidos grasos n-3 por
ejemplo son componentes estructurales del cerebro y de la retina durante el desarrollo del
feto en la gestacion. Se ha estimado que aproximadamente 600 mg de acidos grasos
esenciales son transferidos de la madre al feto. Algunos estudios sugieren que el consumo de
pescado y suplemento con aceite de pescado durante la gestacion puede prolongarla, reduce
la incidencia de partos prematuros e incrementa el peso al nacimiento (Del Prado et al.,
2003).

Durante el crecimiento, en nifios amamantados o alimentados con férmulas que
contienen DHA se ha observado una mejor agudeza visual y una mejor capacidad para
responder a la luz, lo cual esta asociado con una mejor habilidad cognitiva para integrar

informacion.

Aunado a esto, hoy se sabe que los acidos grasos n-3 no solo son esenciales para el
crecimiento y desarrollo sino también son importantes en la prevencion y tratamiento de

enfermedades.

Bruckner (2000), indica que los &cidos grasos n-3 tienen efectos antitrombicos y
antiarritmicos, aumentan el tiempo de sangrado evitando la adherencia de plaquetas en las
arterias, previene la aterosclerosis al reducir las concentraciones de colesterol en plasma y

son utiles en pacientes hipertensos ya que contribuyen a bajar la presion sanguinea y reducen
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la concentracion de triglicéridos. También son considerados como candidatos para formar
parte del tratamiento contra el SIDA por su habilidad para disminuir la produccion de
interleucina-6 y los factores de necrosis tumoral que son sustancias que favorecen la
replicacion del virus y otras citosinas responsables de los aspectos clinicos de la enfermedad
del SIDA, como dolor de cabeza, fiebre, anorexia, disfunciones motoras y caquexia (Del
Prado et al., 2003; Rodriguez-Cruz et al., 2005).

Sobre el sistema nervioso, los acidos grasos n-3 son esenciales para un adecuado
desarrollo y funcionamiento del cerebro. Se concentran en la retina y la corteza cerebral y
tienen la capacidad de corregir problemas visuales y cerebrales en pacientes con deficiencia
demostrada.

Muchos aspectos de ubicacion, ansiedad, habilidad en el aprendizaje, memoria,
funcién retinal se ven favorecidos con el consumo de &cidos grasos n-3 (Hoffman, 2000).
Son precursores de compuestos hormonales como los prostanoides que facilitan la
transmision de mensajes en el sistema nerviosos central (Simopoulos, 1999), contribuyen al
patrén de organizacion del suefio en los nifios (Connor, 1996), se ha demostrado que el DHA
dietario tiene efectos protectores contra un aumento en hostilidad en estudiantes bajo
condiciones de estrés (Hibbeln, 1997). Bajas concentraciones de DHA son un indicador Util
para predecir mayores problemas de conducta en nifios a quienes se les ha diagnosticado el
sindrome de déficit de atencion con hiperactividad. Estos problemas pueden ser un reflejo

en parte de la neurotransmision serotoninérgica (Hibbeln et al., 1995).

Otras enfermedades sobre las cuales los &cidos grasos tienen efectos benéficos son la
diabetes tipos 2, céancer, colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn, obstruccion pulmonar
cronica, enfermedades renales, artritis reumatoides (Asif, 2011). De acuerdo con Simopoulos
(2008), en la prevencién secundaria enfermedades cardiovasculares, una proporcion de
acidos grasos n-6/n-3 de 4/1 se asocia con una disminucion del 70% en la mortalidad total.
Una proporcion de 2.5/1 se asocia con una reduccién de la proliferacion celular rectal en
pacientes con cancer colorectal. La proporcion mas baja de n-6/n-3 en mujeres con cancer de

mama se asocia con un menor riesgo y el consumo de acidos grasos n-3 beneficia la calidad
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de vida, el estado funcional y la actividad fisica de pacientes con cancer pulmonar (Van der
Meij et al., 2012).

Proporciones de 2-3/1 suprimen la inflamacion de pacientes con artritis reumatoide y
una relacion de 5/1 tiene efectos beneficiosos en pacientes con asma, mientras que una de
10/1 puede tener consecuencias adversas por lo que la recomendacion de ingesta de n-6 por
encima de 5%, e idealmente alrededor de 10% de la energia total se considera la adecuada
(Czernichow et al., 2010).

Las dietas enriquecidas en MUFA previenen las modificaciones oxidativas de LDL
mas que la dieta enriquecida con PUFA y la oxidacion de LDL en pacientes con enfermedad

vascular periférica.

El incremento dietario de PUFA n-3 disminuye el riesgo de enfermedad
cardiovascular o ejerce un efecto cardioprotector sin importar la relacion n-6/n-3 (Lee et al.,
2012). El consenso actual es que los acidos grasos n-3 son componentes integrales de una
dieta sana y que juegan un papel importante en la prevencion de muchas enfermedades.
Actualmente existen numerosas fuentes de éstos acidos grasos en los alimentos cominmente
consumidos. La formulacién de n-3 y los alimentos funcionales con un mayor contenido de
n-3 son cada vez mas disponibles. Los concentrados de n-3 ofrecen las ventajas de una alta
concentracion de éstos compuestos y una baja concentracion de colesterol y grasa saturada
por capsula. Sin embargo, se ha demostrado que estos concentrados no tienen los mismos
efectos bioldgicos que las fuentes naturales. Esto hace importante la promocion de una buena
nutricion, conocer las variables de los aceites vegetales y familiarizarse con los alimentos

que contiene acidos grasos.

Por todo lo que se ha descrito en la seccidn 1.5, es de suma importancia destacar el
potencial que el quintonil (A. hybridus) tiene como alimento funcional al contener los

bioactivos mencionados: PC, clorofilay PUFA.

El consumo regular de quintonil puede contribuir de manera significativa a las
necesidades de nutrientes del hombre y puede ser utilizado como una fuente de nutrientes

para complementar otras fuentes importantes, sin embargo, el analisis quimico, no es el Gnico
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criterio para juzgar el valor nutricional de esta planta. Es necesario tener en cuenta otros
aspectos como la biodisponibilidad de los nutrientes y los efectos del procesamiento sobre
los valores nutritivos y quimicos de la planta, por ello, este trabajo tiene como objetivo
evaluar el efecto del tratamiento térmico sobre el contenido de bioactivos y actividad
antioxidante del A. hybridus asi como el efecto de la época en que se cosecha, contribuyendo

a determinar su utilidad e idoneidad como un vegetal comestible o de otra manera.
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1. JUSTIFICACION

El quintonil (Amaranthus hybridus) es una planta comestible autdctona del pais, que
merece atencion no solo por el valor nutritivo, contenido balanceado de aminoacidos y alto
rendimiento de grano que tiene, sino porque contiene bioactivos como compuestos fenolicos
y &cidos grasos poliinsaturados, que de acuerdo con estudios recientes, pueden ser benéficos
en el control de ciertas enfermedades como la diabetes mellitus, la obesidad y algunos tipos

de cancer.

Las formas de preparar los quelites son variadas como por ejemplo hervido y al vapor,
que son los tratamientos térmicos comunmente aplicados para su consumo en la vida
cotidiana, la época de cosecha también es una factor que podria modificar los componentes
de ésta especie. Se sabe que los tratamientos térmicos modifican las propiedades del alimento
por lo que es importante conocer los efectos de los tratamientos tradicionales aplicados al
quintonil para su consumo. Este trabajo, tiene como objetivo, establecer la relacion entre los
tratamientos térmicos y la época de cosecha sobre el contenido de bioactivos (clorofila,
acidos grasos omega-3, omega-6, compuestos fendlicos totales) y la actividad antioxidante
del quintonil (Amaranthus hybridus) con la finalidad de dar un aporte a la ciencia béasica y
coadyuvar a su consumo, no solo por su valor nutrimental, sino como una ventaja para el
aprovechamiento por parte del agricultor y del consumidor, ya que tiene bajos requerimientos
nutrimentales como el agua ademas de que presenta una alta resistencia a enfermedades y
plagas y su contenido nutrimental y compuestos bioactivos lo hacen potencialmente
explotable como fuente de alimento y como un alimento nutracéutico y funcional. Ademas

de intentar preservar la biodiversidad mexicana y revalorizar este cultivo.

38



111. HIPOTESIS

Los procesamientos térmicos y época de cosecha en el quintonil (Amaranthus hybridus),

tendran un efecto en el contenido de bioactivos y actividad antioxidante.

39



IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del tratamiento térmico sobre el contenido de bioactivos y la actividad

antioxidante del quintonil cosechado en primavera y otofio.
4.2 Objetivos especificos

e Determinar el contenido de bioactivos (compuestos fendlicos totales, clorofila y acidos
grasos poliinsaturados) del quintonil cosechado en primavera y otofio.

e Evaluar la capacidad antioxidante del quintonil cosechado en primavera y otofio.

e Evaluar el efecto del tratamiento térmico sobre el contenido de bioactivos y la actividad
antioxidante del quintonil cosechado en primavera y otofio.

e Relacionar el efecto del tratamiento térmico y la época de cosecha del quintonil sobre el
contenido de bioactivos y la actividad antioxidante mediante un modelo de correlacion

mdaltiple.
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V. METODOLOGIA
5.1 Material vegetal

Los quintoniles, se colectaron en una hortaliza local de la comunidad de San Lorenzo
Tlacotepec, Atlacomulco, Estado de México, durante las épocas de primavera y otofio (2015-
2016). Como las hojas son la parte comestible del quintonil, constituyeron el objeto de
estudio de este trabajo de tesis y por ello fueron previamente lavadas y desinfectadas (Figura
7). La identificacion taxonomica de los quintoniles empleados en este trabajo de tesis, se
Ilevé a cabo por la Dra. Hilda Flores Olvera en el Herbario Nacional de México y se depositd

en el acervo con ndmero de folio 1434640.
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Figura 7. Quintonil (Amaranthus hybridus)
5.2 Tratamiento térmico

Los tratamientos térmicos frecuentemente aplicados por la poblacion mexicana para
la coccion de los quintoniles son: hervido y al vapor. Por ello, dichos tratamientos se

aplicaron a hojas de quintonil como a continuacion se describe:

Coccion a vapor. 5 g de hojas de quintonil fresco se cocinaron en una vaporera Ekco de acero
inoxidable por efecto del vapor saturado (producido con 200 mL de agua a ebullicion y
presion atmosférica) durante 10 min. Se utilizd una estufa con control de temperatura.

