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RESUMEN GENERAL

Nutrientes, antioxidantes y flavonoides en semillas de Chenopodium
quinoa Willd cultivadas en México y Ecuador

Las semillas de Chenopodium quinoa, ricas en nutrientes y compuestos
bioactivos carecen de estudios en regiones diferentes a las de su habitat de
origen. El objetivo de este trabajo fue analizar y comparar las propiedades
nutricionales y antioxidantes de semillas de quinoa cultivadas en Ecuador y
México, asi como determinar la estructura molecular de algunos flavonoides. El
cultivo de quinoa mexicana fue adaptado y mejorado a las condiciones
climatologicas del Estado de Morelos, mientras que los dos cultivares de
Ecuador, fueron proporcionados por agricultores de la regién. Las propiedades
nutricionales se evaluaron mediante los siguientes estudios: analisis proximal,
contenido mineral, perfil de aminoacidos y de &cidos grasos. Se cuantificaron los
fenoles y betalainas totales, y la capacidad antioxidante. De las semillas blancas
de Ecuador se obtuvieron cinco extractos de polaridad creciente. Del extracto
hidro-etandlico se aislaron, por HPLC, tres flavonoides cuya estructura quimica
fue elucidada por RMN de 'H y 13C y experimentos bidimensionales COSY,
HMBC y HSQC. Las semillas blancas de Ecuador contienen la mayor
concentracion de proteinas (16.59 g 100 g*). La concentraciéon de minerales P,
Cay Mg fue mas alta en los granos de quinoa mexicana: 424.66, 60.33, y 152.33
mg 100 g, respectivamente. Por otro lado, los aminoacidos arginina, acido
glutdmico y alanina fueron los mas abundantes en los tres cultivares y los
porcentajes de acidos grasos insaturados vari6 entre 74 y 78%. Las semillas de
quinoa mexicana presentaron el mayor contenido de compuestos fendlicos del
orden de 2.9 mg EAG g. La concentracion de betalainas en quinoa roja fue de
83.3 mg 100 g*. A partir del extracto hidro-etanélico, el cual mostré un mayor
rendimiento y una mayor capacidad antioxidante, se aislaron y purificaron los
flavonoides quercetina 3-O-(2°7,6""-di-O-a-ramnopiranosa)-B-galactopiranosa
(1), kaempferol 3-O-(2"°, 6°-di-O-a-ramnopiranosa)-p-galactopiranosa (2) y
quercetina 3-O-(6""-O-a-ramnopiranosa)-B-galactopiranosa (3), este Ultimo
descrito por primera vez.

Palabras clave: Chenopodium quinoa, flavonoides, capacidad antioxidante

Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Programa de Posgrado en Ciencia y
Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Autonoma Chapingo.

Autor: Magali Anabel Cafiarejo Antamba

Directora de Tesis: Diana Guerra Ramirez, Dra.
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GENERAL ABSTRACT

Nutrients, antioxidant, and flavonoids in Chenopodium quinoa Willd seeds
grown in Mexico and Ecuador

Chenopodium quinoa seeds, abundant in nutrients and bioactive compounds,
lack studies in different regions from those of their original habitat. In this work,
the nutritional and antioxidant properties of quinoa seeds that grown in Ecuador
and in Mexico were analyzed and compared. Also, the determination of the
molecular structure of some flavonoids was done. The Mexican quinoa cultivation
was adapted to the climatic conditions in the State of Morelos, while the two
cultivars from Ecuador were provided by farmers of these region. The nutritional
properties were evaluated using these studies: proximal analysis, mineral content,
amino acid, and fatty acid profile. Total phenols, betalains, and antioxidant
capacity were quantified. Five extracts of increased polarity from white seeds from
Ecuador were obtained. Three flavonoids were isolated by HPLC from the
hydroethanolic extract, and their chemical structure was elucidated by *H and *C
NMR and bidimensional experiments such as COSY, HMBC, and HSQC. The
white seeds from Ecuador contain the highest proteins concentration of 16.59 g
100 g!. The concentration of P, Ca, and Mg minerals was higher in Mexican
quinoa grains: 424.66, 60.33, y 152.33 mg 100 g, respectively. On the other
hand, arginine, glutamic acid and alanine were the most abundant amino acids in
the three cultivars and the percentages of unsaturated fatty acids varied from 74
to 78%. Mexican quinoa seeds presented the highest content of phenolic
compounds of the order of 2.9 mg EAG g. The concentration of betalain in red
quinoa was 83.3 mg 100 g*. The next flavonoids compounds: quercetin 3-O-
(27,6""-di-O-a-rhamnopyranose)-B-galactopyranose (1) kaempferol 3-O-(2"", 6”"-
di-O-a-ramnopyranose)-B-galactopyranose (2) and quercetin 3-O-(6""-O-a-
rhamnopyranosa)-B-galactopyranose (3) were isolated and purified from
hydroethanolic extract, which showed a higher yield and a higher antioxidant
capacity than the other extracts. Compound 3 was described for the first time.

Key words: Chenopodium quinoa, flavonoids, antioxidant capacity
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1. INTRODUCCION GENERAL

La quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) es un grano alimenticio nativo de la
region Andina perteneciente a la familia de las Amarantaceas. Este grano es
producido tradicionalmente en paises como Bolivia, Colombia, Perd, Ecuador y
Chile, pero también es cultivado en paises como México, Estados Unidos,
Canada, Espafa, Francia, Reino Unido, China, y en el continente Africano
(Alandia et al., 2020). La produccion mundial anual de este grano es de 150.000
toneladas (Hernandez-Ledesma, 2019) y cerca del 74% de esta produccién es
cubierta por la paises Andinos (Alandia et al., 2020). De acuerdo con la
Organizacion de las Naciones Unidad para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
Ecuador es el tercer productor de quinoa mas importante de América del Sur con
una produccion anual para el 2019 de 4.5 toneladas. Mientras que, en México la
quinoa es cultivada en forma dispersa y en pequefias unidades experimentales,
razon por la cual no existen registros oficiales de produccion. Este grano puede
crecer desde el nivel del mar hasta 400 metros de altitud y tolerar condiciones
extremas de suelo y clima (Melini & Melini, 2021). En cuanto a la diversidad
genética, aproximadamente 250 especies del género Chenopodium son
cultivadas en diferentes regiones del mundo (Hernandez-Ledesma, 2019), y
parametros como color, forma del grano, tipo de inflorescencia, contenido de
proteina, saponinas y betalainas son variables de interés para su conservacion y

adaptacion (Rojas et al., 2011).

Las semillas de quinoa son reconocidas como un super alimento debido a su alto
valor nutricional y beneficios potenciales para la salud (Filho et al., 2017). Estas

semillas presentan un contenido de proteina entre 10 y 14% (Lee & Sim, 2018) y
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un adecuado balance de aminoacidos principalmente de lisina, treonina y
metionina (Vega-Galvez et al., 2010) que son superiores a cereales como el
arroz, maiz y trigo (Vilcacundo & Hernandez-Ledesma, 2017). Ademas, la quinoa
es fuente de azlcares libres, acido organicos, lipidos (Pellegrini et al., 2018;
Pereira et al., 2019), y vitaminas C, B1, B2, B6 y E, las cuales son esenciales
para la salud humana. También se conoce que la quinoa concentra cantidades
significativas de los minerales calcio, fosforo, hierro, potasio, magnesio, zinc,
entre otros y algunos de éstos se encuentran en cantidades superiores a los

cereales tradicionales (Filho et al., 2017).

Adicionalmente a los macronutrientes, la quinoa también contiene varios
metabolitos secundarios como son los acidos fendlicos, flavonoides, y
compuestos nitrogenados como las betalainas (Lin et al., 2019). Estos
compuestos intervienen en diversas funciones fisiolégicas de la planta, como
mecanismo de defensa natural y contribuyen en las caracteristicas sensoriales
de los frutos y vegetales. Cabe resaltar que los compuestos fendlicos tienen un
efecto positivo en la salud de las personas debido a su capacidad para atrapar
radicales libres, los cuales estan relacionados con el desarrollo de enfermedades
cardiodegenerativas, cancer, diabetes, neurodegenerativas, inflamatorias y
bacterianas (Vilcacundo & Hernandez-Ledesma, 2017). En semillas de quinoa, el
contenido de compuestos fendlicos totales varia desde 16.8 hasta 59.7 mg 100
g! y aproximadamente entre el 7 y 60% de este contenido corresponde a los
acidos fendlicos (Wang & Sun, 2019). Asimismo, en variedades de quinoa de
color rojo y negro cultivadas en Peru han reportado fenoles totales desde 2.5
hasta 7.9 mg EAG g (Abderrahim et al., 2015), mientras que, quinoas cultivadas
en China han reportado valores entre 1000 y 1500 mg EAG 100 g' y para
flavonoides totales entre 350 y 450 mg ER 100 g (Liu et al., 2020). Esta variacién
en el contenido esta relacionado con las condiciones del cultivo, la variabilidad

genética de la especie y el método experimental (Fischer et al., 2013). También,
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se ha documentado en quinoa la identificacion de 23 compuestos fendlicos, de
los cuales la mayoria fueron acidos fendlicos junto con los flavonoides quercetina
y kaempferol (Tang et al., 2015). Estos dos ultimos compuestos son los
polifenoles mayoritarios en la quinoa con concentraciones individuales de 0.84

mg g (Hernandez-Ledesma, 2019).

Por otro lado, algunos estudios han identificado la composicion estructural de
compuestos derivados de quercetina y kaempferol glicosilado en semillas de
quinoa blanca, roja y negra (Dini et al., 2004; Gémez-Caravaca et al., 2011;
Hirose et al.,, 2010; Pereira et al.,, 2020). Para la identificacion de estos
compuestos generalmente se utilizan la combinacion de métodos
cromatograficos, resonancia magnética nuclear (RMN) mononucleares vy
binucleares, espectrometria de masas e FT-IR. Inicialmente, la espectroscopia
de FT-IR permite determinar los posibles grupos de compuestos con base en su
absorbancia caracteristica, mientras que el resto de métodos contribuyen con la
separacion e identificacién de los compuesto (Cheynier, 2012). Los resultados de
estos estudios demostraron la presencia de quercetina y kaempferol glicosilados
en el carbono C-3, ademas de los ésteres glucosilicos del acido vanilico. Los
residuos de azlcares que mas comunmente se encuentran unidos a los
flavonoides encontrados en las semillas de quinoa son glucosa, galactosa,
ramnosa, y apiosa. La quercetina y kaempferol glicosilados son potentes
antioxidantes capaces de atrapar especies reactivas de oxigeno (EROS),
causantes del estrés oxidativo, y exhibir propiedades biologicas en beneficio de

la salud de las personas (Xiao, 2017).

Aunque varios estudios describen las cualidades nutricionales y nutracéuticas de
variedades de quinoa adaptadas en distintas regiones de todo el mundo (Miranda
et al., 2011; Pellegrini et al., 2018; Pereira et al., 2019; Tang et al., 2015), a la
fecha no se habian descrito estudios de variedades nativas de Ecuador y

genotipos adaptados en México. Tampoco se habia explorado el tipo de
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metabolitos secundarios en semillas de quinoa de Ecuador. Bajo este contexto,
surge el interés de comparar las propiedades nutricionales y antioxidantes entre
las semillas de quinoa mexicana y de quinoa ecuatoriana. Asi como, aislar e

identificar compuestos bioactivos en extractos de quinoa ecuatoriana.

Este trabajo estd dividido en cuatro capitulos, el primero consta de una
introduccién general, el segundo corresponde a la revision de la literatura
relacionada con los principales temas en los que se basa esta tesis: propiedades
nutricionales, antioxidantes y aislamiento de metabolitos secundarios a partir de

extractos de semillas de quinoa.

En el tercer capitulo se describe la comparacion de las propiedades nutricionales
y antioxidantes de los tres cultivares de quinoa estudiados, uno adaptado a las
condiciones edafocliméticas del Estado de Morelos, México y dos provenientes
de los Andes del Ecuador. Las propiedades nutricionales fueron estudiadas
evaluando la composicion proximal, el contenido mineral, y los perfiles de
aminoacidos y acidos grasos. En tanto que, las propiedades antioxidantes se
evaluaron cuantificando los fenoles totales, betalainas y por los ensayos ABTS,
FRAP y DPPH. Los resultados de este trabajo fueron publicados en la revista
Chilean Journal Agricultural Research con el titulo “Comparision of nutritional and
nutraceutical properties of Chenopodium quinoa cultivated in Mexico and
Ecuador”, DOI: 10.4067/S0718-58392021000400507. Octubre 2021. Por esta

razon, se incluye en la tesis con las normas editoriales de la revista.

En el cuarto capitulo se detalla el proceso de separacién e identificacion de tres
metabolitos secundarios. A partir del extracto hidro-alcohdlico de las semillas de
quinoa se aislaron y purificaron, mediante diferentes técnicas cromatograficas,
los flavonoides quercetina 3-O-(2"",6""-di-O-a-ramnopiranosa)-B-galactopiranosa
(1), kaempferol 3-O-(2”°, 6°-di-O-a-ramnopiranosa)-f-galactopiranosa (2) y

quercetina 3-O-(6""-O-a-ramnopiranosa)-B-galactopiranosa (3). La estructura
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guimica de estos compuestos fue elucidada mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF, RMN de H?, C13y experimentos bidimensionales HMBC, HSQC, y
COSY, cabe mencionar que, de acuerdo con la literatura, el compuesto 3 resulto

ser un nuevo producto natural.

1.2. Objetivos

General:

Comparar las propiedades nutricionales y el potencial nutracedtico de semillas
de quinoa cultivadas en Ecuador, respecto a las cultivadas y adaptadas en
condiciones edafoclimaticas diferentes a las de su habitat de origen, para valorar
su consumo y aplicaciones en la agroindustria.

Particulares:

e Analizar las propiedades nutricionales y antioxidantes de tres accesiones
de semillas de quinoa, dos provenientes de Ecuador y una cultivada y
adaptada en el estado de Morelos, México, para determinar si las
condiciones ecoldgicas influyen en la composicion de nutrientes vy
potencial nutracéutico.

e Aislar y purificar, mediante técnicas cromatograficas, metabolitos
secundarios a partir de extractos polares de semillas de quinoa.

e Elucidar la estructura molecular, mediante técnicas espectroscoépicas y
espectrométricas, de los metabolitos secundarios obtenidos a partir de
extractos polares de semillas de quinoa.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y distribucién

La quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) ha sido por décadas un alimento basico
pre-hispanico para las comunidades de la region Andina. Segun las
caracteristicas boténicas, la quinoa pertenece a la familia de las Amaranthaceas,
es una planta dicotiledonea que puede crecer hasta una altura de 3 metros. Las
semillas de quinoa son pequefias con un diametro entre 1 a 2.5 mm y su color
varia entre el blanco y negro con tonalidades amarillas, marron, rosado y rojo;
sus semillas se asemejan en funcion y composicién a las de los verdaderos
cereales, motivo por el que se denomina “pseudocereal” (Mir, Riar, & Singh,
2018). La planta tolera condiciones ambientales de estrés abiético (resistencia a
suelos salinos, heladas, y sequedad), y puede ser cultivada desde el nivel del
mar hasta 4000 metros de altitud (Vega-Galvez et al., 2010). Esta amplia
adaptacion ha permitido que la semillas puedan expandirse a otros paises como
China (Li et al., 2018), Corea (M. Lee & Sim, 2018), Alemania (Prager et al.,
2018), Dinamarca, Polonia, Italia, Suecia, y Africa, lugares donde se ha
destacado como un alimento potencial para su consumo (Bhargava & Ohri, 2016;
Ruiz et al.,, 2014). En consecuencia de esto, tanto la diversificacion como la
investigacion de la quinoa ha incrementado de manera exponencial y constante

en diferentes lugares del mundo.