Después de este tiempo, las muestras, se colocaron en un bafio con agua a 4°C durante 30
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segundos para detener la coccion y se drenaron sobre papel secante durante 30 seg para

eliminar el exceso de agua.

Hervido. 5 g de hojas de quintonil fresco se cocinaron en agua a ebullicion a presion
atmosférica, durante 10 min. Después de éste tiempo, la olla se coloco en un bafio con agua
a 4°C por 30 seg para detener la coccién y se drenaron sobre papel secante durante 30 seg

para eliminar el exceso de agua.
5.3 Obtencion de extractos

Después de la coccidon de las muestras, se obtuvieron extractos acuosos y metanélicos
adaptando técnicas estandarizadas y reportadas por Lopez-Martinez et al., (2014) para un
andlisis comparativo de los bioactivos presentes en las hojas quintonil. Los extractos
acetonicos para la evaluacion del contenido de clorofila se obtuvieron utilizando la
metodologia reportada por Vernon (1960) y se analizaron extractos de quintonil crudo como

control.

Extractos acuosos (EA). 5 g de las hojas de quintonil, previamente sometidas a tratamiento
térmico (hervidas y al vapor), se cortaron en trozos de 0.5 cm X 0.5 cm y se colocaron en
tubos de 40 mL, se adicionaron 20 mL de agua destilada y se colocaron en agitacion orbital
(Lab-Line Orbit Environ, Modelo 3527, Melrose Plaza, IL) a 200 rpm durante 4 h a
temperatura ambiente y en ausencia de luz. 5 g de hojas de quintonil crudo se emplearon
como patrén de referencia. El sobrenadante se retird y centrifugdé a 11000 rpm durante 15
min. Los extractos se almacenaron a -20°C en la oscuridad hasta el momento de ser

utilizados.

Extractos metandlicos (EM). 5 g de las hojas de quintonil, previamente sometidas a
tratamiento térmico (hervidas y al vapor) y el control (quintonil crudo), se cortaron en trozos
de 0.5 cm X 0.5 cm y se colocaron en tubos de 40 mL, se adicionaron 20 mL de metanol y
se colocaron en agitacion orbital (Lab-Line Orbit Environ, Modelo 3527, Melrose Plaza, IL)
a 200 rpm durante 4 h a temperatura ambiente en ausencia de luz. El sobrenadante se retiro
y centrifugé a 11000 rpm durante 15 min. Los extractos se almacenaron a -20°C en la

oscuridad hasta el momento de ser utilizados.
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Extractos acetonicos. 7 g de las hojas de quintonil, previamente sometidas a tratamiento
térmico (hervidas y al vapor) y el control, se cortaron en trozos de 0.5 cm X 0.5cmyse y se
colocaron en tubos de 40 mL, se adicionaron 25 mL de acetona y se colocaron en agitacion
orbital (Lab-Line Orbit Environ, Modelo 3527, Melrose Plaza, IL) a 200 rpm durante 1 h a
temperatura ambiente en ausencia de luz. El sobrenadante se retird y centrifug6 a 11000 rpm
durante 15 min. Los extractos se almacenaron a -20°C en la oscuridad hasta el momento de

ser utilizados.
5.4 Determinacion de clorofila

La determinacion de clorofila se realiz6 de acuerdo a la técnica de Vernon (1960). La
absorbancia (A) de los extractos acetdnicos obtenidos se leyd a 665 y 649 nm en un
espectrofotometro UV-Vis (Velaquin Modelo VE-5600UV). La concentracion de clorofila,

se obtuvo con las siguientes ecuaciones:

Clorofila a (mg/L) = 11.63 (Ases) — 2.39 (As49) 1)
Clorofila b (mg/L) = 20.11 (Ae49)— 5.18 (Ases) @)
Clorofila total (mg/L) = 6.45 (Ases) +17.72 (Asag) (3)

Donde:

Aes9 = absorbancia de la muestra a 649 nm

Aess = absorbancia de la muestra a 665 nm

5.5 Determinacién de compuestos fendlicos totales

La determinacion de TPC se realizé de acuerdo a la propuesta de Gao et al., (2002),
utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu. 60 pL de los extractos se diluyeron en 690 uL de
agua destilada, y se le adicionaron 375 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu, se mezclaron y
dejaron reposar por 3 min a 25°C, posteriormente se adicionaron 900 puL de Na>COs. La

mezcla se dejo reposar durante 90 min en la oscuridad. Después de ese tiempo se midio la
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absorbancia a 765 nm. Los TPC se expresaron en mg de acido galico/100 g de muestra peso
fresco (mg eq acido galico/100g muestra) con base a una curva estandar de 0 a 600 mg/g.

5.6 Determinacion de acidos grasos
5.6.1 Extraccion de lipidos

Con la finalidad de recuperar la mayor cantidad de lipidos contenidos en las hojas de
quintonil, se ensayaron tres sistemas de disolventes. El sistema 1 fue hexano, el sistema 2 fue
CHCI3:CH30H (2:1) y el sistema 3 fue CHCI3:CH3OH (1:2).

5 g de hojas de quintoniles frescos se colocaron en un equipo Soxhlet con los
diferentes sistemas de disolventes a 60°C, con agitacién magnética por una hora. La mezcla
de aceite- disolvente se filtro a través de papel filtro para separar las hojas de la fase liquida,
que se evaporo en un rotavapor para remover el solvente correspondiente a 40°C. La fraccién

lipidica obtenida en los extractos fue calculada por diferencia de peso.
5.6.2 Perfil de acidos grasos

Los quintoniles crudos, hervidos y cocidos al vapor, fueron analizados por
cromatografia. Primero se llevd a cabo un analisis por TLC para identificar las diferentes
fracciones de lipidos presentes en los extractos. Las muestras (30 pL) fueron disueltas en
cloroformo (120 pL) y fueron colocadas en placas de TLC de Merk (Silica gel 60 F2s4) para
ser desarrolladas usando diferentes mezclas de disolventes: (1) hexano: dietil éter (96:4, v/v)
para separar triglicéridos (TAG), (2) hexano: dietil éter: acido acético (100:2:0.2, v/v) para
separar acidos grasos libres (FFA) y (3) hexano: acetato de etilo (85:15, v/v) para separar
diglicéridos (DAG) de acuerdo con Prieto et al., (1992). Las placas fueron reveladas con una
lampara de luz ultravioleta a 254 nm para permitir la identificacion de las diferentes bandas.

Posteriormente, las placas fueros raspadas y disueltas en CHCI3:CH3OH (2:1, v/v).

Después de esto, la solucion resultante fue filtrada y sometida a derivatizacion

selectiva para analizar por GC (Miranda et al., 2013).
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La derivatizacion se realiz6 como a continuacion se indica: 200 pL de cada uno de
los extractos se colocaron en un tubo de ensaye y se mezclaron con 1 mL de 0.2 N HCI-
CH3OH y se calentaron a 60°C, durante 4 h, luego se adicionaron 0.2 mL de agua destilada
y 2 mL de hexano. Después de agitar la mezcla, se recuperaron los metil esteres presentes en

el hexano y se colectaron para analizarse por GC

2 UL de los extractos colectados, se inyectaron en un cromatédgrafo de gases Varian
3800 (Palo Alto, CA) acoplado con una columna capilar Agilent HP-Innowax (30 m X 0.32
mm X 0.25 um). Las temperaturas del inyector (CP-8410) y detector (FID) fueron de 250.
La temperatura del horno se mantuvo en 50°C durante 2 min para posteriormente alcanzar
220°C a razon de 30°C/min y se mantuvo durante 25 min. Posteriormente se elevo la
temperatura a 255°C y se mantuvo asi por 7 min mas. Los distintos acidos grasos fueron
identificados comparando sus tiempos de retencion con los del estandar Supelco 37 FAME
Mix.

5.7 Determinacién de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalué contra radicales sintéticos como el DPPH y
ABTS™ asi como contra radicales biol6gicos como el 6xido nitrico y superéxido (especies

reactivas de nitrégeno y oxigeno).