En el afilo 2013, semillas de quinoa peruana fueron introducidas por primera vez
en México y adaptada a diferentes condiciones ecoldgicas. Posteriormente, el
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) y otras
instituciones de investigacion agricola extendieron el cultivo de quinoa a la regién
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norte (Torredn, Coahuila a 1300 m.s.n.m.), a la regién centro (Texcoco, México;
Valle de Toluca entre 2300 y 2600 m.s.n.m.), a la zona calida del Estado de
Morelos a 940 m.s.n.m., y a la regién sur (Veracruz a 10 m.s.n.m.). En la regién
Andina, se han identificado sitios de dispersion de las semillas de quinoa
ubicados en los alrededores del Lago Titicaca en Bolivia y Perd. Sin embargo, la
distribucion natural de las semillas va desde Colombia hasta parte del sur de los
Andes de Chile, e incluye a Bolivia, Ecuador, Perq, y Argentina, éstos paises a
Su vez son responsables de su biodiversidad (Ruiz et al., 2014).

4.4. Produccién

La quinoa (Chenopodium quinoa Willd) es un grano antiguo de alto valor cultural
y considerado por la poblacion andina como un alimento sagrado. La alta
adpatabilidad de la quinoa a condiciones ambientales extremas ha permitido
diversificar la produccion en regiones distintas a las de su origen, como la India,
USA, China, Canada, y Europa (Hernandez-Ledesma, 2019). La produccion
mundial anual de este grano es de 159 647 toneladas para el 2018 con una
tendencia de crecimento anual. En Sur América, hasta ahora, la produccién de
guinoa se ha concentrado principalmente en Peru y Bolivia con 88.2 ton/ha 'y 68.9
ton/ha respectivamente, y en menor volimen en Ecuador con 4.5 toneladas para
el afno 2019 (FAO, 2019). Para el Ecuador la quinoa es un alimento clave para
fomentar la seguridad alimentaria de la regién; sin embago, su produccion en los
altimos cinco afios ha tenido un declive debido a factores sociales, agrondmicos,
tecnoldgicos y limitaciones de comercializacion. Sus semillas son producidas por
familias y asociaciones campesinas de las provincincias de Carchi, Imbabura,
Chimborazo, y Pichincha, principalmente. No se registra en el sistema de
informacion nacional el tipo de variedad de quinoa cosechada. En México la
guinoa es un cultivo nuevo y se produce en pequefas cantidades, razén por la

cual no existen registros oficiales de produccién.
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En distintos estudios se ha informado que el cultivo de quinoa puede crecer en
condiciones extemas de temperatura (-4 a 38°C), bajas precipitaciones (50
mm/afio) y suelos pobres en nutrientes, por tanto se convierte en un cultivo
estratégico para las regiones de Africa y Asia, donde la produccion de alimentos
es limitada a causa del cambio climatico y desertificacion (Graf et al., 2015). Las
semillas de quinoa estan presentes en la elaboracion de mdltiples productos
alimenticios (pastas, chocolates, harinas, alimentos de animales, horneados,
germinados, bebidas, barras energéticas, entre otras) y aporta cantidades
importantes de nutrientes, principalmente de proteinay lipidos (Ceyhun & Sanlier,
2019). En la actualidad la harina de quinoa puede ser utilizada como un
ingrediente sustituto funcional del trigo para la preparacién de productos de
panaderia sin gluten (Romano et al., 2019). La creciente demanda de las
personas por alimentos nutritivos con potencial terapéutico motiva a la Industria
Alimentaria hacia la produccién y utilizacion del cultivo de quinoa en distintas

partes del mundo.

2.3. Variabilidad genética de la quinoa

La adaptacién de la quinoa a condiciones ambientales distintas a las de su origen
ha permitido promover la agrobiodiversidad de especies y conservacion de los
recursos naturales en una zona especifica. La diversidad genética de la quinoa
abarca cerca de 3.121 variedades del género Chenopodium, y su conservacion
y manejo esta bajo responsabilidad de Instituciones Agrarias y Universidades
distribuidas en toda la franja Andina. Los paises Bolivia y Per concentra la mayor
variabilidad genética de la especie (5000 accesiones) seguido de Ecuador, donde
se conservan 642 accesiones aproximadamente. Estos paises conservan a la
quinoa dentro de bancos de germoplasma, en donde sus semillas mantienen una
actividad fisiologica minima para evitar la pérdida de viabilidad (Rojas et al.,

2011). Segun Hernandez-Ledesma (2019) aproximadamente 250 especies del
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género Chenopodium son cultivadas en todo el mundo, las cuales incluyen a

materiales vegetales silvestres y cultivadas en campos andinos.

La diversidad genética se ha clasificado de acuerdo con criterios de; morfologia,
fenologia, genética y de historia de cultivo, que permiten agrupar en distintas
poblaciones. Sin embargo, la valoracion del hbito de crecimiento, color de la
planta, color y forma del grano, inflorescencia, contenido de proteina, saponinas
y betalainas parecen ser los criterios mas importantes de clasificacion (Rojas et
al., 2011). Uno de los componentes de la variabilidad fenotipica es el color del
grano, y en la mayoria de las accesiones identificadas en la region Andina se
presentan variantes de grano pigmentado. Los granos de quinoa muestran una
amplia gama de tonalidades que incluyen; blanco, crema, amarillo, rosa, rojo,
morado, café y negro. El color de las semillas pigmentadas se debe a que las
betalainas se encuentran localizadas en el pericarpio del grano. Las betalainas
son pigmentos naturales utilizados en productos alimenticios y farmacéuticos y
poseen importantes propiedades bioldgicas para el cuerpo humano (Graf et al.,
2015).

2.4. Composicion quimica del grano de quinoa

Las accesiones de quinoa que han sido adaptadas en distintas partes del mundo
reportan una composicion promedio del 15.3% de proteina y 70% de
carbohidratos (Filho et al., 2017). Las semillas pigmentadas (rojo/negro)
presentan mayor contenido de carbohidratos (Pereira et al., 2019) y un alto
contenido de fibra dietaria insoluble (Pellegrini et al., 2018). La composicion

proximal de la quinoa blanca, roja y negra se muestra en el Cuadro 1.

Por otro lado, el cultivo de quinoa podria ser una alternativa de semillas
oleaginosas por su alta calidad y contenido de &cidos grasos, prinicipalmente de
acidos grasos poliinsaturados como el acido linoléico (48-52%) y linolénico (4.6-
8.0%) (Filho et al.,, 2017). Estudios han demostrado que los acidos grasos
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poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés) ejercen un impacto positivo
sobre la salud de las personas, debido a que estan asociados con la prevencion
de enfermedades cardiovasculares, cancer, hipertenion, diabetes, entre otras.
Asimismo, el contenido de PUFA en semillas de quinoa supera a lo reportado en
aceites de mani, almendra, oliva, coco, germen de trigo y germen de arroz
(Orsavova et al., 2015).

Cuadro 1. Composicién proximal en quinoa de grano blanco, rojo y negro (% en
base seca)

Quinoa
Compor(l(;)r;te Blanca Roja Negra
Humedad 8.8 7.9 7.4
Proteina 13.5 14.5 13.8
Cenizas 2.4 2.5 2.5
Lipidos 5.7 6.6 6.1
Carbohidratos 74.1 73.2 76.3

Fuente: Pereira et al. (2019) y Pellegrini et al. (2018).

La quinoa es considerada como un alimento de alta calidad proteica debido a la
presencia de aminoacidos esenciales, los cuales son necesarios para los
distintos procesos metabolicos del cuerpo humano y benefician la salud. En
particular, la proteina de quinoa es alta en lisina, histidina, y metionina,
aminoacidos que son limitante en cereales tradicionales como trigo, cebada,
maiz, y soya. Las principales proteinas de almacenamiento en la quinoa segun
el orden de abundancia son la globulina (37%) y albumina (35%), estos
porcentajes podrian cambiar segun la variedad de la especie. La globulina de tipo
11S, también denominada Chenopodina, es una proteina hexamérica que consta
de subunidades basicas y acidas unidas por un enlace disulfuro con un peso
molecular de 320 kilo Daltones (kDa). Mientras que, la albumina de tipo 2S esta
conformada por fragmentos heterogéneos de proteina unidos por dos enlaces
disulfuro con un peso molecular entre 8 a 9 kDa (Dakhili et al., 2019). Segun los

requerimientos nutricionales de la FAO, la quinoa es un alimento referencial de
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una dieta adecuada para infantes, nifios y adultos (Abugoch-James, 2009). El
perfil de aminoacidos escenciales con respecto a otros cereales se muestra en

el Cuadro 2.

Cuadro 2. Contenido de aminoacidos esenciales presentes en quinoa
comparado con otros cereales.

(%)
Aminoacidos Quinoa Maiz Arroz Trigo
Isoleucina 4.9 4.0 4.1 4.2
Leucina 6.6 12.5 8.2 6.8
Lisina 6.0 2.9 3.8 2.6
Metionina 5.3 4.0 3.6 3.7
Fenilalanina 6.9 8.6 10.5 8.2
Treonina 3.7 3.8 3.8 2.8
Triptéfano 0.9 0.7 1.1 1.2
Valina 4.5 5.0 6.1 4.4

Fuente: Silva et al. (2020)

Ademas del contenido de proteina, lipidos y carbohidratos, la quinoa es rica en
micronutrientes como vitaminas y minerales. Algunas vitaminas identificadas en
este pseudocereal son &cido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) ,
thiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), niacina (vitamina B3), asi como
altas concentraciones de &cido félico. Se ha informado que el contenido de
riboflavina (B2) en una porcion de 100 gramos de quinoa alcanza a cubrir cerca
del 80% de los requerimientos de los nifios y el 40% de los de adultos (Semra
Navruz-Varliy Nevin Sanlier, 2016). Tambien se resalta la presencia de minerales
principalmente de potasio (0.01-502 g/100g), fésforo (140-530 g/100g), magnesio
(26-502 g/100q), y calcio (27.5-148.7 g/100g) en cantidades suficientes para una
dieta balanceada (Hernandez-Ledesma, 2019). Todos estos micronutrientes

constituyen un componente importante de alimentacion.
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2.5. Compuestos fendlicos en semillas de quinoa

Adicional a los macronutrientes, la quinoa posee algunos metabolitos
secundarios que incluyen a los acidos fendlicos, flavonoides, y compuestos
nitrogenados (betalainas). Estos metabolitos actian como proteccion de la planta
frente a condiciones de estrés ambiental y exhiben efectos positivos sobre la
salud humana por sus varias actividades biolégicas como antioxidantes,
antiinflamatoria, anticancerigenas, antibacterianas, inmunoreguladoras vy
antidiabéticas (Vilcacundo & Hernandez-Ledesma, 2017; Lin et al., 2019). Por
tanto, los beneficios potenciales de la quinoa para la salud, ademas de sus macro
y micronutrientes, son los metabolitos secundarios que también contribuyen en

ella.

2.5.1. Acidos fendlicos

Estructuralmente, los acidos fendlicos son compuestos que contienen un anillo
aromatico con al menos uno o mas sustituyentes hidroxilo (OH); estos
compuestos pueden existir en forma libre o como fenoles ligados a estructuras
de la pared celular vegetal (Balasundram et al., 2006). En quinoa, los &cidos
fendlicos se encuentran localizados principalmente en el pericarpio de las
semillas y se han reportado mas comunmente los &cidos vanilico, p-
hidroxibenzoico, galico, p-cuméarico, ferdlico y cafeico (Figura 1).
Aproximadamente 22 compuestos fendlicos en forma libre y conjugada han sido
encontrados en semillas de quinoa; la mayoria fueron acidos fendlicos junto con
los flavonoides quercetina y kaempferol (Tang & Tsao, 2017). Liu et al. (2020)
informaron que el &cido ferdlico (76-251 mg/kg), vanilico (14-523mg/kg), y p-
cumarico (10.6 mg/kg) son los &cidos fenolicos mas abundantes en quinoa y
aseguran que la quinoa de color rojo y negro concentran mayor contenido de

acidos fendlicos libres. El &cido siringico es mayoritario en estas quinoas.
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Figura 1. Estructura de acidos fendlicos presentes en semillas de quinoa
(Tang & Tsao, 2017).

En otro estudio, encontraron los mismos resultados en quinoa cultivada en
Canada, y adicionaron la presencia de los compuestos betaninas e isobetaninas
en semillas de quinoa roja y negra (Tang et al.,, 2015). El contenido de
compuestos fendlicos totales cambi6 segun la variedad y el grado de molienda
de las semillas. Han et al. (2019) encontraron que el contenido total de fendlicos
de quinoa cultivada en China disminuy6 de 200.4 a 137.36 mg EAG 100 g con
el aumento del tiempo de molienda del grano de 0 a 70 segundos. Los valores
de capacidad antioxidante también disminuyeron de manera similar (cercano al
40%). La estructura quimica de los compuestos fendlicos le confiere propiedades
antioxidantes, las cuales estan relacionadas con la prevencion de enfermedades
degenerativas. En la actualidad, las enfermedades coronarias son la principal
causa de muerte, por lo que alimentos de alto valor nutricional y ricos en
antioxidantes naturales podrian contribuir con la proteccion cardiovascular e

incrementar la calidad de vida de las personas (Filho et al., 2017).
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2.5.2. Flavonoides

Los flavonoides en el grano de quinoa estan localizados en la cubierta del grano
y contribuyen a diversos efectos fisiolégicos de la planta. Estos compuestos
pertenecen al grupo de polifenoles mayoritarios, y su estructura basica consta de
dos anillos aromaticos (A y B) unidos por una unidad de tres carbonos. Las
semillas de quinoa concentran entre 36.2 a 144.3 mg g* de flavonoides totales
(Wang & Sun, 2019); sin embargo, estos valores varian segun las condiciones
del cultivo, variabilidad genética y factores ambientales (Miranda et al., 2011).
Los flavonoides principales en esta especie son la quercetina y el kaempferol,
ademas de las agliconas, acacetina, mircetina, daidzeina, y genisteina. Segun
sus caracteristicas estructurales, estos compuestos pueden clasificarse como
flavonas, flavonoles, flavononas, flavanoles, e isoflavonas (Lin et al., 2019). Los
flavonoles glicosilados son los compuestos mas abundantes en esta especie;
estan constituidos principalmente por derivados de quercetina y kaempferol
(Figura 2) con concentraciones alrededor de 0.84 mg g* de cada compuesto
(Hernandez-Ledesma, 2019). Como se menciond anteriormente, la interacciéon
genotipo-ambiente (GxA) es un factor relevante para la acumulacion de estos
compuestos. Por otro lado, se ha demostrado que los derivados glicosilados de
guercetina y kaempferol identificados en quinoa presentan actividad antioxidante,
antiinflamatoria, cardioprotectora y antibacteriana (Lin et al.,, 2019). Estas
propiedades benéficas estan asociadas con su relacién estructura-actividad,
donde el tipo de glicosilacién y la posicion del azucar influyen sobre una mayor o
menor bioactividad, asi como en su estabilidad quimica y enzimatica (Lee et al.,
2019; Xiao, 2017).
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Figura 2. Estructura quimica de tipos de flavonoides

La obtencion de quercetina y kaempferol glicosilados en extractos de
Chenopodiumm quinoa ha sido reportada por varios autores. Por ejemplo,
Pereira et al. (2020) evidenciaron la presencia flavonoides, en semillas de quinoa
cultivadas en Peru, cinco derivados glicosilados de la quercetina y tres derivados
glicosilados del kaempferol. Estos compuestos fueron extraidos en los
disolventes etanol/agua y analizados por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC, siglas en inglés) y por espectrometria de masas de ionizacion por
electroespray (ESI/MS, siglas en inglés). Las estructuras quimicas de las
moléculas derivadas de quercetina y kaempferol se muestra en la Figura 3. Estos

compuestos también fueron identificadas previamente por Dini et al. (2004) en la
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quinoa dulce var. Kancolla cultivada en Peru y por Hirose et al. (2010) en la

variedad de quinoa NL-6 cultivado en Japon.

R R> m/z: [M-H]
OH H  quercetina-3-0-(2,6-di-O-a-ramnopiranosilo-B-galactopiranosilo) 755
OH H  quercetina-3-0-(2,6-di-O-a-ramnopiranosilo-3-glucopiranosido) 755
OH H  quercetina-3-O-fB-apiofuranosilo-6-O-a-ramnopiranosilo-B- 741

galactopiranosilo

OH H  quercetina-3-O-[B-b-apiofuranosilo (1°"""—2"")-p-b- 595

galactopiranosido

OH H  quercetina-glucuronida 477
OH H  quercetina-3-O-glucosida 463
H H  kampferol-3-O-(2,6-di-O-a-ramnopiranosilo-p-galactopiranosilo) 739
OCHs CHs kaempferol-3-O-B-p-apiofuranosilo (1°""—2"")-O-[a-L- 741

ramnopiranosilo-(1"""" — 6"")]-B-b-galactopiranosilo

H H  kaempferol-3-O-B-b-glucuronopiranosido 461

Figura 3. Estructura de flavonoides aislados en quinoa
(Dini et al., 2004; Gomez-Caravaca et al., 2011; Hirose et al., 2010).
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2.6. Betalainas

Estas moléculas son pigmentos naturales producidos por algunas familias de
plantas, incluyen a los grupos betacianinas (coloracion rojo-violeta) y
bataxantinas (coloracion amarillo-naranja). Algunos de los pigmentos
nitrogenados determinados en quinoa son amarantina, betanina, isobetanina,
dopaxantina, indicaxantina, y miraxantina; los tres primeros conforman el grupo
de betacianias y los tres ultimos incluyen el grupo de betaxantina (Lin et al.,
2019). Las betalainas son derivados del amino&cido tirosina y se ha confirmado
la presencia de este pigmento en las semillas de quinoa de color (Graf et al.,
2015). Estructuralmente son distintas a los compuestos fendlicos, pero
comparten interés agroalimentario debido a su potencial bioactivo, el cual esta
relacionado principalmente con las propiedades antioxidantes, anticancerigenas
y antibacterianas. En las variedades de quinoa de color rojo y negro, el contenido
de betalainas totales varia entre 0.18 y 6.10 mg 100 g de harina de quinoa. Se
ha demostrado una correlacion positiva entre la capacidad antioxidante y las
betalainas, por lo tanto, estos pigmentos aportan como fuente natural de

antioxidantes en las semillas (Abderrahim et al., 2015).

2.7. Actividades biologicas de los compuestos fendélicos

El interés en los compuestos fendlicos ha sido relevante por su implicacion en la
salud humana, debido a sus caracteristicas terapéuticas, las cuales estan
asociadas con sus propiedades antioxidantes. Los compuestos fendlicos se
caracterizan por la capacidad de capturar radicales libres que provocan
reacciones de oxidacion en cadena, las cuales inducen dafios a moléculas
bioldgicas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Soobrattee et al., 2005). El
estrés oxidativo causado por el exceso de nivel de especies reactivas de oxigeno
(ROS, siglas en inglés) contribuyen al desarrollo de enfermedades en el cuerpo
humano de tipo cardiovascular, cancer, diabetes, neurodegenerativas e

inflamacion (Wu & Cederbaum, 2003). Varios estudios han reportado que
20



extractos fendlicos de quinoa ayudan a combatir las ROS; esto se debe a que los
fendlicos tienen la capacidad de donar electrones debido a su estructura quimica.
Liu et al. (2020) reportaron que los extractos fendélicos de quinoa blanca tienen la
capacidad de eliminar radicales ABTS y DPPH hasta un 60% y 65%
respectivamente. En variedades de quinoa de color (rojo y negro), los extractos
fendlicos exhiben mayor capacidad para atrapar radicales libres (hasta un 74%).
También se ha demostrado que el contenido de flavonoides totales y la capacidad
antioxidante por los ensayos DPPH y ABTS tienen una correlacion positiva (>
0.7), por lo tanto, los flavonoides pueden capturar eficazmente los radicales libres
y contribuir con funciones antioxidantes (Pellegrini et al., 2018). Ademas, estos
compuestos son capaces de intervenir en procesos celulares de expresion
genética, sefializacion intercelular, y agregacion plaquetaria (Das et al., 2012). El
contenido total de fenoles y flavonoides han sido analizados por métodos
espectrofotométricos en distintas variedades de quinoa, evidenciando que las
diferencias del contenido fitoquimico entre variedades podrian atribuirse a
factores genotipicas, ambientales y procesamiento de la semilla (Melini & Melini,
2021). Las propiedades biolégicas mencionadas anteriormente sefialan a los
compuestos fendlicos como agentes nutracéuticos de interés cientifico

agroalimentario.

2.8. Métodos de capacidad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos quimicos que contrarrestan los efectos
nocivos de los radicales libres u oxidantes, tales como oxidacion a lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, alterando las funciones celulares (Shahidi & Zhong,
2015). Los compuestos antioxidantes actian mediante algunos mecanismos
guimicos como: transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT, siglas en inglés),
transferencia de un electrén (SET, siglas en inglés) y la habilidad para atrapar
iones de metales. Estos mecanismos permiten comprender la diversidad quimica

de los antioxidantes. En general, los compuestos antioxidantes pueden
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reaccionar por varios mecanismos de reaccibn 0 por un mecanismo
predominante (Apak et al., 2013). La estructura quimica de un compuesto
antioxidante tiene la capacidad de donar electrones al chocar con un radical libre
para convertirlo en una especie estable. Los radicales libres son especies
reactivas capaces de producir reacciones en cadena que dafian las células
(Shahidi & Zhong, 2015). Algunos de los métodos espectrofotométricos para

medir la capacidad antioxidante se describen a continuacion:

- Acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulffénico) (ABTS)

Se basa en la capacidad de los antioxidantes para disminuir el color intenso del
radical cation estable ABTS. En este método, la produccion del radica catién es
interceptado mediante la reaccién previa con un oxidante fuerte como el
persulfato de potasio generado en el laboratorio con 16 horas de anticipacion. La
reaccion del antioxidante de pruebay el radical ABTS puede ser por mecanismos
multiples (HAT o SET). Una de las ventajas de este radical cation es que puede
solubilizarse en medios hidrofilicos y lipofilicos, ademas no es afectado por la

fuerza iénica del medio.

- 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

El DPPH es un radical estable con un color morado oscuro. El método se basa
en medir la capacidad reductora de los antioxidantes frente al radical DPPH, que
al reaccionar el radical pierde su color. EI mecanismo de reaccion predominante
es por ET, aunque puede ocurrir también el mecanismo HAT. Este método es
usado muy frecuente, ya que no se tiene que generar el radical en el laboratorio

y el tiempo de reaccion es corto (15 min).

- Poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

El método FRAP se basa en la capacidad reductora de los antioxidantes frente

al complejo ion férrico TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina). Esta reaccién
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produce un color azul intenso que es medido a 595 nm. Es un método rapido,

sencillo, y su mecanismo de reaccion predominante es por ET.

Ademas de estos métodos, existen otros que miden antioxidantes hidrofilicos y
lipofilicos. Algunos de estos son ORAC, TEAC, y CUPRAC entre otros (Schaich,
Tian, & Xie, 2015).

2.9. Técnicas de separacion y purificacion de compuestos flavonoides

2.9.1. Técnicas cromatograficas

La cromatografia se basa en la aplicaciéon de una muestra compleja sobre una
superficie o un sélido (fase estacionaria), misma que entra en contacto con la
fase movil y migra a través de ella en una sola direccién, provocando una
separacion entre si. En el proceso de separacion influyen caracteristicas
moleculares asociadas con la adsorcion, la particion, y la afinidad o diferencias
entre sus pesos moleculares (Martinez M., 2020). Existen diferentes métodos
cromatograficos para la separacion de compuestos, los cuales han sido
clasificados segun el mecanismo de separacion: adsorcion, particion y afinidad.
estado fisico de las fases (Liquido o gas), o disposicidon de la fase estacionaria

(columna o papel) (Coskun, 2016).

Por otro lado, los métodos de separacion para compuestos flavonoides son
basados principalmente en cromatografia liquida y con menos frecuencia se han
utilizado los métodos por cromatografia en capa delgada y electroforesis capilar
(de Rijke et al., 2006). Para la separacion de flavonoides glicosilados, en este
trabajo se utilizé tres tipos de métodos que son: cromatografia en columna abierta
(1), separacion en fase solida (2), y cromatografia liquida de alta eficiencia (3).

Los fundamentos de estos métodos se detallan a continuacion.

- Cromatografia en columna abierta
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En esta técnica, la fase estacionaria (silica gel) es previamente acondicionada
con un disolvente organico y empacada dentro de una columna de vidrio, sobre
esta fase se coloca la muestra preadsorbida en silica gel. La fase movil
constituida por una mezcla de disolventes de distinta polaridad es circulada por
la columna empacada. Finalmente, los compuestos migran a través de la fase
estacionaria y son separados dependiendo de la adsorcion selectiva de cada uno
de los compuestos. Esta técnica permite reducir la complejidad de una muestra
y es un método muy Util para separacion de metabolitos secundarios.

- Separacién en fase sélida

En este caso, la fase estacionaria no polar estd empacada en una pequefa
columna de plastico, en la cual se aplica la muestra diluida y luego se deja
recircular la fase movil que esta constituida por la mezcla de disolventes de
distinta polaridad. Los compuestos migran a través de la fase estacionaria
provocando una separacion entre si. Este sistema de separacion utiliza presion

de vacio y volimenes pequefios de muestra y de fases.
- Cromatografia liquida de alta resolucion

Es una técnica instrumental de alta capacidad de separacion de compuestos de
una mezcla. Se basa en la aplicacién de una cantidad de muestra sobre una fase
movil que fluye a una presion atmosférica entre 10 y 400 psi con un caudal
establecido. Para la separacion de flavonoides, cominmente esta técnica utiliza
columnas de silice con enlaces C8 o C18 (fase reversa) y mezcla de disolventes
de agua que contenga acetato, metanol o acetonitrilo. El tamafio de particula de
la fase estacionaria (entre 2 a 5 ym) y la alta presion sobre la tasa de flujo son

factores que permiten aumentar la eficiencia de separacioén de compuestos.
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2.9.2. Resonancia Magnética Nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica instrumental que permite
determinar la estructura molecular de un compuesto orgénico. Se basa en la
observacion del espin de los nucleos atdmicos, mismos que son manipulados
con radiofrecuencia para obtener informacion sobre su ambiente quimico. Si
estos nucleos atomicos tienen distintas densidades electronicas provocados por
atomos vecinos 0 por su posicion en la molécula, daran lugar a diferencias en
frecuencias de resonancia y se podran diferenciar entre ellos. Por consiguiente,
cada nucleo presentard una frecuencia de resonancia especifica, la cual se
denomina desplazamiento quimico (&) (Silverstein et al., 2007). Las resonancias
(sefiales) observadas en los espectros de RMN estdn en funcion de la
complejidad de una molécula, mientras mas grande sea, mas dificil sera la
asignacion e interpretacion de los espectros. Para la obtencion de los espectros,
los disolventes orgénicos utilizados con frecuencia son dimetilsulfoxido deuterado
(DMSO-d6), metanol deuterado (CDsOD), acetona deuterada ((CD3)2CO), y
como disolvente de referencia tetrametilsilano (TMS) (Dini et al., 2004; Wawer &
Zielinska, 2001). El uso de disolventes deuterados generan una sefial para la
estabilizacion del campo magnético y permite optimizar la resolucion de las
sefales de RMN (Ignat et ., 2011).

Se han empleado distintas técnicas de RMN para la identificacion estructural de
compuestos flavonoides como flavonas, flavonoles, y flavanonas, que son
abundantes en especies vegetales. Estas técnicas incluyen a RMN de 'H y de
13C, los experimentos bidimensionales (*H-H) COSY, de correlacion
heteronuclear (*H-*3C) a un enlace de distancia HSQC y a dos o tres enlaces de
distancia HMBC. Con estos experimentos se podra encontrar la secuencia entre
atomos y las interacciones entre estos para generar la conformacion molecular

de un compuesto de interés (Ignat et al., 2011).
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2.9.3. Espectrometria de masas

Es una técnica analitica importante en la identificacion y caracterizacion quimica
de los metabolitos secundarios (Martinez, 2020). Se basa en ionizar una muestra
de interés para generar fragmentos de moléculas cargadas y medir su masa con
relacion a su carga. Los componentes principales de un espectrometro de masas
incluyen a una fuente de ionizacion, un analizador de masas, y un detector. Cada
pico en el espectro cromatografico corresponde a una masa especifica de cada
molécula (Glish & Vachet, 2003).

En compuestos fendlicos, las principales fuentes de ionizacion utilizadas son:
ionizacion por electropulverizacion (ESI), ionizacion por desorcion laser asistida
por matriz (MALDI), ionizacion a presion atmosférica (API), entre otras mas (Ignat
et al., 2011). Para este trabajo de tesis se utilizo la técnica MALDI-TOF, la cual
es adecuada para analizar moléculas de mayor peso molecular con alta
precision. Esta técnica requiere de un analizador TOF y de la asistencia de una
matriz, misma que puede estar conformada por dos materiales: acido 2.5.-
dihidroxibenzoico y acido sinapinico. Se mezclan una cantidad de muestra de
interés con el compuesto de la matriz para luego ser sometido a una irradiacién
pulsada. Finalmente, las moléculas ionizadas de la muestra son expulsadas de
la matriz hacia el espectrométro de masas (Silverstein et al., 2007). En los ultimos
afos, la combinacién de técnicas de HPLC y espectrometria de masas son el

mejor enfoque para analizar compuestos fendlicos en muestras vegetales.
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3. COMPARISON OF NUTRITIONAL AND NUTRACEUTICAL
PROPERTIES OF Chenopodium quinoa CULTIVATED IN
MEXICO AND ECUADOR

3.1. Abstract

Quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) is considered a superfood due to its
nutritional qualities and potential health benefits. In this work, the nutritional and
nutraceutical properties were compared for white Ecuador quinoa seeds (WEQ)
and red Ecuador quinoa seeds (REQ) with respect to the white Mexican quinoa
seeds (WMxQ). Quinoa seeds from Peru have been introduced and adapted to
the geographic and climatic conditions by the State of Morelos, Mexico, improved
by mass selection in field to obtain plants with desirable phenotypic
characteristics. The nutritional properties of seeds were evaluated through a
proximate analysis, mineral content, amino acids profile, and fatty acid profile of
quinoa oil. The nutraceutical properties were determined quantifying total
phenols, total betalains and antioxidant capacity. The results evidenced that WEQ
seeds had the highest protein content (16.59 g 100 g* dw). The P, Ca, and Mg
contents were high in WMxQ (424.6, 60.3, and 152.3 mg 100 g*! in dw
respectively). Arginine, glutamic acid, and alanine were the most abundant amino
acids in the three cultivars. In all quinoas, unsaturated fatty acids were most
predominant (73.6% to 78.0%). The Mexican quinoa seeds showed the highest
total phenolic content (2.9 mg gallic acid equivalent g in fw). The concentration
of betalains in the REQ was 83.3 mg 100 g* fw. The results demonstrate that
nutritional and phenolic contents varies according to the color seeds and region.
Quinoa of Mexico is high in phenolic compounds and may be used as a source of
natural antioxidants.

Key words: Antioxidant capacity, betalains, free amino acids, nutraceutical

potential, quinoa.
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3.2. Introduction

Quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) member of the Amaranthaceae family, is a
native species of the Andean region in South America and routinely used in the
preparation of soups, salads, desserts, and sweet drinks, among others (Ceyhun
and Sanlier, 2019). Quinoa is mainly produced in Bolivia, Ecuador and Peru, but
its cultivation has spread to others regions from Europe, Asia, and North America
(Rojas et al., 2011). This species due to its wide genetic variability and broader
adaptability grows from sea level until to an altitude of 4000 m and can tolerate
adverse agro-ecological and edaphic conditions (Vega-Galvez et al., 2010). In
1990, Peruvian quinoa was introduced in Mexico and has adapted to dry climate
(Coahuila, 1300 m a.s.l.), sub-humid climate (State of Mexico, from 2300 to 2600
m a.s.l.), and humid subtropical climate (Morelos, 940 m a.s.l.). Quinoa that was
adapted and produced in the State of Morelos shown higher yield of seeds (2 t

ha) and higher forage production.