5.7.1 Porcentaje de inhibicion de ABTSe": 2,2’-Azino-bis (3-etilenbenzotiazolino-6-

acido sulfénico)

La medicidn de la actividad antioxidante se llevé a cabo de acuerdo a Lopez-Martinez
et al., (2009). La solucion stock de ABTSe* se preparé mezclando 5 mL de una disolucion
ABTS (7 mM) y 88 pL de persulfato de potasio (140 mM), seguido de reposo en la oscuridad
durante 12 h hasta producir una disolucion de color verde oscuro. Posteriormente la
disolucién se diluy6 con metanol hasta que la absorbancia alcanz6 0.74 a 734 nm. Se tomaron
lecturas de absorbancia (A) de un blanco del reactivo, posteriormente se colocd 1 mL de la
disolucion del reactivo ABTS+* y se combiné con 100 pL de cada extracto de las especies a
una concentracion estandarizada de 0.6 mg/mL (TPC) y una mezcla de 1 mL de ABTS*"y

100 pL de metanol como control. La lectura de la absorbancia se midi6 después de 10
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minutos de combinar el extracto con la disolucion del reactivo ABTS. El porcentaje de
inhibicion del ABTS<" se calcul6 con la siguiente ecuacion:

% de inhibicion = 2control-Amuestra 4 g (4)

A control

Donde:

A control = absorbancia del control

A muestra = absorbancia de la muestra

5.7.2 Porcentaje de inhibicion de DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

La actividad anti-radical fue adaptada del método de Lopez-Martinez et al., (2009). Los
extractos se ensayaron a una concentracion estandarizada de 0.6 mg/mL (TPC). La reaccion
con ¢l radical DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) tuvo lugar a temperatura ambiente. Los
extractos ensayados se adicionaron a 2.8 mL del radical (DPPHe, 98.9 mM en metanol) y se
agitaron en vortex por 15 seg. La disminucion en la absorbancia del DPPHe se midio a 520
nm en un espectrofotdmetro, iniciando en el tiempo en que recién se afiadié la disolucion y
cada 10 min hasta que ningun otro cambio se observd en la absorbancia de las muestras. Se
utilizé metanol como blanco, Trolox (0.02 mM) como un control positivo antioxidante y una
mezcla de 2.8 mL de DPPH+ y 100 pL de metanol como control. La actividad antioxidante

se calculé como % de inhibicidon con la siguiente ecuacion:

e e, A control-A t
% de inhibicién = —————"22 % 100 (5)
A control
Donde:
A control = absorbancia del control

A muestra = absorbancia de la muestra
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5.7.3 Efecto inhibidor de la formacion de 6xido nitrico (NO')

La determinacion se realizé de acuerdo al método de Giraldo et al., (2003), utilizando
nitroprusiato de sodio y el reactivo de Griess. 150 pL de los extractos se diluyeron hasta 1.5
mL con agua destilada, enseguida, se adicionaron 300 pL de nitroprusiato de sodio 113 pM,
se agitaron y dejaron a temperatura ambiente durante 150 min. Posteriormente se agrego el
reactivo de Griess: primero 600 pL del reactivo A (acido sulfamidico 1% en &cido fosforico),
se dejo reposar durante 10 min y se agregaron 600 uL del reactivo B (N-1-naftilendediamina
al 0.1% en agua destilada). Después de 15 min de la dilucidn, se midio la absorbancia (A)
del cromdforo a 546 nm. Se utiliz6 una muestra control que no contenia extracto y un blanco
que contenia todos los reactivos excepto nitroprusiato de sodio. El porcentaje de inhibicién

de la formaciéon de oxido nitrico se calculd acorde con la siguiente ecuacion:

. e e A control—(A mtra—A blanco
% inhibicién = ( ) (6)

A control

Donde:

A control = absorbancia del control

A muestra = absorbancia de la muestra

5.7.4 Efecto inhibidor de la formacion del radical superoxido (O2)

Se determind mediante el método de Rojano et al., (2012). ElI Oz se generd por
medio de un sistema fenazina metosulfato-NADH-azul de nitrotetrazolio (PMS-NADH-
NBT) en un buffer de fosfatos 75 mM y pH 7.4. 150 pL de los extractos se adicionaron a un
tubo que contenia 1650 puL de PMS (10 uM), en seguida, se adicionaron 600 L de NADH
(468 uM) y 600 pL de NTB (156 uM), se agit6 y luego de 5 min a temperatura ambiente se
midié la absorbancia a 560 nm. Los blancos se prepararon para cada extracto y contenian
toda la mezcla excepto NADH vy el control no contenia extractos de quintonil. El porcentaje

de inhibicion de la formacion de O™ se calculo utilizando la siguiente ecuacion:

A control—-(A mtra—A blanco) (7)

% inhibicién = A control
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Donde:
A control = absorbancia del control
A muestra = absorbancia de la muestra

5.8 Analisis estadistico

Los andlisis se realizaron por triplicado y se evaluaron mediante un ANOVA, una
diferencia de medias por la técnica de Tukey (p < 0.05) y se utilizé un modelo de correlacién
multiple para establecer la relacion entre el contenido de bioactivos, tratamiento térmico y

actividad antioxidante mediante el paquete estadistico Statgraphics.
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VI. RESULTADOS

Los resultados obtenidos se presentan en tres etapas diferentes. En la primera etapa
se describen los resultados medidos para el contenido de clorofila y el efecto que los
tratamientos térmicos y las estaciones del afio para la cosecha del quintonil sobre los mismos.
En la segunda etapa se discuten los resultados alcanzados durante la determinacion de
compuestos fendlicos totales contenidos en el quintonil y su actividad antioxidante asi como
el efecto que los tratamientos térmicos y estaciones de cosecha del afio. Finalmente, la tercera
etapa corresponde a los grupos de lipidos y perfil de &cidos grasos presentes en hojas de
quintonil y el efecto que tuvieron sobre los mismos los tratamientos térmicos aplicados y las
estaciones de cosecha del afio.

Importantes e interesantes observaciones se encontraron en el desarrollo de este
trabajo, lo cual no solo nos permite afirmar que el objetivo de esta tesis se cumplié si no que

se genera conocimiento nuevo acerca de este cultivo ancestral.

6.1 Contenido de clorofila

De acuerdo con los resultados obtenidos en éste estudio el quintonil crudo contiene 29.2
+ 0.7 mg de clorofila a/100 g peso fresco (PF) cosechado en primavera y 21.6 + 1.9 mg de
clorofila /100 g PF cosechado en otofio, una cantidad de clorofila a mayor comparada con los
resultados reportados por Mepba et al., (2007) para otros vegetales como el brdcoli (0.230 mg/g
PF), el repollo (0.080 mg/g PF) y la col rizada (0.200 mg/g PF), pero menor que la espinaca
(0.780 mg/g PF) y la acelga (0.590 mg/g PF).

Los tratamientos térmicos aplicados produjeron cambios significativos en el contenido
de clorofila presente en A. hybridus, la mayor cantidad de clorofila total se encontrd en los
quintoniles crudos (41.3 mg/100 g cosechados en primavera y 30.7 mg/100 g cosechados en
otofio) mientras que los quintoniles que se trataron térmicamente, presentaron una reduccion
significativa (p<0.05) y entre tratamientos térmicos (vapor y hervido) no hubo diferencias
(Figura 8).
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Figura 8. Efecto del tratamiento térmico y época de cosecha sobre el contenido de clorofila

Turkment et al. (2006) y Mitic” et al. (2013), reportan que el contenido de clorofilaay
b presente en el brécoli, repollo blanco, col rizada, acelga y espinaca hervidos, es menor que en
los vegetales frescos, lo que concuerda con nuestro estudio ya que la clorofila presente en el

quintonil hervido y cocido al vapor presenté un comportamiento similar.

La reduccion del contenido de clorofila se atribuye a la degradacion de la clorofila en
sus feofitinas correspondientes por la influencia de los acidos producidos durante el proceso
térmico y la pérdida del &tomo de magnesio dando como producto derivados de la clorofila
(Aronoff, 1966).

Los resultados de la influencia de la época cosecha muestran la composicion y variacion
de la clorofila total, clorofila a y clorofila b de los quintoniles por el efecto de las condiciones
climéticas. Se observo una reduccion de clorofila en los quintoniles cosechados en otofio (30.7

mg/100 g) comparados con los cosechados en primavera (41.3 mg/100 g), estos resultados

50



coinciden con Cordero et al., (2005) y Blinchov et al. (1977) quienes estudiaron la variacion en
el contenido de pigmentos en diferentes épocas del afio del follaje verde de Eucalyptus
citriodora hook y el P. silvestris y también observaron un menor contenido de pigmentos en
otofio.

El mayor contenido de clorofila en primavera, se atribuye al reforzamiento de los
procesos quimicos de la planta por el aumento de las temperaturas y precipitaciones, mientras
que la disminucion del contenido de clorofila en otofio esta dada por el estado de dormancia que
presentan las plantas en determinado periodo anual de desarrollo y con las condiciones
climaticas (temperatura, precipitaciones, radiacion solar), que producen un letargo quimico
reduciendo la actividad metabdlica de las plantas en épocas de sequia y de menores temperaturas
Cordero et al., (2005).

6.2 Contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido de TPC en el quintonil, se cuantifico en EA y EM para comparar la
eficiencia de los disolventes de extraccion y los resultados obtenidos en la determinacion se
han expresado en mg equivalentes de &cido galico/100 g de muestra peso fresco (mg

EAG/100 g PF) para las distintas muestras de quintonil.

De acuerdo con Amin et al., (2004) para los analisis cuantitativos de TPC, varios
investigadores han usado una mezcla metanol: agua para obtener resultados mas eficientes y
confiables en los vegetales ya que el metanol rompe las paredes celulares y permite una
extraccion eficientemente los TPC ligados a la pared celular y los que se encuentran en forma
de glucésidos. En éste estudio se utiliz6 agua y metanol como solventes de extraccion y no
se observaron diferencias significativas (p<0.5) en la cantidad de TPC extraidos por ambos
disolventes, por lo que el agua fue preferida como medio de extraccion ya que la préactica

habitual en el hogar es cocinar con agua (Tabla 5).