Quinoa is considered a superfood due to its nutritional qualities (Filho et al.,
2017), thus it is becoming increasingly popular choice of food among the health-
conscious populations and millennials. Quinoa seeds are a rich source of protein
(Lee and Sim, 2018), free sugars (Pereira et al., 2019), organic acids (Pellegrini
et al.,, 2018), vitamins, minerals, and essential amino acids (Vilcacundo and
Hernandez-Ledesma, 2017). In addition to macronutrients, quinoa also contains
bioactive compounds such as phenols and betalains responsible for the various
seed colors and are related to the antioxidant capacity (Tang and Tsao, 2017).
The nutritional composition and phenolic contents of quinoa seeds vary
considerably according to the geographic location, environmental factors, soil
type, fertilization, and genetic background (Miranda et al., 2011). A detailed
landscape of the chemical composition of Morelos region adapted germplasm
would better understand its nutraceutical properties, stability in response to

Genotype x Environment interactions, and allow its exploitation through genetic
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improvement. Previous studies compared quinoas cultivated in Denmark, Poland,
Chile, USA, Argentina, and Korea and reported high contents of proteins (from
12% to 16%), lipids (from 4.2% to 13.0%), and ash (from 2.7% to 4.0%) with
respect to quinoas of Peruvian and Bolivian origin (Lee and Sim, 2018; Sobota et
al., 2020). Although several studies have evaluated quinoa varieties grown in the
different parts of the world, little is known about the ones adapted to the Mexican
environment.

Therefore, the aim of this study was to compare the nutritional and
nutraceutical properties of three quinoa cultivars; one adapted in Mexico and the
other two from the Andean region of Ecuador. The outcome of this study would
contribute to the knowledge of the potential benefits of quinoa seeds to the health

of consumers in these two regions of the world.
3.3 Material and Methods

3.3.1. Plant materials

White Ecuador quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) seeds (WEQ) variety INIAP-
Tunkahuan released by Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias de
Ecuador (INIAP) were purchased directly from the farmers in Ibarra, Imbabura
Province (0°19'12" N, 78°12'36" W) and red Ecuador quinoa seeds (REQ) variety
red-INCA were purchased in local market of Quito, Ecuador. White Mexico quinoa
seeds (WMxQ), were provided by the Centro Internacional de Mejoramiento de
Maiz y Trigo (CIMMYT), Experimental Station of Tlaltizapan (18°41'19.8" N,
99°07'35.1" W) Morelos, Mexico. The different quinoa samples were acquiring in
the same season year. In the case of Ecuador, the quinoa is grown in Highland
soil with an annual rainfall from 200 to 500 mm and temperature from 13 to 18°C,
while in Mexico, the quinoa was produced with low pluvial precipitation (< 100 mm
annual) and average temperature at 22°C. Seeds were washed, dried, and

ground using a blender (NB-101S, Housewares, Los Angeles, California, USA)
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until obtaining a fine powder (20 mesh). Quinoa flours were stored in polyethylene

bags at -20°C until use. The color was measured in the whole seeds.
3.3.2. Chemicals

Folin-Ciocalteu phenolic reagent, anhydrous sodium carbonate, 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), sodium acetate trihydrate, 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine
(TPTZ), ferric chloride hexahydrate, quercetin, potassium persulfate, and 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox), gallic acid, 2,2-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) were obtained from
Sigma-Aldrich products (St. Louis, Missouri, USA). Aluminum chloride and
potassium acetate were acquired from Fermont S.A. de C.V. and Meyer S.A. de

C.V., Mexico, respectively. All reagent were analytical grade.

3.3.3. Determination of color

The color was determined with a Hunter lab colorimeter (MiniScan XE Plus 45/0-
L, HunterLab, Reston, Virginia, USA) in CieLab scale (L*, a*, b*). Values of a* and
b* were calculated, the tone angle (Hue; h*) parameter and color saturation
(Chroma; C*) applying the Equations 1 and 2, while the L* value it was taken as
lightness (McGuire, 1992).

h x=Tan™?! b (1)
a *
C x= /(@)% + (b *)? (2

3.3.4. Proximate and chemical analysis

The proximate composition was determined according to the methods described
by AOAC (1998), moisture (934.01), protein (2001.11, using N x 6.25), fiber
(962.09), ash (942.05), and fat (920.39). Mineral content was determined as

described by Gavlak et al. (2013) using a microwave (Microwave Reaction
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System, Anton Paar, Mexico). A quinoa flour sample (0.15 g) was placed in a
microwave digestion tube and added 0.5 mL concentrated nitric acid (16.8 N) and
2.0 mL 30% hydrogen peroxide to each tube. The tubes with sample and reagents
were taken to predigestion for 30 min and then placed in the microwave. An
atomic absorption spectrophotometer (GBC, SavantAA, Mexico) was used to Ca,
Mg, Fe and Zn, a flame photometer (Lachat Instrument, Burlington, Canada) to
K, and an ultra-violet spectrophotometer (Jenway, 6715 UV/Vis, Staffordshire,
UK) to P.

3.3.5. Free amino acids profile identification

Free amino acids were analyzed according to the method proposed by Joshi et
al. (2006). Quinoa seeds (10 mg) were frozen in liquid nitrogen and ground to a
fine powder after mixing with 20 mM HCI (10 uL mg* sample), the mixtures were
centrifuged at 14 000 x g at 4 °C for 20 min. The supernatants were derivatized
using an AccQ-Fluor reagent kit (Waters, Milford, Massachusetts, USA). Free
amino acids were carried out using UPLC system (Acquity H-class, Waters)
coupled with Xevo TQ mass spectrometer using an electrospray ionization (ESI)
probe. Samples (10 pL) were injected on to column (AccQTag, 2.1 mm i.d. x 100
mm, 1.7 particles, Waters) and the data were collected using Empower software
(Waters). The mobile phase of water phase (A) (0.1% formic acid v/v) and
acetonitrile (B) (0.1% formic acid v/v), with a stable flow rate at 0.5 mL min- and
column temperature setting at 60 °C. L-Norleucine was used as an internal

control, and the amino acids were quantified in nmol mg* quinoa seeds.

3.3.6. Fatty acid composition

Quinoa flour samples (20 g) were subjected to extraction (14 h) with n-hexane in
Soxhlet equipment. After, hexane was removed under reduced pressure in a
rotary evaporator (R-300, Buchi, Flawil, Switzerland) to obtain the oil. Fatty acid

methyl esters (FAME’s) were obtained by esterification and transesterification of

36



the oil (L6épez-Yerena et al., 2018) with some modifications. The FAME’s were
analyzed in a gas chromatograph (6890, Agilent, Santa Clara, California, USA)
with an ATSilar column (0.25 mm i.d x 30 m x 0.25 ym film thickness, Croydon,
England), and a flame ionization detector (FID). The initial oven temperature was
170 °C with ramps of 10 °C per min at a final temperature of 240 °C. The injector
and detector temperatures were set at 250 °C and hydrogen gas was used at a
flow rate of 1.8 mL mint. The results were expressed as a percentage of the area

(% area).

3.3.7. Extraction and fractionation of samples

A quinoa flour sample (1.0 g) was successively extracted with 25 mL
methanol:water (50:50 v/v, pH 2) and acetone:water (70:30, v/v) solution. The
extract was shaken at room temperature (22 °C) for 1 h and then centrifuged
(5810 R, Eppendorf, Hamburg, Germany) at 2100 x g, at 4 °C for 10 min. The
supernatants were mixed, filtered (ashless filter paper, Whatman grade 41, GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK), adjusted to 50 mL, and stored at -18 °C until
use. From this extract, the free phenolics, flavonoids, and antioxidant capacity
were determined. The pellet obtained from the previous extractions was re-
extracted with 10 mL methanol:concentrated sulfuric acid (90:10, v/v) and refluxed
for 10 h, then centrifuged (2100 xg, 4 °C, 10 min). The supernatant was recovered
and adjusted to 10 mL with the extraction solvent, filtered, and stored at -18 °C
until use. From this extract, the phenolics, flavonoids, betalains, and antioxidant
capacity were determined (Abderrahim et al., 2015).

3.3.8. Total phenolics, flavonoids, and betalains content

The total phenolic content (TPC) quantification was carried out according to
Hernandez-Rodriguez et al. (2016) using Folin-Ciocalteu reagent. A gallic acid
standard curve with a linear range (concentration 0.00 to 0.01 mg gallic acid mL-
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1) was prepared. Results were expressed as mg gallic acid equivalent (GAE) g
quinoa flour.

The total flavonoids content (TFC) was determined according to the method
described by Chang et al. (2002). A quercetin standard curve with a linear range
(concentration 0 to 0.01 mg quercetin mL1) was prepared. The results were
expressed as mg quercetin equivalent (QE) g quinoa flour.

Total betalains were quantified by the method of Castellanos-Santiago and
Yahia (2008) adapted to the microplates. Total betalains content (BC) was
calculated from the equation:

BC (mg g1) = [(A x DF x MW x Vd)/e x L x Wd]
where A is the maximum absorbance at 535 and 435 nm for betacyanins and
betaxanthin respectively, DF is the dilution factor, MW (g mol?) is molecular
weight of betaxanthin (308 g mol?) and betacyanin (550 g mol?), Vd (mL) is
volume of sample capacity, € is molar extinction coefficient of betacyanins (¢ =
60000 L molt cm) and betaxanthin (¢ = 48000 L mol* cm™), L (cm) is length of
the path-light in the well (0.50 cm) and Wd (g) is sample weight. The absorbances
were measured in a Microplate reader (software Gen5, Biotek Instruments Inc.,
Winooski, Vermont, USA). The results were expressed as mg betalain 100 g

quinoa flour.

3.3.9. Antioxidant capacity

The antioxidant capacity (AC) of the extract was determined by 2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) (Re et al., 1999), ferric reducing
antioxidant power (FRAP) (Benzie and Strain, 1996) and 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) (Cheng et al., 2006) assays, adapted to the microplates.
The results were expressed as mg trolox equivalent (TE) g quinoa flour. The
inhibitory concentration 50% (Clso) was calculated by plotting the percentages of

degraded DPPH against the sample concentration.
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3.3.10. Statistical analysis

Results are presented as mean value * standard deviation of three replicates per
sample and analyzed by one-way ANOVA. To compare the means Tukey’s test
was used and was considered differences significant at p < 0.05. Statistical
analysis was performed using SAS program 2005 (SAS Institute, Cary, North
Carolina, USA).

3.4. Results and Discussion

3.4.1. Color study

Figure 4 shows the color parameters L*, a* and b * of three quinoa cultivars. The
results evidenced positive values for a* and b* coordinates. The lightness value
(L*) that indicates color brilliance revealed a significant difference (P < 0.05)
between quinoa cultivars. The positive a* coordinate was higher in the red seeds
based on the value of hue (40.81°) and chroma (16.22), also showed a significant
difference (P < 0.05), the tone of this seeds was purple-red, less pure, and less
bright. The b* positive coordinate was high in the WMxQ cultivar, according to the
hue (76.26°) and chroma (27.33) values which were significantly different (P <
0.05) between the studied cultivars. The combination of these coordinates with
the L value revealed the yellow-cream shade slightly lighter but with less lightness
than the WEQ. (Pellegrini et al., 2018) reported a hue of 89.71° and chroma of
16.69 in white quinoas, in this study, the hue value was low while the chroma
value was higher than found by these authors.

The L value* in red quinoa was lower than values reported by Laqui-Vilca et al.
(2018), who obtained values for lightness between 48.1% and 53.5% in red
quinoa seeds pericarp. The food color is an indicator of natural pigments, these
pigments can be used as food coloring and be considered as functional
ingredients due to their implication in human health (Shetty and Geethalekshmi,
2017).
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Figure 4.Graphical representation of color parameters L*, a*, and b* of
three quinoa cultivars (n=3)
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WMxQ: White Mexico quinoa. WEQ: white Ecuador quinoa; REQ: red Ecuador quinoa; L*:
lightness (%); +a: x, red-purple tone component; +b: y, yellow tone component.

The color of quinoa seeds varies from white to black with yellow, red, pink, and
violet hues. Red quinoa have significant betalains content; in particular of betanins
and isobetanins that are pigments with biological activities for the benefit of health
(Tang et al., 2015).

3.4.2. Proximate and chemical analysis

Quinoa, with high nutritional potential, is a species of C3 photosynthetic pathway,
unlike other cereals, it adapts and tolerates agroclimatic changes (Garcia-Parra
et al., 2020). The content of protein, essential amino acids, fiber, carbohydrates,
and unsaturated fatty acids determines the nutritional quality of quinoa seeds. The
chemical and proximate composition of quinoa seeds is shown in Table 3. The
protein (16.5 g 100 g*) content in WEQ seeds was significantly (P < 0.05) higher
than WMxQ. Fat content in WEQ and REQ (7.2 and 7.5 g 100 g, respectively)

were higher than for WMxQ. In contrast, ash and crude fiber levels were high in
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WMxQ (2.75 and 2.73 g 100 g respectively) and REQ (2.53 and 2.80 g 100 g
respectively). The REQ had the highest content of carbohydrate (73.4 g 100 g).
Unlike our results, much lower protein (11.2 to 13.0 g 100 g*) and fat (4.8 to 5.4
g 100 g?) contents have been reported in the quinoa seeds grown in Peru, Bolivia,
and Spain (Nowak et al., 2016; Pellegrini et al., 2018; Pereira et al., 2019). Protein
content in the range of 13% to 17% has been reported by most studies (Maradini
Filho et al., 2017). This content in quinoa seeds is higher than in traditional cereals
such as wheat (7.4%), barley (10.5%), and rice (13.3%) (Tang and Tsao, 2017)
and is considered a high-quality protein because provide all essential amino
acids, particularly by the presence of lysine, methionine, and threonine, which are

lacking in other cereals such as wheat and corn (Hernandez-Ledesma, 2019).

Table 3. Proximate analysis and mineral content of three quinoa cultivars.

WMxQ WEQ REQ

Moisture 7.39£0.18a 6.99 £ 0.02b 7.10 £ 0.02ab
Protein 15.74 + 0.03b 16.59 £ 0.12a 13.70 £ 0.04c
Fat 6.53 £ 0.10b 7.26 £ 0.12a 7.52 £ 0.18a
Ash 2.75 1+ 0.04a 2.25+0.22b 2.53 £ 0.03ab
Crude fiber 2.73 £ 0.05a 1.64 + 0.24b 2.80 £ 0.08a
Carbohydrate 72.23+0.13b 72.25+£0.08b 73.43 £ 0.07a
P 424.66 + 18.90a 296.33 £ 9.29b 235.66 + 5.13c
K 254.66 + 2.52b 241.66 + 4.72¢c 334.66 + 6.81a
Ca 60.33 £ 3.21a 21.00 £ 1.00b 14.66 + 1.52¢c
Mg 152.33 + 4.04a 124.33 + 3.05b 97.66 £ 2.52¢
Fe 3.97£0.11b 478 £0.11a 3.85+ 0.05b
Zn 2.08 £ 0.06b 2.52+£0.19a 2.07 £ 0.00b

Moisture content is expressed as g 100 g? fresh weight; protein, fat, ash, crude fiber, and
carbohydrate contents are expressed as g 100 g dry weight; minerals content is expressed as
mg 100 g dry weight. For each row, means * standard deviation followed by different letters are
significantly different (n = 3, P < 0.05).WMxQ: white Mexico quinoa; WEQ: white Ecuador quinoa;
REQ: red Ecuador quinoa.

The consumption of 100 g quinoa seeds accounts for 46.5% of daily protein
requirement according to Food and Agriculture Organization of the United Nations
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(FAO) guidelines. Furthermore, the quinoa contains important bioactive
compounds as peptides and phenolic compounds that are related to the
prevention of cardiovascular and immunological diseases, cancer, diabetes,
among many others (Tang and Tsao, 2017). The Highland Northern of Ecuador
soils are of volcanic origin and contain significant amounts of organic matter, a
source of available nitrogen for the plants (Huygens et al., 2008) by this reason
the Ecuadorian seeds contain the highest concentration of protein. Additionally,
oil and crude protein contents is affected by Genotype x Environment interaction
(Arslanoglu et al., 2011).

According to our results, P was the main micronutrient in all the samples
analyzed (235.6-424.6 mg 100 g), followed by K (241.6-334.6 mg 100 g1%), Mg
(97.6-152.3 mg 100 g?), and Ca (21.0-60.3 mg 100 g1). WMxQ had the highest
contents of P, Ca, and Mg. WEQ had the highest contents of Fe (4.7 mg 100 g)
and Zn (2.4 mg 100 g), showing significant differences (P < 0.05) among studied
cultivars. REQ showed the highest K content (334.6 mg 100 g1). Although Fe and
Zn contents in the three cultivars were lower than other published studies (Lee
and Sim, 2018), they were much higher than the regionally popular cereals such
as wheat, corn and rice (Nowak et al., 2016). It is known that the chemical and
mineral composition of quinoa seeds is significantly affected by geographical

areas, N bioavailability, and genetic background (Miranda et al., 2011).

3.4.3. Analysis of free amino acids

According to some studies, the content of amino acids in quinoa depends on the
region of cultivation and genetic variability of seeds (Lee and Sim, 2018; Miranda
et al., 2012). This variation can be explained by the genetic characteristics of the
Ecuatorian seeds, that are cultivated in Highland volcanic soils (2500 m a.s.l.).
While that the Mexican quinoa grow a low altitude (950 m a.s.l.). In the studied
samples, 18 amino acids were detected, including eight essential (Figure 5).

WMxQ accumulated the highest concentration of almost all free amino acids. The
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most abundant free amino acids in the three quinoa cultivars were arginine,
glutamic acid, and alanine. The arginine content in WEQ (6.25 nmol mg™) was
significantly higher than WMxQ (3.09 nmol mg?); glutamic acid content showed
nonsignificant differences (P > 0.05) among WMxQ, WEQ, and REQ cultivars.
Alanine content was similar between WMxQ (3.84 nmol mg?) and WEQ (3.55

nmol mg), while red seeds were low in arginine and alanine contents.

Figure 5. Free amino acids profile of three quinoa cultivars.
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Means + standard deviation followed by different letters are significantly different for each amino
acid (n = 3, P =< 0.05). Dw: Dry weight; WMxQ: white Mexico quinoa; WEQ: white Ecuador quinoa,;
REQ: red Ecuador quinoa.

Arginine is a critical amino acid for children and adolescents due to its role
in stimulating the production and release of growth hormones (Abugoch-James,
2009) and also in production of creatine, a compound involved in the muscle
regeneration process (Kreider et al., 2017). The essential amino acids (histidine,
lysine, methionine, valine, isoleucine, leucine, phenylalanine, and threonine)
represented about 27% of the total amino acids analyzed. Consistent with other

studies (Lee and Sim, 2018), our results confirmed the abundant accumulation of
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arginine, glutamic acid, alanine, histidine, aspartic acid, glycine, and lysine in all
three cultivars. Food consumption with a balanced composition of amino acids
may replace amino acids lost in natural biochemical processes, contributing to the
prevention of age-related diseases and improving health (Rose, 2019).

3.4.4. Fatty acid composition

The fatty acids profile in the studied quinoa cultivars is displayed in Table 4. In all
three cultivars, unsaturated fatty acids were most predominant (73.6% to 78.0%).
Linoleic acid was the primary fatty acid ranging from 45.4% to 53.9%, followed by
oleic acid (23.8% to 28.0%). The results evidenced that WMxQ and WEQ
contained higher linoleic acid concentration than Peruvian quinoa seeds (30%)
(Pereira et al., 2019). In addition, the content of linoleic acid in quinoas cultivated
in WMxQ and WEQ was higher than the reported in peanut, almond, olive,

coconut, wheat germ and rice germ oil (Orsavova et al., 2015).

Table 4. Fatty acids profile by gas chromatography on quinoa seeds
cultivated in different regions.

Saturated Unsaturated
Palmitic Estearic Araquidic Pamitoleic  Oleic Linoleic
Cultivars  (C16:0) (C18:0) (C20:0) Total (C16:1) (C18:1) (C18:2) Total NI
— % Area % Area—— % Area
WMxQ 10.02 0.56 0.40 10.99 0.22 23.81 53.99 78.02 10.99
WEQ 9.65 0.62 0.43 10.70 0.19 25.76 52.13 78.08 11.22
REQ 10.32 0.72 0.53 11.57 0.20 28.04 45.42 73.66 14.77

NI: Not identified; WMQ: white Mexico quinoa; WEQ: white Ecuador quinoa; REQ: red Ecuador
quinoa.

Linoleic acid is important in the human diet because it reduces the risk of
cardiovascular diseases and the incidence of diabetes type Il (Abugoch-James,
2009). The fatty acids composition of seeds in the present study was comparable
to those reported for different quinoa varieties cultivated in USA (Wood et al.,
1993).
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3.4.5. Free and bound phenols and flavonoids content

The results of TPC in free and bound forms are shown in Figure 6A. The TPC is
the sum of the free and bound fractions; the free phenolic content in WMxQ was
40.9% higher than WEQ and showed significant differences (P < 0.05) between
cultivars. While, in the bound fraction, WMxQ showed 77.7% more TPC than
WEQ. The highest TPC in WMxQ (2.9 mg GAE g fw), with respect to Ecuadorian
seeds, can be explained given their genotypic difference in addition to limited
irrigation conditions and high temperature exposure, factors that could increase
the production of free phenolic compounds (Piovesana et al., 2018). According to
Fischer et al. (2013), water restriction during the vegetative cycle and genetic
variability of the genotype have a significant effect on the increase of TPC and
antioxidant capacity. The free fraction of WMxQ was slightly higher than those
reported by Tang et al. (2015) for white seeds (2.2 mg GAE g1). Abderrahim et
al. (2015) reported TPC values from 2.5 to 2.7 mg GAE g for red quinoa seeds,
these results were higher than our results. The TPC in WMxQ and WEQ was also
slightly lower than obtained from quinoa seeds cultivated in Peru, USA, and Korea
(3.4, 4.3 and 4.5 mg GAE g1, respectively) (Lee and Sim, 2018).

The most abundant flavonoids in quinoa seeds are flavonols like quercetin,
myricetin, and kaempferol derivatives. Quercetin has the highest antioxidant
capacity, therefore provides multiple benefits to human health (Tang et al., 2015).
Free flavonoids content in WMxQ (1.45 mg QE g fw) was significantly higher (P
< 0.05) than WEQ (0.91 mg QE g* fw), which is equivalent to 37.2% more
flavonoids regarding the cultivars from Ecuador (Figure 6B). Regarding bound
flavonoids, WMxQ exceeded by 59.5% and 55.9% to WEQ and REQ,
respectively. The TFC was the highest in the soluble phenolic fraction that in the
extract by acid-hydrolysis. The free flavonoid values in WMxQ and WEQ were
slightly lower than those reported by Lee and Sim (2018) for white quinoa seeds
(between 1.4 and 1.9 mg EQ g?). The free flavonoid content in REQ was

comparable with the values from 0.81 to 1.34 mg EQ g! presented by Abderrahim
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et al. (2015). It is important to consider that the variation of polyphenols in quinoa
seeds could be related to crop conditions, varieties, and environmental factors
(Miranda et al., 2011).

Figure 6. Free and bound phenols (A) and flavonoids (B) content of three
guinoa cultivars.
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Means + standard deviation followed by different letters are significantly different in free or bound
compounds (n = 3, P £ 0.05). GAE: Gallic acid equivalent; fw: fresh weight; QE: quercetin
equivalent; WMxQ: white Mexico quinoa; WEQ: white Ecuador quinoa; REQ: red Ecuador quinoa.

3.4.6. Content of free and bound betalains in red quinoa

Betalains are the pigments involved in the different colors of quinoa seeds, these
pigments are divided into two groups, betacyanins (Bc) and betaxanthins (Bx).
Total betalain content is the sum of Bc and Bx present in the sample and was
determined in free and bound fraction of red seeds extract. Betalains were not
detected in the free fraction extract; however, in the bound extract betalains,
betaxanthins (44.9 mg 100 g* fw) and betacyanins (38.4 mg 100 g fw) were
identified at 435 and 535 nm, respectively. The total betalains content (83.3 mg
100 g fw) in red quinoa seeds from Ecuador was higher compared with the
values reported by Li et al. (2015) for amaranth seeds from Mexico, Guatemala
and Andean region (0.07 to 0.96 mg 100 g*). The Bc and Bx contents in the

46



present study were higher than those determined by Abderrahim et al. (2015) for
quinoa seeds, these authors used the conventional extraction method with
methanol:water (20:80 v/v, room temperature). On the other hand, Laqui-Vilca et
al. (2018) reported values between 70.7 and 89.6 mg 100 g for Bc and 100.3 to
218.2 mg 100 g* for Bx in pericarp of red quinoa from Peru, these values were
higher than values found in REQ. The latter article results were obtained mixing
50 pg quinoa with water to a final volume of 500 pL, using the microwave-assisted
extraction method. In this study, the total betalains content was extracted by acid-
hydrolysis with heating, however, it is important to consider the time and
temperature to avoid degradation of pigment. In addition, the results of this study
demonstrate that the pigments responsible for the red quinoa seeds are betalains
and not anthocyanins as reported by Pasko et al. (2009). The betalains are
nitrogen compounds present in color seeds, its variation can be related with the

high nitrogen concentration in volcanic origin soils.

3.4.7. Antioxidant capacity

Figure 7 shows the results of AC as measured by ABTS, FRAP, and DPPH
methods of three quinoa cultivars. The antioxidant capacity in REQ was
significantly higher (P < 0.05) than white quinoas in all methods applied, this can
be explained by the contribution of betalains to AC. The ABTS values (Figure 7A)
in the free and bound phenolic fractions displayed significantly higher (P < 0.05)
AC in WMxQ (1.74 mg TE g fw) and with respect to WEQ. The FRAP analysis
(Figure 4B) showed significant differences (P < 0.05) between studied quinoas.
WMxQ (1.9 mg TE g* fw) presented 52.7% more AC than WEQ in the free
phenolic fraction. In bound phenolic fraction, WMxQ (0.5 mg TE g fw) showed
80% more AC than WEQ. The same behavior was observed by the DPPH method
(Figure 7C), the AC in the free phenolic fraction of WMxQ (1.0 mg TE g fw) was
higher than WEQ. Mexican quinoa presented ICs, of 4.55 mg mL™?, which is

equivalent to 47.1% more AC regarding the white quinoa from Ecuador. However,
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in the bound phenolic fraction, WMxQ and WEQ showed nonsignificant
differences. On the other hand, in the bound phenolic fraction, REQ showed ICs,
value (0.784 mg mL* fw) lower than white quinoas, which is equivalent to 96.9%
and 97.2% more AC for WMxQ and WEQ respectively. Tang et al. (2015) found
that the AC was higher (> 3000 mg/kg) in the hydrolysate fraction from red and
black quinoas than free fraction, in the present study REQ had the same behavior.

Figure 7. Antioxidant capacity by ABTS (A), FRAP (B) and DPPH (C)
methods in quinoa cultivated in different regions.
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Means * standard deviation followed by different letters are significantly different in free or bound
compounds (n = 3, P <0.05). TE: Trolox equivalent; fw: fresh weight; WMxQ: white Mexico quinoa;

WEQ: white Ecuador quinoa; REQ: red Ecuador quinoa.
The AC obtained in the free phenolic fraction of the studied quinoas was

lower than those presented by Pellegrini et al. (2018) for white seeds (1.9 to 4.5
mg TE g*) and red seeds (4.5 to 7.7 mg TE g!) by the ABTS, FRAP and DPPH
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methods. Regarding the DPPH results of quinoa seeds, the values in free phenolic
fraction were comparable with IC5, (0.46 and 3.77 mg mL™!) presented by Miranda
et al. (2011). The difference in AC with other authors could be explained for the
extraction method used, for the type of solvent, and time. The AC is associated
with the phenolic content in free or bound forms, these compounds exert biological

activities for the benefit of human health.

3.5. Conclusion

In the present study, the nutritional composition showed high contents of fiber,
ash, P, Ca, Mg in the seeds of Mexican quinoa, while the seeds of white quinoa
from Ecuador accumulated high contents of protein, fats, Fe, Zn, and amino acids
such as arginine, histidine, alanine, and glutamic acid. Red quinoa showed higher
content of carbohydrates, fiber, and K than white quinoas. All three studied quinoa
cultivars showed presence of all essential amino acids (0.3 to 1.3 nmol mgt). The
qguinoa seeds oil was high in unsaturated fatty acids, mainly linoleic acid (45.4%
to 53.9%). Regarding phenolics composition, Mexican quinoa had the highest
phenolic content. Betalains was found only in the bound fraction of red quinoa.
The acid hydrolysis method increased the extraction of betalains, compared to
the assisted-microwave method previously reported. The seeds grown in Mexico
showed almost 50% higher phenolic content than white quinoa seeds. Quinoa
seeds adapted in Mexico have an improved nutritional and nutraceutical

composition compared to white quinoa seeds from Ecuador.
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4.  AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE
FLAVONOIDES DE Chenopodium quinoa CULTIVADA EN
LOS ANDES DEL ECUADOR

4.1. Resumen

Los compuestos fendlicos son de especial interés para la industria
agroalimentaria, por su implicacién en la salud humana. El objetivo de este
trabajo fue aislar metabolitos secundarios de extractos polares de semillas de
quinoa cultivada en los Andes del Ecuador y determinar su estructura molecular
por espectrometria de RMN. Los granos de quinoa fueron adquiridos
directamente de agricultores de la region. A partir de estos granos se obtuvieron
cinco extractos de polaridad creciente. Del extracto hidro-etandlico se aislaron,
por HPLC, tres flavonoides cuya estructura quimica fue elucidada por RMN de H
y 13C y experimentos bidimensionales COSY, HMBC y HSQC vy los espectros
fueron analizados a 700 MHz en acetona-ds. Los resultados evidenciaron que el
extracto hidro-etandlico presenté un mayor rendimiento y una mayor capacidad
antioxidante. De la fraccion eluida con diclorometano-metanol (6:4), obtenida del
extracto hidroetanolico, se aislaron tres flavonoides glicosilados, uno conocido
como quercetina 3-0O-(2"7,6""-di-O-a-ramnopiranosa)-f-galactopiranosa (1) otro
identificados como: kaempferol 4°-O-(2°°, 6" -di-O-a-ramnopiranosa)-f3-
galactopiranosa (2) y quercetina 3-O-(6""-O-a-ramnopiranosa)-B-galactopiranosa
(3). Este ultimo publicado por primera vez para Chenopodium quinoa.

Palabras clave: Chenopodium quinoa, flavonoides, cromatografia, RMN
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Abstract

ISOLATION AND STRUCTURAL ELUCIDATION OF FLAVONOIDS OF
Chenopodium quinoa CULTIVATED IN THE ANDES OF ECUADOR

Phenolic compounds are of special interest to the agri-food industry, due to their
implication in human health, The objective of this work was to isolate glycosylated
flavonoids from polar extracts of quinoa seeds grown in the Andes of Ecuador and
to determinate their molecular structure by nuclear magnetic resonance. The
quinoa grains were purchased directly from the farmers of the region. From these
grains, five extracts of increasing polarity were obtained. Three flavonoids were
isolated by HPLC from the hydroethanolic extract, and their chemical structure
was elucidated by 1H and 13C NMR and two-dimensional COSY, HMBC, and
HSQC experiments and the spectra were analyzed at 700 MHz in acetone-d6.
The results evidenced that the hydroethanolic extract showed a higher yield and
a higher antioxidant capacity than the other extracts. From the fraction eluted with
dichloromethane-methanol (6:4, v/v), obtained from the hydroethanolic extract,
three glycosylated flavonoids were isolated, one known as quercetin 3-O-(2",6""-
di-O-a-rhamnopyranose)-B-galactopyranose (1), other known as kaempferol 3-O-
(2”7, 6”7 -di-O-a-ramnopyranose)-f-galactopyranose (2) and quercetin 3-O-(6""-O-
a-rhamnopyranosa)-B-galactopyranose (3). The compound (3) was described for
the first time.