El tratamiento térmico aplicado podria favorecer la destruccion térmica de las
paredes celulares y los compartimentos subcelulares donde se encuentran los TPC asi como
la mayor disponibilidad de los mismos ya que los extractos acuosos del quintonil cocido al
vapor (148.0 + 5.5 mg EAG/100 g PF quintonil cosechado en primavera y 170.6 + 1.6 mg

EAG/100 g PF quintonil cosechado en otofio), presentaron un incremento con respecto a los
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EA de quintonil crudo (14.5 + 1.4 mg EAG/100 g PF quintonil cosechado en primavera y
58.3 + 0.2 mg EAG/100 g PF quintonil cosechado en otofio) (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto del tratamiento térmico y época de cosecha del quintonil sobre el contenido

de compuestos fenolicos totales en extractos acuosos y metanolicos

Compuestos
Tratamiento Epoca de cosecha Disolvente de fendlicos totales
térmico extraccion (mg EAG/100 g
PF)
Primavera Agua 145+14™
Crudo Metanol 83.6 +0.3%2
Otofo Agua 58.3 +6.2%2
Metanol 106.8 + 3.7%2
Primavera Agua 15.0+0.3 Eva
Hervido Metanol 19.2+18 b'a
Otofio Agua 29.2+1.3"2
Metanol 33.8+0.3P2
Primavera Agua 148.0 + 5.5%2
Vapor Metanol 70.7 +2.5°2
Otofio Agua 170.6 + 1.6°2
Metanol 94.4 +2.6°2
Agua de coccion Primavera Agua 62.2+21%2
Otofio Agua 742 +4.3°%2

Los resultados son expresados en peso fresco (FW) como el valor principal + desviacion estandar. Las
diferentes letras de cada columna, indican la diferencia significativa de los tratamientos térmicos y de los
disolventes de extraccién (nivel de confianza 95%).

El quintonil hervido (15.0 + 0.3 mg EAG/100 g PF quintonil cosechado en primavera
y 29.2 + 1.3 mg EAG/100 g PF quintonil cosechado en otofio) mostré un decremento
significativo con respecto al quintonil crudo ya que ocurre una lixiviacién por la que se
pierden hasta un 75% de los TPC y en su mayoria se disuelven en el agua de coccion que
presenta un contenido de 62.2 + 2.1 a 74.2 + 4.3 mg EAG/100 g PF de quintonil cosechado

en primavera y otofio respectivamente.

Este estudio encontrd un contenido maximo de TPC de 170.6 + 1.6 mg EAG/100 g
PF en EA de quintonil cosechado en otofio y cocido al vapor. Otros estudios realizados por
Gutiérrez Avella et al., (2008), Nana et al. (2012) y Jiménez Aguilar et al., (2017), reportan
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49.43 mg EAG/g peso seco (PS) en EM, 7.75 mg EAG/100 g PS en EA, 8.30 mg EAG/100
g PS en EM y 3.7 mg EAG/g PF en extractos de metanol:HCI 1.2 M (90:10, v/v). La
diferencia podria atribuirse al secado de la muestra, los métodos y los tiempos de extraccion
empleados, las condiciones climaticas y de siembra asi como los tratamientos térmicos

aplicados.

A pesar de la diferencia en la concentracion de TPC entre los resultados obtenidos y
estudios anteriores, la cantidad de TPC encontrada para el quintonil en este estudio, es mayor
que la reportada para otros quelites de mayor consumo en México entre ellos la espinaca
(1.1-1.2 mg GAE/g PF) (Isabelle et al., 2010; SAGARPA, 2015).

Con respecto a la época de cosecha, los quintoniles que se cosecharon en otofio
presentaron un mayor contenido de TPC en comparacion con los quintoniles cosechados en
primavera. El estrés hidrico y luminoso que se genera en la planta por la época de sequia y
menores temperaturas da como resultado el incremento en la produccién de metabolitos
secundarios para la proteccion y defensa de la planta. Saibo et al., (2009) y Qing et al., (2016)
reportaron que la cantidad, la calidad y el tipo de radiacion durante el brote de los cultivos
afecta el contenido de TPC ya que la luz promueve la produccion de malonil-CoA y cumaril-

CoA que son precursores en la biosintesis de PC.

Ademas las condiciones de sequia, salinidad y bajas temperaturas afectan la sintesis
de ATP vy la actividad del ciclo del Calvin se reduce generandose especies reactivas de
oxigeno, que reaccionan y dafian componentes celulares constituyendo un estrés oxidativo,
que debe ser reducido por mecanismos de defensa al estrés abidtico por ejemplo la
superoxido dismutasa (SOD) y la glutation-ascorbato proteinas implicadas en la produccién
de osmoprotectores y antioxidantes (Saibo et al., 2009; Kwack et al., 2015; Quian et al.,
2016).

6.3 Actividad antioxidante

Los resultados obtenidos en la determinacion de la actividad antioxidante por los
métodos indicados (Tabla 6) se han expresado en porcentaje de inhibicion para las distintas

muestras de quintonil con tratamiento térmico. De todos los EA y EM ensayados del quintonil,
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los EA del quintonil cocido al vapor son los mas efectivos para inhibir los radicales libres
estudiados en ésta investigacion (Tabla 6).

Algunos autores reportan una alta correlacion entre el contenido de TPC y la actividad
antioxidante (Conforti et al., 2011; Venskutonis et al., 2013), mientras que otros no han
encontrado relacion (Kahkonen et al., 1999). En el presente estudio, se observa una respuesta
lineal entre la determinacion de TPC de los EM de quintonil crudo y al vapor y la actividad
antioxidante para el método ABTS* (r=0.98 y r = 0.96, respectivamente).

Con respecto a la inhibicion de DPPHe, el empleo de diferentes solventes de extraccion
mostré6 un efecto significativo. Los EM de quintoniles mostraron la mayor actividad
antioxidante sobre el radical DPPHe. Esto, puede atribuirse a la solubilidad de los radicales ya
que el ABTS™ es soluble en medio acuoso y organico y el DPPHe es mas soluble en medios

organicos (Tabla 6).

El contenido de TPC de los EM y EA de quintonil crudo y cocinados al vapor con
respecto a la inhibicién de DPPHe, presentaron una respuesta lineal negativa (r = -0.92, -0.94,
-0.98 y -0.94, respectivamente), hay un menor contenido de TPC y una mayor actividad
antioxidante mientras que el contenido de TPC de los EM y EA de quintonil hervido tuvieron
una correlacion positiva (r = 0.95 y 0.99, respectivamente) respecto a la inhibicion de DPPHe,
se observa que a mayor contenido de TPC la actividad antioxidante incrementa lo que muestra
que la actividad que presentaron los extractos del quintonil no depende solo de su contenido de
TPC, también podria atribuirse al tipo de tratamiento térmico aplicado ya que por ejemplo en
los quintoniles hervidos existio una lixiviacion y en los quintoniles cocidos al vapor se produjo
la destruccidn térmica de las paredes celulares sin perder CPT en el agua de coccién ademas de
la inactivacion térmica de enzimas oxidativas y la naturaleza y tipo de CP .

En la inhibicion de la formacion de radicales de dxido nitrico se observd que los
extractos de quintonil tratado al vapor (78.3%, 83.3%% en EA y 83.0, 73.3% en EM de
quintoniles cosechados en primavera y otofio, respectivamente) tuvieron un incremento
significativo del porcentaje de inhibicion del radical con respecto al quintonil crudo (66.7%,
79.2% en EA, 63.2%, 55.8% en EM de quintoniles cosechados en primavera y otofio,
respectivamente). En la inhibicién del radical superoxido por los extractos de quintonil, se

observd que existe un incremento significativo en el porcentaje de inhibicion del radical
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superdxido por los EA, principalmente de los que fueron tratados al vapor y cosechados en
primavera (87.7%) con respecto a los quintoniles crudos (68.2%). En la actividad antioxidante
contra los radicales 6xido nitrico y superdxido, no se observo ninguna correlacion con el
contenido de TPC.

Los resultados de éste estudio coinciden con lo obtenido por Morales et al. (2002),
Dewanto et al., (2002) y Nindo et al., (2003), quienes sugieren que el incremento de la
actividad antioxidante después de aplicar un tratamiento térmico se puede producir por la
liberacion de altas cantidades de componentes antioxidantes debido a la destruccién térmica
de las paredes celulares y los compartimentos subcelulares, por la inactivacién térmica de las
enzimas oxidativas, la produccion de nuevos antioxidantes no nutritivos (ascorbato de sodio,
sinergia entre acido ascérbico y tocoferoles) o la formacion de nuevos compuestos como
productos de la reaccién de Maillard (melanoidinas, tetrametilpirazina, pronil-L-lisina,
fracciones de elevado peso molecular formadas tras el calentamiento de mezclas de glucosa,
fructosa y ribosa con lisina) con actividad antioxidante.