Key words: Chenopodium quinoa, flavonoids, Chromatography, NMR.
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4.2. Introduccioén

El consumo de alimentos poco saludables ha ocasionado efectos adversos sobre
la salud humana. Para enfrentar esta problematica es deseable explorar fuentes
alimenticias que aporten nutrientes y compuestos bioactivos de facil acceso para
el consumidor (Shridhar G et al.,, 2015). Entre los compuestos bioactivos,
presentes en el reino vegetal, se encuentran los compuestos fendlicos, los cuales
juegan un papel importante en la prevencién y tratamiento de padecimientos
neuronales y cardiovasculares, cancer, diabetes, obesidad y enfermedades
bacterianas (Hernandez-Ledesma, 2019). Las propiedades terapéuticas de este
tipo de compuestos se atribuyen a su capacidad para capturar radicales libres,
quelar iones metalicos activos, evitar la agregacion plaquetaria, intervenir en
procesos celulares de expresion genética y de sefalizacién intercelular (Das et
al., 2012). Por lo anterior los compuestos fendlicos son agentes nutracéuticos de

interés cientifico agroalimentario.

La quinoa (Chenopodiumm quinoa W.) es un pseudocereal originario de la region
Andina, y se ha convertido en una alternativa alimentaria para el resto del mundo.
Se reconoce como un alimento estratégico para combatir la desnutricion infantil
y una opcion para personas con enfermedad celiaca, ya que no contiene gluten
(Graf et al., 2015; Martinez-Villaluenga et al. 2020). Las semillas de quinoa son
ricas en proteina (de 13.8% a 16.5%) y contienen diversos metabolitos
secundarios como saponinas, fitoesteroles, betalainas y compuestos fendélicos
(Hernandez-Ledesma, 2019). En quinoa, se ha documentado la presencia de 23
compuestos fendlicos, que pueden estar en forma libre y unidos a estructuras de
la pared celular, de los cuales la mayoria son acidos fendlicos y flavonoides
glicosilados derivados de la quercetina y el kaempferol (Tang et al., 2015).
También, en semillas de quinoa, provenientes de Peru se identificaron ocho
flavonoides, glicosilados, cinco derivados de quercetina y tres de kaempferol
(Pereira et al., 2020). Se ha demostrado que los derivados glicosilados de
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guercetina y kaempferol identificados en quinoa presentan actividad antioxidante,
antiinflamatoria, cardioprotectora y antibacteriana (Lin et al.,, 2019). Estas
propiedades benéficas estdn asociadas con su estructura quimica, donde el tipo
de glicosilacion, y la posicidén del azlucar en la aglicona, determinan el grado de

bioactividad y su estabilidad quimica y enzimatica (Lee et al., 2019; Xiao, 2017).

En las semillas de quinoa se han aislado e identificado algunos flavonoides
glicosilados (Dini et al., 2004; Hirose et al. 2010; Pellegrini et al., 2018); a la fecha,
este tipo de compuestos no se ha descrito en la variedad de quinoa nativa de
Ecuador. El objetivo de este trabajo fue aislar flavonoides glicosilados a partir de
extractos polares de semillas de quinoa cultivada en los Andes del Ecuador y

establecer su estructura molecular por resonancia magnética nuclear.
4.4. Materiales y Métodos

4.3.1. Material vegetal

Las semillas de quinoa (Chenopodium quinoa W.) se compraron directamente a
los agricultores en Ibarra (0°19'12" N, 78°12'36" E), Provincia de Imbabura,
Ecuador. Las semillas fueron previamente lavadas con agua destilada y secadas
a temperatura ambiente (22°C) bajo sombra durante 3 dias. Posteriormente,
fueron molidas usando un nutribullet (NB-101S, CA, USA) hasta obtener un polvo
fino (malla 20) el cual se almacend en bolsas de polietileno a -20°C hasta su

analisis.
4.3.2. Reactivos e instrumentacion

Para la extraccion por maceracion y la purificacion por cromatografia en columna
abierta, se utilizaron disolventes grado reactivo. Para el proceso de extraccion en
fase sélida y la purificacién por cromatografia de liquidos de alta eficiencia, se
utilizaron disolventes grado HPLC: acetonitrilo (ACN), metanol, y agua Milli-Q y
el reactivo acido trifluoroacético (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A). La
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separacion de compuestos por SPE se llevo a cabo en columnas de StrataXpro
(Cis fase reversa, 140 A, 55 um, Phenomenex, USA). Para la purificacion por RP-
HPLC se utiliz6 un cromatografo de liquidos Hewlett Packard 1100, USA,
integrado con un detector UV con arreglo de diodos (A 230 y 280 nm) y una
columna Aeris Peptide de Phenomenex (XB-Cis, 250 x 4.6 mm, 3.6 um). La
caracterizacion de los flavonoides glicosilados se determiné mediante resonancia
magnética nuclear (RMN). Los espectros de RMN-'H, RMN-2C vy
bidimensionales fueron adquiridos en un equipo Bruker AVANCEC Il HD (Bruker
AVANCE Il HD-500, MA, USA) operado a 700 MHz en acetona 99%, deuterada
(Sigma Aldrich). Las masas moleculares se determinaron en un espectrémetro
Bruker Daltonic flexAnalysis, MA. USA. Los datos de RMN fueron procesados

usando el software MestreNova (14.2).

4.3.3. Obtencion de extractos de semillas de quinoa

El proceso de obtencién de extractos polares de semillas quinoa se muestra en
la Figura 8. Las semillas de quinoa (1 kg), previamente molidas, fueron
maceradas en hexano durante 48 h. La mezcla se filtré y el residuo se sometio a
dos extracciones mas, los filtrados se juntaron y evaporaron al vacio (Buchi, R-3,
CH) para obtener el extracto hexanico. El residuo de las semillas se extrajo
sucesivamente, bajo las mismas condiciones mencionadas, con diclorometano,
acetato de etilo, metanol y una mezcla etanol/ agua/ acido acético (60:40:0.1)
para obtener los extractos correspondientes. El rendimiento de los extractos en
orden de polaridad creciente fue: 21.1, 36.3, 3.1, 134, y 16.3 g/kg,

respectivamente.
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| Harina de quinoa (1kg) ‘

1. Maceracién con hexano (2L, 48 h) (X3)
2. Fitracién (X3)

Residuo Filtrado

1. Maceracion con CH,CI, (2L, 48 h) (X3)
2. Fitracion (X3)

Residuo Filtrado

Evaporacion al vacio

Evaporacién al vacio

| Extracto hexanico |

Extracciones y evaporaciones
sucesivas con:

1. AcOEt | Extracto de CH,CL, |
2. Metanol

3. Mezcla de EtOH/H,0/ AcOH

(60:40:0.1)

Extracto de AcOEt
Extracto metanolico
Extracto acidificado EtOH/H,0

Figura 8. Obtencién de extractos de diferente polaridad a partir de semillas de
quinoa.

4.3.4. Separacién de flavonoides por cromatografia en columna abierta

En la Figura 9 se muestra el proceso de separacién del extracto EtOH/H20
acidificado. Una porcién de dicho extracto (16.3 g), fue suspendida en 50 mL de
metanol para obtener un precipitado blanco, el cual fue separado por
decantacion, el sobrenadante, previamente evaporado (14.1 g) fue pre-adsorbido
sobre gel de silice (60, 0.063-0.2 mm, Macherey-Nagel, Diiren, Alemania) para
Su posterior separacidon por cromatografia en columna, utilizando como fase
estacionaria gel de silice en una relacion 30:1 (w/w) con respecto a extracto a
separar. Para eluir la columna se prepararon mezclas de diclorometano/metanol
de polaridad creciente, con incrementos de metanol desde un 10% hasta un 70%.
El volumen utilizado de cada gradiente fue 2L y se recolectaron un total de 450
fracciones clasificadas en 7 grupos denominados F9:1, F8:2, F7:3, F6:4, F5:5,
F4:6y F3:7.
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Extracto acidificado de ETOH/H,0 (16.3 g)

Suspension en metanol

1. Evaporacion al vacio
2. Pre-adsorcion sobre gel de silice
3. Separacion por cromatografia en columna (CC)

Fracciones

| Seleccion de la fraccion F6:4 | Ar:ms ‘ F9:1 a F3:7 de CH,Cl,/MeOH

Suspension en Metanol

Separacion por CC -
Precipitado Fracciones T1-T5

Separacion en fase solida
Purificacion por RP-HPLC
Analisis

RMN

espectrometria de masas

FLAVONOIDES

Figura 9. Esquema general de aislamiento y purificacion de flavonoides a partir
del extracto acidificado EtOH/H20.

Para identificar las fracciones ricas en flavonoides se obtuvieron los espectros de
RMN-'H y RMN-13C en dimetilsulféxido (DMSO-d6). En la fraccion 6:4, se
identificaron seflales que podrian estar asociadas a los grupos arométicos e
hidroxilo, por lo que fue sometida a una segunda separacion cromatografica. Para
ello se utilizd6 una muestra de 1.5 g de la fraccion 6:4, la cual fue suspendida en
10 mL de metanol absoluto, la parte soluble (1.3 g) se sometié a una separacion
por cromatografia en columna usando las mismas condiciones de separacién
antes mencionadas. De esta columna se obtuvieron un total de cinco fracciones
de interés denominados T1, T2, T3, T4,y T5.

4.3.5. Separacion en fase solida de fracciones ricas en flavonoides

Las fracciones obtenidas en columna abierta aun contenian compuestos que
pueden interferir con la purificacion, por ese motivo se sometieron a una nueva

separacion por SPE. Previo al acondicionamiento de la columna (con metanol al
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100%), una muestra de cada fraccion fue disuelta en H,O acidificada con acido
trifluoroacético (TFA) al 0.05% vy recirculada en la columna. Posteriormente se
aplico un volumen de 6 mL de cada uno de los siguientes eluyentes; H,O con
TFA al 0.05%, acetonitrilo (ACN) al 10%, 20%, 30%, 40%, y 100% con TFA al
0.05%. Las fracciones recolectadas se evaporaron a 40°C para remover el
acetonitrilo. De este grupo, Unicamente las fracciones 10% y 20% de ACN+TFA
de T4 presentaron un perfil cromatografico con sefiales separables y abundantes

en fase reversa para la purificacion de compuestos.

4.3.6. Purificaciéon de la fraccion T4-20% por RP-HPLC semipreparativa

La fraccién T4-20% de ACN+TFA proveniente de la separacién en fase sélida fue
purificada utilizando un sistema de HPLC semipreparativa en fase reversa. Una
muestra (700 uL) previamente acondicionada con ACN al 15 % fue eluida a un
flujo de ImL min? con un disolvente A (H,O + 0.05 % TFA) y disolvente B
(acetonitrilo + 0.05 % TFA) en los siguientes gradientes: 0-15 % B en 3 min; 15-
45 % B en 12 min; 45-45% B en 15 min; 45-15% B en 18 min; 15-15 % en 27 min
y fueron detectados en UV-VIS a 280 nm. En la Figura 10 se muestra el

cromatograma de separacion de la fraccion 20% de ACN+TFA-T4.
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Figura 10. Perfil cromatografico del extracto de semillas de quinoa blanca a 280
nm. Los tres primeros picos corresponden a los compuestos identificados.

Los compuestos presentes en los picos denominados QI, QIl, y QIlll fueron
colectados, liofilizados y analizados por espectrometria de masas por MALDI-
TOF y RMN-'H en acetona deuterada (acetona-de). Finalmente, una muestra (4
mg) de los picos cromatogréficos Ql, QIl, y Qlll fueron analizados por RMN para

determinar su estructura molecular.

4.4. Resultados y Discusion

De la fraccion eluida con diclorometano-metanol (6:4), obtenida del extracto
acidificado de EtOH/H20, se aislaron tres compuestos denominados QlI, Qll, y
QIll, cuya estructura molecular se muestra en la Figura 11. Los métodos
cromatograficos empleados en la purificacion fueron: CCA, SPE, RP-HPLC, y la
elucidacioén estructural se determiné con base en los espectros de RMN de *Hy
13C y los experimentos COSY, HSQC, y HMBC. Ademas, se determinaron las
masas moleculares por la técnica MALDI-TOF. La asighaciéon de sefales

espectrales de la aglicona y residuos de azucares se complementé con base en
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la asignacion de flavonoides descritos previamente en la literatura. Los espectros

fueron analizados a 700 MHz determinados en acetona-ds.
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Figura 11. Estructura molecular de los compuestos QI, QIll, y QIll aislados de
semillas de quinoa de Ecuador.

4.4.1. Elucidacién estructural del compuesto QI

El compuesto QI, aislado del extracto hidroetandlico, es un sélido amarillo claro,
soluble en agua, metanol, acetona y acetonitrilo. En el analisis de masas, este
sélido mostré un ion molecular de 757.9 m/z [M+H]* que se asocio a la férmula
molecular Cs3H40020 correspondiente a la masa molecular calculada de 756.7.
Considerando la férmula y el peso molecular, se tienen un total de 14
insaturaciones. El espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *H (RMN H)
mostrado en la Figura 12, exhibe un conjunto de sefales entre 6 y 8 ppm que
fueron asignadas a cinco hidrégenos de tipo aroméatico, asimismo entre 3.2y 4.2

ppm, el espectro exhibe un grupo de sefiales complejas que segun su
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desplazamiento quimico estan asociadas a hidrégenos base de oxigeno de grupo

hidroxilo (-CH-OH), como las observadas en azlcares (Hirose et al., 2010).

(CD3),C=0
Hy0
cinco hidrégenos
aromaticos
Ar-OH e o ‘
Hidrogenos
base de
hidroxilos
de azlcar
— ™S

f1 (ppm)

Figura 12. Espectro de RMN-1H (700 MHz, acetona-d6) del compuesto QI.

Continuando con el andlisis estructural del derivado QI, una expansion de la zona
de 6 a 8 ppm del espectro de RMN de H (Figura 13), muestra dos hidrégenos
aromaticos a 6.25 y 6.48 ppm, ambos exhiben un acoplamiento meta de J = 2.1
Hz en un anillo de benceno tetrasustituido, cuyo patrén de acoplamiento es de

un sistema AB.
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Figura 13. Expansion del espectro de RMN de *H del derivado QI, mostrando la
zona de hidrégenos aromaticos.

En la misma zona de hidrégenos arométicos se observa otra sefial a 6.95 ppm
como una sefial doble (d) de constante de acoplamiento J= 8.4 Hz y otra sefial a
7.73 ppm como una doble de dobles (dd) exhibiendo constantes de acoplamiento
J=8.4y J=2.1 Hz y finalmente otra sefial doble (d) a 7.80 ppm con una constante
de acoplamiento J= 2.1 Hz, estas tres sefiales muestran un patron de
acoplamiento ABX, que deben pertenecer a otro anillo de benceno trisustituido,

proponiéndose las estructuras parciales mostradas en la Figura 14.
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Jna senal doble de doble de J =3 3 Hz

Figura 14. Férmulas parciales de los derivados de benceno que estan contenidos
en Ql.
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Los patrones de acoplamiento de los hidrogenos aromaticos mencionados
anteriormente se confirmaron mediante su espectro bidimensional homonuclear
COSY, cuya expansion se muestra en la Figura 15, en este espectro se observa
que los hidrogenos a 6.25 y 6.48 ppm, se encuentran acoplados, asi como los
localizados en 6.95 y 7.73 ppm también estan acoplados y este ultimo tiene una

correlacion meta con el protén desplazado a 7.80 ppm.
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Figura 15. Expansion del espectro COSY donde se muestran los acoplamientos
entre los protones aromaticos presentes en el derivado QI.

Por otro lado, en una expansién del espectro de RMN- 13C (Figura 16) entre 180.0
y 90.0 ppm, se observaron sefales para 15 carbonos que podrian asociarse a la

estructura de un flavonoide.
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Figura 16. Expansion del espectro de RMN de 3C del derivado QI, mostrando la
zona de carbonos aromaticos.

La sefial 179.0 ppm se asigna a un grupo carbonilo de cetona a, B-insaturada (R-
C=C-C=0) vecino a un anillo de benceno; tal desplazamiento quimico permite
efectuar una comparacion de los derivados aroméaticos como metabolitos
secundarios de plantas denominados flavonoides; los cuales se clasifican como
chalconas, flavanonas, flavonas e isoflavonas, cuyos datos de RMN de 3C se
encuentran publicados por Pelter et al. (1976). Los desplazamientos quimicos de
los grupos carbonilo publicados en dicho articulo, permiten descartar la estructura
de una chalcona (C=0 191.95 ppm) y de una flavanona (C=0 195.5 ppm),
finalmente la estructura de una flavona se justifica porque usualmente resuenan
a 178 ppm, en tanto que las isoflavonas muestran resonancia de grupo carbonilo

a 175 ppm, como se muestra en la Figura 17.
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CH3-0

Chalcona C=0 191.95 ppm Flavanona C=0 195.5 ppm

Flavona C=0 178 ppm Isoflavona C=0 175.19 ppm

Figura 17. Estructura y datos de RMN de *3C de grupos carbonilo presentes en
flavonoides que pueden estar presentes en la estructura del derivado QI (Pelter
et al., 1976).

Hasta este punto de la discusién de la estructura del derivado QI, se ha
establecido como un flavonoide glicosilado al contener varias moléculas de
azucar enlazadas a este tipo de metabolito. Como se puede apreciar en su
espectro de RMN de 'H (Figura 12), este derivado contiene varios grupos
hidroxilo; uno de ellos se encuentra a 12.79 ppm, como una sefial simple e
intensa que se asocid a la presencia de un hidrogeno de hidroxilo fendlico
formando puente de hidrégeno con un grupo cetona. Esta situacion se presenta
en muchas moléculas organicas que contienen hidroxilos arométicos vecinos a
grupos carbonilo, ver Figura 17. Una busqueda de este tipo de compuestos en
bases de datos espectroscopicos permite corroborar esta sefial en el espectro de
RMN de la 2-hidroxipropiofenona donde el protén fendlico resuena a 12.6 ppm
(Figura 18).
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Figura 18. Estructura de la propiofenona mostrando un hidrégeno de hidroxilo
fendlico a un grupo carbonilo de cetona.

Finalmente, con la informacién analizada hasta este momento, es posible
proponer dos estructuras para la aglicona del derivado QIl. Si se considera la
formula condensada Cs3H40020, y que al menos tres moléculas de azlcar estan
conectadas a este derivado, es posible que contenga dos grupos hidroxilo libres
y tres grupos a los que estan conectadas las tres moléculas de azlcares
mencionadas, ver Figura 19. Un andlisis de los patrones de acoplamiento que
tienen semejanza con las posibilidades, flavonoide A y flavonoide B, permitieron
encontrar analogia con el espectro del 3,4-dimetoxiestireno y la posibilidad
estructural del flavonoide A. En tanto que la posibilidad estructural del flavonoide
B, presenta analogia con el patrébn de acoplamiento del espectro de la

metilhidroquinona.

I:lR' UR
._.__._._-_L:_L. ._____.'::IHE o
P E| ] E |
H:I £ I:I .. 5 H':] L [:l'\-\. - "'.;-_h\.\,
L S T HH *"twj[#': T T
E[. H e OR

Flavenoide A Flavonoide B

R.. Hzv Ry = Azlicares

Figura 19. Posibilidades de flavonoide A y flavonoide B que permiten establecer
la estructura de la aglicona presente en el derivado QlI, aislado de quinoa.

70



En conclusion, la posibilidad estructural del flavonoide A, es la que se apega o es
congruente con la estructura de la aglicona de la quercetina, como se observa en
la Figura 20, donde se incluyen expansiones de los espectros publicados por la
empresa Merck-Sigma-Aldrich.

OCH; OH

OCH;

e

analogaa A andlogaa B

I

7 7 6

Figura 20. Expansion de los espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCls, TMS)
publicados por la empresa Merck-Sigma Aldrich, que permiten asignar a la
guercetina (flavonoide A) como la aglicona presente en el derivado QI, aislado
de quinoa.

Asignacion de los desplazamientos quimicos de RMN del derivado QI
Después de establecer la estructura molecular de la aglicona del derivado QI
como quercetina, se efectud la asignacion de los desplazamientos quimicos de
RMN de 'H y RMN de *3C. Estos desplazamientos quimicos deben modificarse
debidos a la anisotropia molecular que genera la cercania de los azUcares. Para
llevar a cabo dicha asignacién, se emplearon los experimentos bidimensionales
heteronucleares de HMBC y HSQC, y homonucleares COSY. La rigidez
conformacional en el sistema flavonoide de la quercetina de QI facilité la
interpretacion de los espectros de RMN de H y 13C (Cuadro 5). La asignacién se
inicié a partir de la sefial de resonancia caracteristica del hidrégeno de fenol a
12.79 ppm que muestra correlaciones observables en la expansiéon del espectro
HMBC (Figura 21) a dos enlaces con el carbono C5 en 162.9 ppmy a tres enlaces
con los carbonos C10y C6 a 105.8 y 99.5, respectivamente.
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Cuadro 5. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H y 3C y correlaciones,
HMBC y COSY para la aglicona de QI en acetona-ds.

Atomo  d(*H) d(*C) HMBC COSsY
2 157.9 2,6
3 134.4 1”7
4 179.0
5 162.9 OH, 6,
6 6.25d 99.5 OH 8
7 163.2 6,
8 6.48d 94.4 6, 6
9 157.9 8,
10 105.8 6, OH, 8§,
1 123.2 2
2 7.80d 117.2 6’
3 1454 5
q 149.0 6’
5 6.95d 115.9 6’ 6’
6’ 7.73 dd 123.3 2,5 2,5

Asi mismo, en el grafico de correlaciones tipo HMBC y HSQC (Figura 21) se
observa que el proton H6 muestra varias correlaciones importantes a dos enlaces
con el carbono base de hidroxilo C7 a 163.2 ppm y a tres enlaces con el carbono
C8 a 94.4 ppm. Este ultimo carbono muestra correlacion a un enlace con el
hidrogeno H8 a 6.48 ppm y a su vez, este hidrégeno muestra una clara
correlacion a dos enlaces con el carbono C9 a 157.9 ppm (Figura 21).
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Figura 21. Expansion del espectro HMBC que muestra correlaciones del proton
de hidroxilo fendlico en el anillo A de la aglicona presente en el derivado Ql,
aislado de quinoa.

De igual manera, en la expansion del espectro HSQC (Figura 22) se muestra
correlaciones a un enlace de los protones aromaticos H6 y H8 presentes en la

aglicona del anillo A.
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Figura 22. Expansion del espectro HSQC que muestra correlaciones a un enlace
de los protones aromaticos presentes en el anillo A de la aglicona presente en el
derivado QlI, aislado de quinoa.
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Se continuara con la asignacion de desplazamientos quimicos de RMN de H 'y
13C del anillo B (Figura 23), iniciando con la sefial caracteristica doble en 6.95
ppm de constante de acoplamiento J = 8.4 Hz (a la que le corresponde una sefial
a 115.9 ppm de C5’ en su espectro HSQC, Figura 22), mostro correlaciones con
los carbonos 123.3 ppm (que conecta a un enlace en su espectro HSQC (Figura
22) con el hidrogeno H6' a 7.73 ppm) y 123.2 ppm que son asignables a los
carbonos C6” y C1’, respectivamente. Este mismo proton de sefnal doble (6.95
ppm) observa correlaciones a dos y tres enlaces con los carbonos a 145.4y 149.0
ppm que fueron asignados a C3’ y C4’, respectivamente. Una sefal de hidrégeno
a 7.73 ppm (doble de dobles J = 8.4, 2.1 Hz) muestra una correlacion a tres
enlaces con el carbono C4’ corroborando asi la asignacién de este carbono.
Finalmente, la sefial a 7.80 correspondiente a un doblete (J = 2.1 Hz) muestra
correlacion a un enlace en su espectro HSQC con la sefial a 117.2 ppm asignada
al carbono C2’ y a la vez observa correlaciones a dos y tres enlaces con los
desplazamientos 123.2 y 123.3 ppm asignados a los carbonos C1' y CG6’,
respectivamente. De esta manera quedan asignados los desplazamientos

quimicos del anillo B de la quercetina presente en el derivado Ql.
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Figura 23. Expansiéon del espectro HMBC que muestra correlaciones de los
carbonos e hidrégenos aromaticos presentes en el anillo B de la aglicona
presente en el derivado QI, aislado de quinoa.
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Por ultimo, solo faltan de asignar los desplazamientos quimicos de RMN de Hy
13C de los tres carbonos que estan en el anillo C de la aglicona presente en el
derivado QIl. De inicio como se indicé anteriormente, se observa un
desplazamiento a 178.9 ppm que se asigné al carbono C4 representado por el

grupo carbonilo (C=0) en dicho anillo.

Por otro lado, la sefial a 157.9 muestra correlaciones a tres enlaces en su
espectro HMBC (Figura 23) con las resonancias a 7.80 y 7.73 ppm de los
protones H2’ y H6' del anillo B de la quercetina, y entonces dicha seinal se asigné
al carbono olefinico C2. Solamente queda una sefial a 134.4 ppm que no muestra
acoplamiento con protones ni del anillo A ni del B y fue asignado al carbono
olefinico C3, mismo que es de esperarse este conectado a un residuo de azlcar,
especificamente muestra una correlacion a tres enlaces en su espectro HMBC
con el hidrégeno anomérico a 5.68 ppm. Un resumen de las correlaciones a dos
y tres enlaces deducidos de su espectro HMBC de la aglicona de QI, se muestra

en la Figura 24.

Figura 24. Resumen gréafico de las correlaciones tipo HMBC de la aglicona
presente en el derivado QI, aislado de quinoa.

Continuando con la asignacion de desplazamientos quimicos, en el espectro de
RMN de *3C del derivado QI, se observan un conjunto de sefiales en la zona de
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77 a 66 ppmy 19 a 17 ppm, cuya expansion (Figura 25) permite contabilizar 15
atomos de carbono que sumados a tres carbonos anoméricos dan los 18

carbonos de tres monosacaridos (Dini et al., 2004).
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Figura 25. Expansion del espectro de RMN de *3C, mostrando sefiales
importantes de azucares presentes en el derivado QI.

Para establecer la naturaleza de los tres azUcares interconectados en el derivado
QI, al analizar una expansion del espectro HSQC (Figura 26), se puede observar
gue Unicamente a 66.5 ppm aparece una sefial que fue asignada a un grupo
metileno (-CH2-, observar los contornos azules en este espectro) que es
caracteristico de los monosacéaridos (glucopiranosas) naturales. Adicionalmente
en el espectro de RMN de 'H mostrado en la Figura 12, las sefiales dobles a 0.97
ppmy 1.12 ppm gue integran para tres hidrogenos cada una, permite deducir que
dos monosacéaridos contienen grupos metilo, sugiriendo que es posible la

presencia de moléculas de ramnosa o de fucosa.
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Figura 26. Expansion del espectro bidimensional HSQC de los hidrégenos de los
monosacaridos presentes en el derivado QI.

Establecimiento de la conectividad y tipos de azucares presentes en el
derivado Ql.

Como ya se menciond, la estructura del derivado QI aislado y purificado de las
semillas de quinoa, muestra un anillo de aglicona asignado como quercetina. Se
puede establecer que este derivado contiene tres grupos de azlcar que son
evidenciados por la presencia de tres hidrogenos anoméricos como lo indica la
expansion del espectro HSQC mostrada en la Figura 27. En dicha expansion se
deduce que el derivado QI, debe contener tres azucares ubicados, ya sea en C3,
C3’ 0 en C4’. Como fue establecido de manera preliminar la sefial a 134.4 ppm
gue no muestra acoplamiento con protones ni correlaciones con el anillo A ni del

B en la aglicona de QI, fue asignado al carbono olefinico C3.
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Figura 27. Expansion del espectro bidimensional HSQC de hidrégenos
anomeéricos de azucares presentes en el derivado QI.

Mismo que esta conectado a un residuo de azUcar, especificamente es el Unico
gue muestra una correlacién a tres enlaces en su espectro HMBC con el

hidrogeno anomérico a 5.68 ppm (Figura 28).
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Figura 28. Expansiones del espectro bidimensional HMBC mostrando una
correlacion de la sefial doble a 5.68 ppm de un hidrogeno anomérico de azucar
con la sefal a 134.44 ppm del carbono C3 presente en el derivado QI.
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Es importante resaltar que los hidrogenos anoméricos en 5.25 y 4.55 ppm, no
exhiben correlacidbn a tres enlaces con ningun carbono de la quercetina,
deduciendo entonces que los tres residuos de azucares deben estar
interconectados en el carbono C3 de esta aglicona del derivado QI. Por tanto, se
propone dos estructuras parciales de este derivado, una de conexion lineal entre
los tres monosacaridos y otra indicando una ramificacion de interconexion de

monosacaridos, como la mostrada en la Figura 29.

Azlcars

| / .
OH O Azlcar{—Azlcar,—Azlcars; OH O Azlcarr—AzUcar;

Figura 29. Estructuras parciales de interconexion de monosacaridos en el
derivado QI, deducida del andlisis de las correlaciones observadas en sus
espectros de RMN.

Para avanzar en el tipo de interconexiones de azlcares que se espera en el
derivado QI, es del conocimiento que al ser un producto de origen natural, los
monosacaridos presentes deben, en principio, tener interconexiones glicosidicas
1,4"-, como la encontrada en la lactosa, un disacarido que estd formado por
galactosa y glucosa, o bien un enlace glucosidico 1,6"-, como la que presenta la
amigdalina, un disacéarido constituido por dos moléculas de glucosa y otra
molécula de mandelonitrilo insertado en el carbono C1’. Con respecto a la
observacion de ramificaciones de monosacaridos, se ha descrito que la
estructura de la amilopectina muestra este tipo de arreglo, donde se observan
enlaces glicosidicos 1,4"- de moléculas interconectadas de forma lineal de
glucosa y otro enlace glucosidico 1,6 - de glucosa ramificada, como se muestra

en la Figura 30.
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Figura 30. Ejemplos de disacéridos y polisacaridos que muestran enlaces
glicosidicos 1,4’ y 1,6’ que podrian ser modelos para deducir la interconexion de
azucares en el derivado QI.

Continuando con la conectividad de los monosacaridos con la aglicona de Ql,
como se menciond una correlacion a tres enlaces en su espectro HMBC con el
hidrégeno anomérico a 5.68 ppm al carbono C3 de la quercetina. Esta asignacion
se toma como punto de partida que observa una correlacion en su espectro
COSY con la sefial a 3.96 ppm asignada al hidrégeno sobre el carbono C2” que
por su correlacion HSQC le corresponde un desplazamiento a 77.0 ppm; este
desplazamiento quimico a tan alta frecuencia solamente se observa en
monosacaridos como la galactosa (Dini et al., 2004). Otra sefial importante para
establecer la segunda interconectividad es la observada a tres enlaces en su
espectro HMBC (Figura 31) entre la resonancia a 77.0 ppm y el hidrégeno
anomérico a 5.25 ppm de un segundo residuo de monosacarido que podria
corresponder a una ramnosa o0 una fucosa. Para localizar la tercera conectividad
de azlcares, precisamente la resonancia del grupo metileno (-CHz-) a 66.5 ppm
muestra una correlaciéon a tres enlaces en el espectro HMBC (Figura 31) con el

hidrogeno anomérico situado en 4.55 ppm de otro residuo de ramnosa o fucosa.
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Figura 31. Expansion del espectro HMBC de QI mostrando tres azucares
enlazados por sus carbonos anoméricos.