Con respecto a la época de cosecha, la actividad antioxidante de los extractos de
quintoniles cosechados en primavera y otofio, se vio afectada en la inhibicion del i6n superdxido
donde los porcentajes de inhibicion méas altos se obtuvieron de los extractos de quintoniles
cosechados en primavera mientras que la inhibicién de ABTS*, DPPHe y 6xido nitrico fue

mayor con los extractos de quintoniles cosechados en otofio (Tabla 6)

Esta reportado que la produccion de acido ascérbico y carotenoides (Nana et al.,
2012) se ve favorecida por la temperatura y exposicion a la luz de primavera mientras que
la produccion de TPC se ve favorecida en los meses de noviembre a enero en respuesta a la
disponibilidad de nitrégeno (Dumas et al., 2003; Raffo et al., 2006), por lo que la variacion
podria deberse a las condiciones climéticas entre las dos estaciones y contenido de nutrientes

de la tierra.
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Tabla 6. Efecto del tratamiento térmico y época de cosecha del quintonil sobre la actividad antioxidante de extractos acuosos y

metanolicos
Tratamiento Epocade Disolvente Inhibicion de  Inhibicionde  Formacion de Formacion de
térmico cosecha ABTS (%) DPPH (%) oxido nitrico (% superoxido
inhibicion) (% inhibicion)
Crudo Primavera Agua 28.9 +4.322 16.1 + 1.322 66.7 + 4.622 68.2 + 2.62%2
Metanol 26.3+4.7%2 89.3+0.92b 63.2 + 3.52b 456 +1.6%P
Otofio Agua 37.6+4.9%2 11.8 +0.722 79.2 +3.8%2 52.8+2.1%2
Metanol 475+0.4%2 86.0 + 0.42P 55.8 + 3.82b 20.7 +3.52b
Hervido  Primavera Agua 28.6 +5.1%2 14.6 +1.2P2 78.9+1.82%2 65.8 +2.6%2
Metanol ~ 31.2+4.6%  34.0+3.7°b 60.8 +5.6P 16.6 + 0.62P
Otofio Agua 322+24% 385+ 12ba 66.5 + 1.3 %2 54.0 +5.322
Metanol 36.6 +2.422 53.3 +3.30b 66.7 +2.92b 59.8 + 5.32b
Vapor Primavera Agua 304 +1.428 842 +1.8% 78.3+1.0P 87.7+1.0%2
Metanol ~ 255+2.9% 947 +0.4°P 83.0 + 4.4Pb 42.0 +1.32b
Otofio Agua 38.6+1.4%a 73.6+2.6% 83.3+3.8Pa 59.8 +2.0%2
Metanol 50.1 +3.42%2 89.9+0.9¢P 73.3+2.90ba 345+6.92P
Agua de Primavera Agua 16.4 +1.722 87.4 +0.3%2 45.6 +6.3%2 48.4 +1.32%2
coccion Otofio Agua 482+062  828+2194a 63.3 +3.8%2 37.6 + 3.522

Los resultados son expresados como el valor principal + desviacion estdndar. Las diferentes letras de cada columna, indican la diferencia

significativa de los tratamientos térmicos Yy de los disolventes de extraccidn (nivel de confianza 95%).




6.4 Contenido de acidos grasos
6.4.1 Extraccion de lipidos

Las hojas de quintonil se ensayaron para extraer la mayor cantidad de lipidos y ser
analizados para identificar y cuantificar las diferentes fracciones lipidicas y perfiles de acidos
grasos. El equipo Soxhlet se utilizé para evaluar la eficacia de tres sistemas disolventes con
el fin de recuperar la cantidad maxima de lipidos de las hojas de quintonil. En la tabla 7,
puede observarse que la mezcla consistente en CHCI3:CH3OH (2:1) permitié extraer el mayor
contenido de lipidos, (762.4 mg), logrando un rendimiento de 15.3%. Conforti et al. (2012)
alcanzaron un rendimiento similar para A. retroflexus, Venskutonis y Kraujalis (2013)
afirmaron que las partes frondosas del amaranto contienen bajas cantidades de lipidos, por lo
que rara vez se analizan. Sin embargo, decidimos analizar las hojas de quintonil porque

representan la parte comestible.

Tabla 7. Eficiencia de los sistemas de disolventes empleados para la extraccion de lipidos

de las hojas de quintonil crudo

Muestra  Sistema de disolventes Contenido de Rendimiento

(mg) lipidos (mg) (%)
5000 Hexano (100%) 140 2.8
5000 CHCI3:CH30H (2:1) 762.4 15.3
5000 CHCI3:CH30H (1:2) 192.5 3.9

La extraccion de Soxhlet se ha empleado tipicamente para recuperar lipidos en
semillas de amaranto, con disolventes organicos no polares y siguiendo los procedimientos
estandar pero también el rendimiento de extraccion también puede depender del tamafio de
particula, tiempo de proceso o el nimero de ciclos de extraccion (Venskutonis et al., 2013).
Los miembros de la familia Amaranthaceae también han sido sometidos a molienda que
aumento el rendimiento de recuperacion (Gamel et al., 2007; Barba de la Rosa et al., 2009).
También se ha aplicado presion-presion controlada instantanea, sin embargo, se sugirié que

después de un rectificado muy fino, no se requeririan tratamientos previos especiales. La



extraccion de fluido supercritico utilizando dioxido de carbono como disolvente es una

técnica novedosa para la extraccion de semillas de amaranto (Venskutonis et al., 2013).
6.4.2 Fracciones lipidicas y perfil de &cidos grasos

Los extractos de lipidos recuperados se analizaron por TLC y se identificaron tres
fracciones: TAG, DAG (incluyendo tanto 1,2-DAG como 1,3-DAG) y FFA. Los
rendimientos para cada fraccion son 83, 7.2, 4.5 y 3.6%, respectivamente (Tabla 8). Sin
embargo, debe observarse que los residuos de &cidos grasos presentes para cada fraccion son
diferentes. En su revision, Venskutonis y Kraujalis (2013) indicaron que los principales
componentes de la fraccion lipofilica de las semillas de Amaranthus incluyen TAG,
fosfolipidos, escualeno y tocoferoles. También se han encontrado diversos componentes
menores, tales como fitoesteroles, ceras y alcoholes terpénicos en diferentes especies de
Amaranthus. Gamel et al. (2007) caracterizaron los aceites de semilla de A. caudatus L. y A.
cruentus L. y observaron que las fracciones lipidicas consistian en 80.3-82.3% de TAG, 9.1-
10.2% de fosfolipidos y el contenido de escualeno vari6 entre 4.8-4.9% en ambos tipos de
aceite.

Con respecto al perfil de acidos grasos, se identificaron: acido palmitico (C16:0),
acido palmitoléico (C16:1 n-7), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1 n-9), &cido
linoléico:2 n-6) y acido a-linolénico (ALA, C18:3 n-3). Estos acidos grasos se identificaron
en todas las fracciones pero el residuo de &cido graso principal fue diferente en cada fraccion
(Tabla 8). Los acidos grasos predominantes para cada fraccion fueron ALA (38.7%) en el
caso de TAG, acido palmitico (40.7%) para 1,2-DAG, &cido oleico (52.4%) en 1,3-DAG y
acido linoléico (40.7%) en FFA. Otros estudios de hojas de quintonil se refirieron a esta
composicion: ALA (56.5-62%), linoléico (15.5-24.7%) y palmitico (13.5-15.5%) (Guil-
Guerrero et al., 2000; He et al., 2003).
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Tabla 8. Fracciones lipidicas y perfiles de acidos grasos extraidos de hojas frescas de

quintonil

Fraccion lipidica

Perfil de Acidos

grasos (%)"

Rendimiento de
fracciones (%)

TAG

1,2-DAG

1,3-DAG

FFA

C16:0
C16:1 (n-7)
C18:0
C18:1 (n-9)
C18:2 (n-6)
C18:3 (n-3)

C16:0
C16:1 (n-7)
C18:0
C18:1 (n-9)
C18:2 (n-6)
C18:3 (n-3)

C16:0
C16:1 (n-7)
C18:0
C18:1 (n-9)
C18:2 (n-6)
C18:3 (n-3)

C16:0
C16:1 (n-7)
C18:0
C18:1 (n-9)
C18:2 (n-6)
C18:3 (n-3)

13.2
2.8
5.1
16.5
23.6
38.7

40.7
0.9
19.5
22.8
6.7
8.3

14.9
2.9
6.7
52.4
1.9
19.3

9.6
0.5
0.2
2.4
62.9
23.9

83

7.2

4.5

3.6

La tabla 9 muestra un resumen de los diferentes perfiles de acidos grasos identificados

saturados/insaturados (S/U).
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en diferentes especies de la familia Amaranthaceae: las hojas de quintonil ensayadas en esta
investigacion y otros perfiles previamente reportados en la literatura para diferentes semillas
de Amaranthus. En ella se puede observar que, el perfil de acidos grasos de las hojas difiere
de los obtenidos para las semillas, el ALA fue el componente principal para las hojas de

quintonil mientras que el acido linoléico fue para las semillas y las relaciones de acidos grasos



Tabla 9. Perfil de &cidos grasos para el quintonil y su comparacion con diferentes especies de Amaranthus

Acido A. hybridus A. caudatus A. cruentus A. dubis A. hypochondriacus
graso Quintonil [1] Var.1 Var.2 [1] [4] [61 [1] [3] [5] [6] [7] [8] [1] [1] [3]
(%0) [2] [2]
C16:0 13.2 20.5 19.35 18.47 18.3 1654 205 20.1 222 2345 194 20.75 17.02 169 21.8 214
C16:1 (n- 2.8 - - - - - - - 011 - - 16.57 0.09 - - 0.1
7)
C18:0 5.1 28 295 3.48 3.1 464 22 33 357 416 45 379 212 35 30 3.98
C18:1 (n- 16.5 20.8 30.64 26.44 28 26.19 255 275 30.1 2466 329 2357 19.13 204 16.3 22.8
9)
C18:2 (n- 23.6 46.4 37.13 40.48 35.6 4691 498 43 422 4705 40 3531 2484 469 525 49.1
6)
C18:3 (n- 38.7 - 0.69 0.74 0.3 - 0.6 - 069 069 05 - 129 04 - 0.93
3)
S/U 0.22 0.35 0.33 0.32 0.33 029 03 033 035 038 032 032 042 03 0.36 0.35

[1] Budin et al. (1996), [2] Dhellot et al. (2006), [3] Jahaniaval et al. (2000), [4] Bruni et al. (2001), [5] Ogrodowska et al. (2014), [6]
Gamel et al. (2007), [7] Escudero et al. (2004), [8] Sujak et al. (2010).

S/U: Proporcidn entre acidos grasos saturados/acidos grasos insaturados radio



Las proporciones S/U representadas para A. hybridus (0.33), A. caudatus (0.31), A.
cruentus (0.36), A. dubis (0.30) y A. hypocondriacus (0.35), indican contenidos elevados de
acidos grasos insaturados. En comparacion con las especies relacionadas, la relacion S/U
obtenida para las hojas de quintonil es altamente insaturada (0.22 relacién S/U), lo que
sugiere que es una fuente promisoria de omega-3 (38.7%) y omega-6 (23.6%) PUFA. Sin
embargo, una baja relacion S/U también indica que los aceites pueden ser facilmente

oxidados.

De acuerdo con los resultados obtenidos y comparado con otras malezas como
Anchusa azurea (2.57% C18:2, 5.02% C18:3), Cichorium intybus (0.36% C18:2, 1.58% C18:3),
Portulaca orelacea (0.70% C18:2, 1.78% C18:3), Raphanus raphanistrum (1.65% C18:2,
9.43% C18:3) y Sochus oleraceus (1.26% C18:2, 2.6% C18:3), el Amaranthus hybridus
contiene mayores cantidades de PUFA (11.0% C18: 2 y 58.80% C18: 3) (Conforti et al.,
2012).

6.4.3 Procesamiento térmico

Las hojas de los quintoniles se consumen frescas, asi como después de un
tratamiento térmico. Una baja relacion S/U también indica que los aceites pueden ser
facilmente oxidados por lo que el procesamiento puede afectar a los PUFA presentes por lo
que sometimos las hojas de quintonil a ebullicién y vapor para evaluar su efecto sobre el
contenido de PUFA. Los resultados obtenidos después del tratamiento térmico se muestran

en la figura 9.
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Figura 9. Efecto del tratamiento térmico y época de cosecha sobre el contenido de acidos
grasos

Se puede observar que en cuanto a la forma de consumo, asi como la estacion del
afio, ALA es el componente principal de todos los tratamientos ensayados: 1417.8 mg/100 g
(fresco), 1621.4 mg/100 g (hervido) y 1437.9 mg/100 g (al vapor) para el quintonil cosechado
en primavera y 1667.5 mg/100 g (fresco), 1629.2 mg/100 g (hervido) y 1912.6 mg/100 g (al
vapor) para el quintonil cosechado en otofio. Para los otros acidos grasos presentes en hojas
de quintonil, también se observaron variaciones en su contenido, sin embargo, la evaluacion
estadistica de los contenidos promedio no revelo diferencias significativas ni entre el proceso

térmico ni entre las estaciones del afio (Figura 9).
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Mediante la inspeccion de la los resultados, podemos proponer que el
procesamiento térmico tuvo un efecto positivo en el perfil de acidos grasos lo que implica
mayores cantidades de los diferentes acidos grasos presentes en las hojas (Figura 9). Estos
resultados concuerdan con otros informes. En un estudio similar, Torres Acosta et al., (2006)
encontraron los siguientes contenidos de ALA: 26.55 mg/100 g (fresco), 34.85 mg/100 g
(hervido) y 34.61 mg/100 g (vapor), asi como contenidos de 99.97, 81.75y 174.3 mg/100 g
para acido linoléico en quintoniles frescos, hervidos y al vapor, respectivamente. Nuestros
contenidos para tales PUFA fueron mas altos. Las diferentes concentraciones pueden
explicarse por las diferencias en los protocolos analiticos, el tiempo de procesamiento y los

cultivos.

Esta reportado que durante el resoplado y estallado de las semillas de Amaranthus
cruentus el porcentaje de instauracion disminuye de 75.5% a 62.3% y la cantidad de acido
linoléico disminuye de 46.8% a 27%, pero no en la aplicacion de tratamientos térmicos
(Venskutonis et al., 2013). Esto concuerda con los resultados obtenidos por éste estudio ya que
a pesar de que los &cidos grasos en los quintoniles varian con los tratamientos térmicos
aplicados, no existe una diferencia estadisticamente significativa en el contenido de acidos
grasos después de la coccion. Por el contrario, la coccion podria favorecer la disponibilidad y
extraccion de estos bioactivos ya que se encuentran valores mas altos en los tratamientos

hervidos y al vapor que en el quintonil fresco (Figura 9).

Con respecto a la influencia de la época de cosecha, los &cidos grasos no mostraron
cambios significativos solo el ALA que presentd un incremento.

La sintesis de &cidos grasos se produce en el cloroplasto, donde NADPH también
se produce por las reacciones de luz de la fotosintesis. El palmitato (C16:0) es el precursor
del estearato (C18:0) y los acidos grasos saturados de cadena mas larga, asi como los
palmitoleatos de 4cidos monoinsaturados (C16:1 A®) y oleato (C18:1 A®). Los mamiferos no
pueden convertir el oleato en linoleato (C18:2 A%?) o a-linolenato (C18:3 A%121%) mientras
que en las plantas, el oleato es producido por la estearoil-ACP desaturasa en el estroma del
cloroplasto que utiliza Ferredoxina como donador de electrones. Las plantas también pueden

sintetizar las desaturasas que introducen enlaces dobles en las posiciones A2 y A y estan
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localizadas en el reticulo endoplasmico y el cloroplasto. Las enzimas del reticulo
endoplasmico acttan no sobre FFA sino sobre un fosfolipido, fosfatidilcolina, que contiene
al menos un oleato unido al glicerol. Tanto las plantas como las bacterias deben sintetizar
PUFA para asegurar la fluidez de la membrana a temperatura reducida. Estas implicaciones
bioquimicas permiten entender los resultados de la figura 9 donde en la primavera, debido a
una alta actividad fotosintética, los lipidos se convierten en una forma préctica de
almacenamiento de carbono y energia para los brotes y raices en crecimiento de las plantulas,
mientras que en los lipidos de otofio se mantienen principalmente para la membrana
biogénesis (Nelson and Cox, 2014). Segun Torres Acosta et al., (2006) el grado de

instauracion es mayor cuando los vegetales crecen en zonas mas frias.
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VII. CONCLUSIONES

El tratamiento térmico aplicado al quintonil, afecta significativamente el contenido
de bioactivos. La clorofila disminuye posterior a la coccion por vapor y hervido con respecto
al quelite crudo; los TPC se hacen mas disponibles en la coccidn al vapor, mientras que en el
hervido ocurre una lixiviacion por la que se pierden hasta un 75% de los TPC y en su mayoria
se disuelven en el agua de coccion. Los &cidos grasos, no son afectados por los tratamientos

térmicos aplicados, ya que se mantienen y Unicamente se favorece su extraccion.

Los extractos de los quintoniles con tratamiento térmico presentan mayor actividad
antioxidante con respecto a los extractos de quintoniles crudos por lo que un moderado
tratamiento térmico puede ser Util para ayudar a mantener las propiedades antioxidantes de

los vegetales que comemos.

Los quintoniles del mismo cultivo, en condiciones similares de siembra en la misma
area geogréfica y cosechados en una etapa similar de madurez pero en diferentes épocas del
afio mostraron marcadas diferencias en el contenido de TPC, &cidos grasos y clorofila asi
como diferente AA, sin embargo, para una evaluacion precisa de los efectos de los factores
climaticos en el contenido de fitoquimicos, son necesarios ensayos de campo a gran escala
durante varios afios, aunque nuestros resultados confirman que a pesar de la marcada
variabilidad mostrada en el contenido de fitoquimicos las condiciones de otofio favorecieron
la produccion de TPC y ALA en el quintonil, mientras que las condiciones climaticas
presentadas en primavera favorecen factores que permiten una mayor inhibicion del radical

libre superdxido.

Los PUFA, clorofilay TPC presentes en los quintoniles, asi como su AA posterior
a la aplicacion de un tratamiento térmico, lo hacen un importante recurso alimenticio, con un
potencial funcional y de bajo costo en comparacién con otros alimentos, por lo que que
merece atencion ya que podria contribuir de manera significativa a las necesidades de

nutrientes del hombre y ser utilizado como una fuente de bioactivos.
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Abstract

Quintonil (Amaranthus hybridus) is an ancient crop that it is still harvested and consumed,
fresh or after a thermal processing, in certain regions of Mexico. However, this plant is
undervalued even when some reports have claimed its richness in nutritive compounds
such as vitamins, proteins, chlorophyll, phenolic compounds and polyunsaturated fatty
acids, thus the aim of the present work was to evaluate the effect of cooking treatments
(boiling and steaming), solvent (aqueous, methanolic) and time of the year (spring, fall) on
the chlorophyll, total phenolic compounds and the antioxidant activity of the extracts of
quintonil. Heat treatments resulted in a significant decrease in the total chlorophyll, and
chlorophyll a and b, total phenolic content of steamed quintonil were higher than those of
the boiled and fresh samples mainly in spring.

DPPH-, ABTS: and NO: inhibition activity for quintonil fresh and processed collected in spring
were much higher than the one collected during fall, however, quintonil fresh and
processed collected in fall had higher -O; inhibition activity than collected during spring. In
generall, the antioxidant activity of the quintonil increased with the treatments. There were
significant correlations between total phenolic compounds and the antioxidant capacity.
Key words: Quintonil, thermal processing, chlorophyll, phenolic compounds, antioxidant
activity

Abbreviations

ABTS 2, 2-azino-bis 3 ethyl benzothiazoline-6-sulfuric acid

DPPHe 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical

GAE Gallic acid equivalents
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NADH Nicotinamide adenine dinucleotide

NBT Nitrotetrazolium blue
NOe Nitric oxide

PMS Phenazine methosulfate
Oy Superoxide radical

TPC Total phenolic compounds

Trolox 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid

Introduction

Quintonil (Amaranthus hybridus) belongs to quelites family, which is a wild and arable group
of plants with edible foliage. Previous reports found in technical literature have highlighted
the nutritional value of quintonil leaves due to their polysaccharides, vitamins, minerals and
amino acids [1, 2]. Quintonil is able to contribute with ca. 30% of the daily fibre
requirements for human. It also contributes with almost 25% of the recommended daily
protein intake when 100 g of dried leaves are consumed [3].

Typically, quintonil is consumed fresh (as salad) or after a thermal processing (frying, boiling
or steaming), these process change the colour from bright green to olive brown caused by
chlorophyll degradation [4], affect the level of phytochemicals such as phenolic compounds
[5, 6] and the antioxidant activity [7, 8].

Consumption of vegetables in the average diet has been highlighted for its contribution
towards lowering the risks of several diseases such as heart disease, stroke, diabetes and
different types of cancer [9-10]. The benefits are due to the presence of polyphenols,
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flavonoids, carotenoids, and vitamins. Of these phytochemicals, polyphenols are largely
recognized as anti-inflammatory and antioxidant agents [11]. The concentrations of
phenolic and other secondary metabolites in fruits and vegetables are influenced by many
factors, including soil, irrigation, and climatic conditions, although the time of the year [12].
Providing that studies conducted in Mexico on quintonil are mainly related to cultivation
and adaptation of this crop, the aim of the present research was to evaluate the effect of
two thermal processing on the chlorophyll, total phenolic compounds, total flavonoids

contents and the antioxidant activity for quintonil harvested in spring and fall seasons.

Material and methods

Plant material Quintonil was identified and authenticated at the National Herbarium of
Mexico, by Dra. Hilda Flores Olvera and was registered with the number 1434640. It was
harvested in San Lorenzo Tlacotepec, Atlacomulco, state of México, during two different
seasons: spring and fall (2015 — 2016). Leaves as edible portions were employed to conduct
this study.

Reagents Folin—Ciocalteu reagent and gallic acid were purchased from Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MQ), as well as DPPHe, ABTSe*, sodium nitroprusside, PMS, NADH
and NBT. Solvents used in methods were of analytical grade.

Cooking Procedures Boiling and steaming were selected to perform the thermal treatments
as follows. For the boiling method, each sample were covered with water and boiled at 95°C
at atmospheric pressure for 10 min. For the steaming method, fresh quintonil leaves were
cooked in a stainless steel Ekco steamer by direct incidence of saturated steam that was
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produced with 200 mL of boiling water at 95°C, for 10 min. After the treatments, the
samples were placed in a water bath at 4°C during 30 sec to stop cooking, excess of water
was further removed with desiccant paper. The fresh and treated samples were cut in
pieces of 0.5cm X 0.5 cm.
Preparing the extracts Aqueous and methanolic extracts were prepared according to from
Lépez-Martinez et al. [13], with slight modifications. For aqueous extraction, 5 g of fresh
and processed quintonil leaves were placed in tubes (40 mL). 20 mL of distilled water were
added and then the tubes were placed in an orbital shaker (Lab-Line Orbit Environ, Model
3527, Melrose Plaza, IL) at 200 rpm during 4 h at room temperature and in the absence of
light. For methanolic extractions, the protocol was the same as above except for the
addition of 20 mL of methanol to the tubes instead of distilled water. After shaking, all the
extracts were centrifuged at 11000 rpm during 15 min. The supernatant was recovered and
stored at -20°C and kept in the dark until used.
Determination of chlorophyll This analysis was carried out according to Vernon [14],
measuring the absorbance of acetonic extracts at 649 and 665 nm (Spectrophotometer UV-
Vis VE-5600UV). The concentration of chlorophyll was calculated as follows:

Chlorophyll a (mg/L) = 11.63 (Ases) — 2.39 (Asas)

Chlorophyll b (mg/L) = 20.11 (Asas) — 5.18 (Asss)

Chlorophyll total (mg/L) = 6.45 (Aeses) + 17.72 (Asag)

Where: Asao = absorbance of the sample at 649 nm and Asss = absorbance of the sample at

665 nm
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Determination of total phenolic content TPC was quantified using the Folin-Ciocalteu
method [15]. The absorbance was measured at 765 nm (Spectrophotometer UV-Vis VE-
5600UV) and TPC were expressed as mg of gallic acid equivalents per 100 g of fresh weight
sample (mg GAE/100 g FW) based on a calibration curve (0 to 600 mg/g).

Antioxidant capacity was measured by the 2,2-diphenyl-1- picrazylhydrazyl (DPPH) [16] and
2,2'-azinobis(3-ethyl-benzothiazoline- 6-sulfonic acid) (ABTS) [17] methods with slight
modifications. The extracts (190 ul) were transferred into a quartz cuvette and the assay
was started by addition of 1 mL of ABTSe+, with Trolox at 0.02 mM as a positive antioxidant
control. The extracts were tested at a standardized concentration of 0.6 mg/mL (TPC).
Absorbance at 734 nm was measured after 10 min. For the DPPH assay, 50 puL aliquot of the
extract was dissolved in 3 mL of methanol and reacted with 300 uL of DPPH reagent. The
decrease in the absorbance of the DPPHe was measured at 520 nm starting at the time
when the solution was freshly added and every 10 min until no other change was observed
in the absorbance of the samples. Methanol, Trolox (0.02 mM) was used as a positive
antioxidant control for both assays. Antioxidant activity was calculated as percentage
inhibition with the equation.

o A control — A sample
% inhibition = Toorool x 100

Where: A control = absorbance of the control and A sample = absorbance of the sample

Inhibitory effect of nitric oxide formation (NO-) The determination was performed
according to the method reported by Giraldo et al. [18] using sodium nitroprusside and the
Griess reagent. The absorbance (A) of the chromophore was measured at 546 nm. A control

sample containing no extract and a blank containing all reagents except sodium



nitroprusside was used. The percentage inhibition of nitric oxide formation was calculated
according to the following equation:

A control — (A sample — A reagent blank )

% inhibition = A control
Where: A control = absorbance of the control and A sample = absorbance of the sample
Inhibitory effect of superoxide radical formation (O2) It was determined according to
Rojano et al. [19]. O, was generated by means of a PMS-NADH-NBT system in a 75 mM
phosphate buffer and pH 7.4. Targets were prepared for each extract and contained the
entire mixture except NADH and the control contained no quintonil extracts. The
percentage of inhibition of O, formation was calculated using the previous equation.
Statistical analysis All the trials were performed by triplicate, using a correlation model to
establish the relation of bioactive contents, antioxidant activity, thermal processing and

season of the year. ANOVA was conducted at a significance level of p<0.05 using

Statgraphics software.

Results and discussion

Chlorophyll content The colour of green vegetables is mainly determined by chlorophyll
pigments available in plant materials, which to catch the energy from the sunlight. In most
cases, colour changes for cooking process are reflected in the chemical and biochemical
reactions [20]. Results revealed that thermal treatments applied to quintonil produced
significant changes in chlorophyll contents (chlorophyll a, chlorophyll b and total

chlorophyll) (Fig. 1). Total chlorophyll content in fresh samples was higher than in processed
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samples, on wet basis. The highest amount of total chlorophyll was found in fresh quintonil
harvested in spring (41.3 mg/100g), while the quintoniles that were submitted to thermal
processing underwent a significant reduction (p <0.05). Although the largest degree of
degradation was observed in quintoniles boiled harvested in fall (42.9%), in both thermal
treatments (steaming and boiled) at the same time of the year there was no difference in
content of total chlorophyll (Fig.1).

Chlorophyll a content measured for fresh quintonil (0.292 mg/g FW harvested in spring and
0.216 mg/g FW harvested in fall) was higher compared to other vegetables such as broccoli
(0.230 mg/g FW), cabbage (0.080 mg/g FW) and kale (0.200 mg/g FW), but lower than
spinach (0.780 mg/g FW) and chard (0.590 mg/g FW) [26]. In general, the reduction of the
content of chlorophyll is attributed to the degradation of chlorophyll to its corresponding
pheophytins caused by the acids produced during the thermal process and the loss of
magnesium released from chlorophyll [4].

The influence of the harvest period shows the composition and variation of total chlorophyll,
chlorophyll a and chlorophyll b of the quintoniles by the effect of the climatic conditions. A
reduction of chlorophyll was observed in quintoniles harvested in the fall (30.7 mg/100 g)
compared to those harvested in spring (41.3 mg/100 g), these results coincide with Cordero et
al. [20] and Blinchov [21] who studied the variation in pigment content at different times of
the year of the green foliage of the Eucalyptus citriodora hook and the P. silvestris and also
observed a lower pigment content in fall. The highest values of chlorophyll in spring are
attributed to the strengthening of chemical processes by the increase of temperatures and
precipitations, while the decrease in chlorophyll content in fall was probably attributed to the
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state of dormancy displayed by plants in a given annual development period and with climatic
conditions (temperature, precipitation, solar radiation), which produce a chemical lethargy,
thereby reducing the metabolic activity of plants in times of drought and lower temperatures
[21].

Total phenolic compounds Several researchers have used a methanol:water mixture to
obtain more reliable results on the bioactive compounds content in plants since methanol
breaks down cell walls and allows efficient extraction of bound phenolic compounds to the
cell wall and those in the form of glucosides [22] Significant differences (p<0.5) were
observed in the amount of TPC extracted by both solvents, water was preferred as
extraction medium since the usual practice in the Mexican household is cooking with water
(Table 1). The heat treatment applied favoured the thermal destruction of cell walls and the
subcellular compartments where the TPC are localized. Aqueous extracts of steamed
quintonil (148.0 and 170.6 mg GAE/100 g FW) showed an increase over aqueous extracts of
fresh quintonil (14.5 and 58.3 mg GAE/100 g FW) harvested in spring and fall respectively;
however, when quintonil was boiled, the material showed a significant decrease with
respect to fresh quintonil, which was caused by leaching whereby up to 75% of the phenolic
compounds were lost dissolved in the cooking water (62.2 and 74.2 mg GAE/100g FW)
harvested in spring and fall, respectively.

Our results found a maximum TPC content of 170.6 mg GAE/100 g FW in aqueous extracts
of quintonil steamed, harvested in fall. Studies performed previously [23,24,8] reported
49.43 mg GAE/g DW, 7.75 mg GAE/100 g DW and 8.30 mg GAE/100 g DW and 3.7 mg GAE/g
FW, although our results were lower, this concentration was higher than that reported for
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spinach (1.1-1.2 mg GAE/g FW), which is one of the most consumed quelite in Mexico [25].
The difference observed among studies could be attributed to the generic background, the
analytical methods and extraction procedures employed, the climatic and planting
conditions as well as the applied thermal treatments.

With regard to the harvesting season, fresh as well as thermally treated quintonil exhibited
the highest TPC content in fall. This could be caused by the hydric and luminous stress that
exerted on the plant by the drought season and lower temperatures. This results in
increased production of secondary metabolites, such as phenolic compounds for the
protection and defense of the plant [26].

Antioxidant activity Some authors described a high correlation between the content of
phenolic compounds and antioxidant activity [27, 28] while others have found no relationship
[29]. In the present study, there was no correlation between the content of thermally treated
quintonil phenolic compounds and the inhibition of the ABTS radical. Conversely, there were
no significant differences in the percentage of inhibition of the ABTS radical between the
different extraction solvents (water and methanol) and the thermal treatments applied
(boiling and steaming) with respect to fresh quintonil. The use of different extraction solvents
had a significant effect on the inhibition of DPPHe. Methanolic extracts had the highest
antioxidant activity for DPPHe, possibly caused by the solubility of the radicals, since ABTSe* is
soluble in aqueous and organic medium and the DPPH is dissolved in organic media (Table 2).
In the fresh and boiled quintonil extracts, a linear correlation between TPC content and
inhibition of ABTSe* was observed for the methanolic extracts of crude quintonil (r=0.96) and
the aqueous and methanolic extracts of boiled quintonil (r=0.97 and 0.98, respectively), in the
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inhibition of DPPHe, the methanolic and aqueous extracts of quintonil fresh and steamed also
presented a linear but negative correlation (r=-0.92, -0.94, -0.98 and -0.94, respectively), while
the aqueous and methanolic extracts of boiled quintonil had a positive correlation (r = 0.95
and 0.99), which shows that antioxidant activity does not depend only on their TPC content,
but also on the nature and type of TPC, the polarity of the components present in the extracts
and the type of radical to be inhibited.

Nitric oxide scavenging capacity of fresh and cooked quintonil extracts are show in Table 2.
Extracts of fresh quintonil displayed a range of nitric oxide inhibition from 55.8 to 79.2%,
boiled from 60.8 to 78.29%, whereas steamed from 73.6 to 94.7%. Nitric oxide scavenging
activity cooking water is also depicted in Table 2. The cooking water shows inhibition of
nitric oxide between 45.6 and 63.3%. The scavenging activities of each extract against nitric
oxide are attributable to the phenolics content which are known as free radical scavengers,
effective in suppressing NO, ONOO- [30,31].

Superoxide radical scavenging capacity of extracts from raw quintoniles is presented in
Table 2. It can be noticed a significant increase in the percentage of radical inhibition by
aqueous extracts, mainly those that were steamed and harvested in spring (87.7%), compared
to the fresh and boiled samples (68.2 and 65.8%, respectively). Significant differences
(p<0.05) in superoxide inhibition percentage were found among treatments, solvents and
time of the year. The superoxide inhibition percentages of boiled extracts were from 16.6
to 65.8%, and the steamed were from 34.1 to 87.7%. It appears that the extracts from
quintonil showed strong superoxide anion radical scavenging potential in spring, which was
reduced in fall. Similar results were reported by Xie et al. [6] who analyzed the antioxidant
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activity of Dryopteris erythrosora with respect to the season; they concluded that the
extracts from leaves showed strong superoxide anion radical scavenging potential in spring,
which were reduced in summer and autumn and diminished further in winter.

In the antioxidant activity against nitric oxide and the superoxide radicals, a negative

correlation with the content of TPC was observed.

Conclusions

The thermal treatment applied to “quintonil” affected significantly the content of bioactive
constituents. Chlorophyll decreased after steam cooking and boiling with respect to crude
quelite; phenolic compounds became more available after steam cooking, while after
boiling, leaching occurred whereby up to 75% of the phenolic compounds were lost and
mostly dissolved in the cooking water.

Quintonil samples from the same crop, produced under similar conditions of planting in the
same geographical area and harvested at a similar stage of maturity, but at different times
of the year, showed marked differences in antioxidant content; however, for a more precise
evaluation of the effects of climatic factors on the phytonutrient content, large-scale field
trials are necessary for several years. Our results confirm that despite the marked variability
shown in the antioxidant content, the autumn conditions favored the production of total
phenolic compounds, whereas the conditions in spring favored greater inhibition of the
superoxide free radical.

The chlorophyll and phenolic compounds present in the quintoniles, as well as their
antioxidant activity after the application of a given heat treatment, make it an important
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food resource, with a functional potential and of low cost in comparison with other foods,
and deserves attention as it could contribute significantly to the nutrient needs of

consumers and could be used as a source of bioactives.
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Figure caption

Fig. 1 Effect of heat treatment and harvest time on chlorophyll content
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Fig. 1 Effect of heat treatment and harvest time on chlorophyll content
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Table 1 Effect of thermal processing and harvesting season on the TPC content for
aqueous and methanolic extracts

Thermal processing  Harvesting season Extraction solvent TPC

(mg GAE/100g )

Spring Water 145+ 1.4 23

Fresh Methanol 83.6+0.3 @2

Fall Water 58.3+6.2 22

Methanol 106.8 +3.722

Spring Water 15.0+0.3 b2

Boiling Methanol 19.2+1.8 b2

Fall Water 29.2+1.3 b

Methanol 33.8+0.3 b2

Spring Water 148.0 + 5.5%2

Steaming Methanol 70.7+2.5 ¢

Eall Water 170.6 +1.6

Methanol 94.4+2.6

. Spring Water 62.2+2.1 @2

Cooking water Fall Water 742 + 4.3 22

The results are expressed in FW as the main value + standard deviation. The different letters of each
column indicate the significant difference of the heat treatments and extraction solvents (95% confidence
level).
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Table 2 Effect of thermal processing and harvesting season on the antioxidant activity for

aqueous and methanolic extracts

Thermal Harvesting Extraction ABTSe* (%) DPPH ¢ (%) NO- (%) 02 (%)
processing season solvent

Fresh Spring Water 28.9+4.322 16.1+1.34%2 66.7 +4.622 68.2 +2.622
Methanol 26.3+4.72* 89.3+0.9%F 63.2 +3.52%b 456+ 1.6*°
Fall Water 37.6+4.922 11.8 +0.722 79.2 +3.822 52.8+2.122
Methanol  47.5+0.422 86.0+0.4%P 55.8 +3.82P 20.7 +3.53b
Boiling Spring Water 28.6+5.122 14.6 +1.253 78.9+1.822 65.8+2.622
Methanol 31.2+4.622 34.0+3.7%% 60.8 +5.62F 16.6 + 0.6
Fall Water 32.2+2.422 38.5+1.2b2 66.5+1.322 54.0 +5.322
Methanol 36.6 +2.422 53.3+3.3bP 66.7 +2.9%F 59.8 +5.32F
Steaming Spring Water 304 +1.4°2 84.2+1.8¢%2 78.3 +1.002 87.7 +1.03?
Methanol 25.5+2.922 94.7+ 0.4 83.0+4.4% 42,0+1.32b
Fall Water 38.6+1.422 73.6+2.6¢%2 83.3 +3.8b2 59.8 +2.022
Methanol 50.1+3.422 89.9 +0.9¢b 73.3+2.9b2 34.5+6.92F
Cooking Spring Water 16.4+1.7°2 87.4+0.392 45.6 +6.3% 48.4 +1.32%2
water Fall Water 48.2 +0.622 82.8 +2.1492 63.3 +3.8¢ 37.6 +3.522

The results are expressed in FW as the main value + standard deviation. The different letters of each column indicate the significant
difference of the heat treatments and extraction solvents (95% confidence level).
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