Para deducir el tipo de monosacérido que esta interconectado con la galactosa,

se toma como base los desplazamientos quimicos de RMN de 'H de fucosa

publicado por Wu et al. (2014) y de los monosacaridos encontrados en Ql, los

cuales se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Desplazamientos quimicos de RMN-!H y constantes de acoplamiento
(J) en Hz para fucosa y ramnosa

RMN-1H por Wu et al. (1014)

RMN-1H de QI

Fucosa monosacarido 1 monosacérido 2
H-1 50(J=75Hz  22°(dJ=1-5Hz, 1H) 4.55 (d, J= 1.5 Hz, 1H)
H-2 3.9 (J=7.5 Hz) 3.96 (dd, J=3.6, 1.6 Hz, 1H)  3.57 (d, J=2.4 Hz, 1H)
H-3 40 3.76 (d, J=6.1 Hz, 1H) 3.49 (dd J=9.3, 3.5 Hz, 1H)
He 3.9 3.35 (t, J=9.4, 1H) 3.28 (t, J=9.4 Hz, 1H)
H-5 43 4.06 (dd, J=9.5, 6.2 Hz, 1H)  3.52 (dd, J=9.4, 6.2 Hz, 1H)
H-6 (CHy) 1.2 0.97 (d, J=6.2 Hz, 3H) 1.12 (d, J=6.2 Hz, 3H)

81



Los desplazamientos correspondientes para la fucosa son diferentes a los
observados en los dos monosacaridos contenidos en QIl. Ademas, la constante
de acoplamiento del proton H2 de la fucosa es aproximadamente J= 7.5 Hz
(Usvalampi et al., 2018), esto indica que el hidroxilo (OH) sobre el carbono C2
estd en posicion axial, tal como se puede observar en su estructura quimica
(Figura 32). En tanto que, la constante de acoplamiento de H2 de los
monosacaridos identificados en QI es J= 3.6 y 2.4 Hz, esto muestra que el
hidroxilo sobre el carbono C2 esta en posicion ecuatorial. Dado lo anterior, la
estructura quimica de una ramnosa (Figura 32) es la que mas se ajusta a esta
caracteristica. Por tanto, se podria deducir que ademas de la galactosa, existen

dos ramnosas en el derivado QI.

fucosa ramnosa

Figura 32. Estructura de posibles monosacaridos presentes en el derivado QI

La asignacion completa de la conformacion molecular de los residuos de azucar
fue mediante los espectros HMBC, HSQC, y COSY, mismos que permitieron
correlacionar a dos y tres enlaces a los protones y carbonos de azucar contenidos
en el derivado QI. Con base en estos resultados, se propone que el compuesto
QI es una quercetina que contiene a una galactosa y ésta Ultima a su vez contiene
dos ramnosas en la posicion C-2° y C-6"", quedando identificada como
quercetina 3-O-(2°°, 6 "-di-O-a-ramnopiranosa)-p-galactopiranosa (1). En la
Figura 33 se muestra a las tres moléculas de azlcar enlazadas por sus carbonos

anomericos y a la estructura propuesta para el derivado QIl. Este compuesto ha
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sido previamente identificado en extractos polares de semillas de quinoa

cultivadas en Peru (Dini et al., 2004 y Pereira et al., 2020).
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Estructura molecular completa del derivado Ql

Figura 33. Asignaciones parciales resultantes de la correlacion HMBC del
derivado QI mostrando tres azUcares enlazados por sus carbonos anoméricos y
estructura molecular completa de QI.

Los flavonoles glicosilados constituidos particularmente por derivados de
quercetina y kaempferol son los compuestos mas abundantes en las semillas de
quinoa (Hernandez-Ledesma, 2019). La quercetina glicosilada mas comudn en la
naturaleza tiene un residuo de azucar en la posicibn C3 quedando como
guercetina 3-O-glucodsido. Este compuesto es un potente antioxidante capaz de
combatir especies reactivas de oxigeno (EROS), causantes del estrés oxidativo,
y exhibe propiedades biologicas en beneficio de la salud de las personas (Xiao,
2017).
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4.4.2. Elucidacion estructural del compuesto QIl

El compuesto QIl aislado con un alto grado de pureza es un solido amarillo claro,
soluble en agua, metanol, acetona, y acetonitrilo. De acuerdo con el analisis de
masas de este soélido se identificé un ion molecular de 742 m/z [M+H]* que se
asocio a la formula molecular CssH40019 correspondiente a la masa molecular
calculada de 740.22 con 14 insaturaciones. En el espectro de RMN-'H de QIl que
se muestra en la Figura 34, se observaron cuatro sefiales entre 8 a 6 ppm que
fueron asignadas a hidrogenos de un anillo de benceno. De igual manera, el
espectro muestra un grupo de sefiales entre 4.2 a 3.0 ppm que podrian estar
asociadas a hidrégenos base de oxigeno de grupo hidroxilo de azucares (Hirose
et al., 2010).

(CD5).C=0

Cuatro hidrégenos
aromaticos
Hidrégenos
-OH base de
hidroxilos de
azucar
ML/ L jLL)I "
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Figura 34. Espectro de RMN-'H (700 MHz, acetona-des) del compuesto QIl.

En el mismo sentido, una expansion de la zona de 8.5 a 6.0 ppm del espectro de
RMN-H (Figura 35), indica dos hidrégenos aromaticos a 6.25 y 6.48 ppm, ambos
exhiben un acoplamiento meta de J=2.1 Hz en un anillo de benceno
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tetrasustituido, con un acoplamiento de un sistema AB, como se muestra en la
Figura 35. También, en esta misma zona de hidrogenos aromaticos se observa
una sefal doble a 6.97 ppm y otra sefal doble a 8.18 ppm, estas dos sefales
presentan un acoplamiento orto de J= 8.9 Hz y la integracion de las sefiales de

cuatro protones indican la presencia de un compuesto aromatico para sustituido.

58.18 56.97
J=8.9Hz J=8.9Hz

56.48 86.25
J=21Hz J=21Hz
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85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 7.0 69 68 67 66 65 64 63 62 6.1 6.0
f1 (ppm)

Figura 35. Expansion del espectro de RMN de H del derivado QIl, mostrando
la zona de hidrogenos aromaticos
Los patrones de acoplamiento de los hidrégenos aromaticos mencionados
anteriormente (Figura 35) fueron confirmados mediante su espectro
bidimensional *H (COSY), los cuales se muestran en la Figura 36. En este
espectro se observa que los hidrogenos 6.25 (H6) y 6.48 (H8) ppm, se encuentran
acoplados, asi como los hidrogenos localizados en 6.97 (H2") y 8.18 (H3") ppm,

también estan acoplados.
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Figura 36. Expansion del espectro COSY donde se muestran los acoplamientos
entre los protones aromaticos presentes en el derivado QII.

Por otro lado, una expansion del espectro de RMN-13C entre 185 y 90 ppm como
se muestra en la Figura 37, se observaron sefiales para 13 carbonos, de las
cuales las sefiales con desplazamientos quimicos en 132.0 ppm y en 115.9 ppm
coincidieron para dos carbonos por simetria molecular del anillo B, sumando los
15 carbonos de una aglicona que podrian asociarse a la estructura de un
flavonoide. Mismo que puede ser demostrado por la presencia de una sefial en
178.9 ppm caracteristico de un grupo carbonilo de cetona (C=0) de una flavona,

tal y como fue explicado en la identificacién del compuesto QI.
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Figura 37. Expansion del espectro de RMN de 3C del derivado QIl, mostrando
la zona de carbonos arométicos

Tomando como base los datos de los espectros de RMN-1H y de 13C del derivado
QIl, hasta el momento es posible indicar que contiene dos grupos hidroxilo libres
y dos carbonos a los que estan conectados las moléculas de azlcar. La
numeracion de anillos con posibles patrones de acoplamiento y con posible
sustitucion glicosidica que se ajustan con la estructura de la aglicona de un

kaempferol se observa en la Figura 38.
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azlcar

Sustitucion glicosidica en C4° Sustitucion glicosidicaen C3

Figura 38. Posible estructura de la aglicona y de sustitucion glicosidica presente
en el derivado QIl, aislado de quinoa.

Un analisis de las correlaciones a tres enlaces por HMBC (Figura 39) de los
carbonos C4’y C3 con un hidrégeno anomérico permitié deducir que el residuo
de azlcar esta conectado con el carbono en la posiciéon C3 del anillo C de su
aglicona. Es asi como se descarta la posibilidad de una sustitucién glicosidica en

el carbono C4".

Protén anomérico
5 5.68 ppm

1 (ppm)

c3
5134.3 ppm_i

T e e
6.1 6.0 59 5.8 5.7 5.6 5.5 54 5.3 5.2 5.1
f2 (ppm)

Figura 39. Expansion del espectro HMBC mostrando la conexion del C3 de la
aglicona del Kaempferol y el proton de un azucar presente en QII.
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Asignacion de los desplazamientos quimicos de RMN del derivado QIl

Una vez establecida la estructura molecular de la aglicona del derivado QIl como
kaempferol, se continud con la asignacién de los desplazamientos quimicos de
RMN de H y de 3C (Cuadro 6), ademas de los experimentos bidimensionales
heteronucleares de HMBC y HSQC y homonucleares COSY. La conformacién
estructural definida de un sistema flavonoide de kaempferol de QII se muestra en
la Figura 38, la cual fue el punto de partida para la interpretacion de los espectros
de RMN de H y 3C. En la expansion del espectro HSQC (Figura 40A) se
muestran las correlaciones a un enlace entre el carbono C6 y el proton H6 a 6.25
ppm, asi como este protbn muestra varias correlaciones importantes a dos
enlaces con el carbono base de hidroxilo C7 a 164.7 ppm y a tres enlaces con el
carbono C8 a 94.5 ppm (Figura 40B). Consecutivamente, el carbono C8 muestra
una correlaciébn a un enlace en la expansién de su espectro HSQC con el
hidrogeno H8 a 6.48 ppm, igualmente este Ultimo hidrégeno indica una

correlacion a dos enlaces con el carbono C9 a 160.6 ppm (Figura 40B)

58.18 56.97
A) W' HY' 5648 8625 B)
H8 Hé

5945C8 | 1 )
5004C6 |

51159C3"

513202 44—

Figura 40. Expansion del espectro HSQC (Figura izquierda) que muestra
correlaciones a un enlace de los protones aromaticos presentes en el anillo A de
la aglicona y diagrama de correlaciones HSQC y HMBC (Figura derecha)
presente en el derivado QIl.
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Continuando con el andlisis, en la Figura 41 se observa la asignacion de
desplazamientos quimicos de RMN de *H y 13C del anillo B en una expansién del
espectro HMBC, en el cual se muestra una sefal doble en 6.97 (H3") ppm de
constante de acoplamiento J= 8.9 Hz, misma que mostré correlaciéon con los
carbonos C2" a 132.0 ppm, C4" a 158.0 ppmy C5" a 115.9 ppm. Una sefial doble
de hidrégeno a 8.18 ppm (J= 8.9 Hz) muestra una correlacién a dos enlaces con

el carbono C1" a 123.0 ppm y a tres enlaces con el carbono C2 a 157.9 ppm.

58.18 56.97
H2" H3"

OR,

5115.9C3,5—— T &
5123.0C1° + ]

51320C2,6" —— -

5157.9 C2 ¥
5158.0 C4' = -

S . HSQC
7~ N HMBC

Figura 41. Expansion del espectro HMBC que muestra correlaciones de los
carbonos e hidrogenos arométicos presentes en el anillo B de la aglicona
presente en el derivado QIl, aislado de quinoa.

Finalmente, no es clara la asignacion de la resonancia en C4’, pero al comparar
datos de RMN-13C en glicésidos de Kaempferol, al C4" se asigné un
desplazamiento quimico de 158.0 ppm gue es muy cercano al dato publicado de
161.3 ppm (Hirose et al., 2010). Ademas, el grupo hidroxilo de C4'no muestra
conexion con un proton anomérico de algun azucar. En tanto que, otro de los
carbonos pendiente de asignar correspondiente a C3 (anillo C), cuyo
desplazamiento quimico es 134.3 ppm es comparable con el dato publicado para
kaempferol glicosilado en C3 en 134.5 ppm (Hirose et al., 2010) y de acuerdo con

su correlacion a tres enlaces en el espectro HMBC se observa conexion con el
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hidrogeno anomeérico en 5.68 ppm, ver Figura 39, quedando asignados de esta

manera los carbonos C4’y C3.

Por otro lado, en su espectro HSQC (Figura 42), también se observan las
asignaciones a un enlace entre las sefiales a 6.97 y 8.18 ppm con los carbonos
en posicion orto C3" a 115.9 ppm y C2" a 132.0 ppm, respectivamente, y estos a
su vez fueron asignados a los carbonos C5y C6” respectivamente por simetria
molecular del anillo B. Por tanto, quedan asignados los desplazamientos
quimicos del anillo B del kaempferol presente en el derivado QIl. En cuanto al
anillo C de la aglicona presente en el derivado QIl, la sefial de resonancia en
178.9 ppm fue asignada al carbono C4 perteneciente al grupo carbonilo (C=0).
Por otro lado, la sefial de resonancia a 157.9 ppm muestra correlaciones a dos
enlaces con la sefial a 8.18 ppm del proton H2" del anillo B, es asi como esta
sefial se asigno al carbono C2. Las correlaciones a dos y tres enlaces deducidos
de su espectro HMBC de la aglicona de QIl se muestra en la Figura 42.

58.18 56.97
H2" .

5115.9 —
c3’

51320 — ‘
c2’ 3 135

Figura 42. Expansion del espectro HSQC que muestra correlaciones de los
carbonos e hidrogenos aromaticos del anillo B y resumen grafico de las
correlaciones tipo HMBC de la aglicona presente en el derivado QII.

Las asignaciones de los espectros RMN de 'H y de *3C del derivado Qll y algunas
correlaciones de los espectros HMBC y COSY se muestran en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H y de 3C y correlaciones
HMBC y COSY para la aglicona de QIl en acetona-ds

Atomo  d(H) d(C) HMBC COSY
2 157.9 2,6
3 134.3
4 178.9
5 162.9 OH, 6,
6 6.25 d 99.4 OH 8
7 164.7 8,
8 6.48 d 94.5 6, 6
9 160.6 8,
10 105.7 6, OH, 8,
1 123.0 2
2 8.18 d 132.0 3 2
3 6.97 d 115.9 2 3
4 158.0
5 6.97 d 115.9 3 2
6 8.18 dd 132.0 2,5 3

Por otro lado, en el espectro de RMN de '3C del derivado QIl (Figura 43), se
observé un grupo de sefiales en la zona de 77 a 66 ppm y de 18.5 a 17 ppm, el
cual se asocio a la presencia de monosacaridos (Dini et al., 2004), y a la vez

permite deducir que el derivado QIl contiene tres moléculas de azucares.

76.8
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737
~ 736
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72.2
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66.6
18.1

17.7

L

o | | N

H I I
et bt st g A el JW \uthbrtaisbsat g U o ‘IKJWWWMJW bt St b e e
—

T 1 T T T 1T T T 1 T T T . T . T
77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 18.5 18.0 17.5 17.0
f1 (ppm) fi (ppm)

Figura 43. Expansion del espectro de RMN de !3C, mostrando sefiales
importantes de azucares presentes en el derivado Qll
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Establecimiento de la conectividad y tipos de azucares presentes en el
derivado Qll

De acuerdo con el analisis de la estructura de QIl, este compuesto contiene un
anillo de aglicona asignado como kaempferol con sustituyentes de azucar en la
posicion C3. La presencia de tres hidrégenos anomeéricos como indica la
expansion del espectro HSQC (Figura 44) confirma la existencia de tres

moléculas de azucar.

f1 (ppm)
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Figura 44. Expansion del espectro bidimensional HSQC de hidrégenos
anomeéricos de azucares presentes en el derivado QII.

Para establecer la composicion de los tres azucares interconectados en el
derivado QIl, se asigno la sefial a 66.6 ppm a un grupo metileno (-CHz-), asi como
las sefales dobles a 1.12 y a 0.94 ppm, que integran para tres hidrégenos cada

una, fueron asignadas a dos grupos metilo (Figura 45).
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Figura 45. Expansion del espectro bidimensional HSQC de la zona de metilos y
de azucares presentes en el derivado QII.

Tomando como base la asignacion de monosacaridos para el derivado QI en la
seccion anterior, se puede deducir que el grupo metileno se asocia con una
galactosa y los grupos metilo con dos ramnosas. Ademas, esta deduccion fue
validada con los desplazamientos quimicos publicados previamente para este
tipo de azlcares. De igual manera, es importante mencionar que los hidrogenos
anomeéricos a 5.25 y 4.55 ppm, no muestran correlacién a tres enlaces con ningdn
carbono del kaempferol. Por tanto, se deduce que los tres residuos de azlcares

deben estar interconectados en el carbono C3 de la aglicona de QII.

Para establecer el modelo de estructura del derivado QIl y su conexién con un
residuo de azucar, se inicia con la correlacion a tres enlaces del hidrogeno
anomeérico a 5.68 ppm con el carbono C3 en su espectro HMBC, la cual se indico
en la Figura 39. Este hidrogeno anomérico muestra una correlacion en su
espectro COSY con la sefial a 3.99 ppm asignada al hidrégeno sobre el carbono
C2"”. Asimismo, el carbono C2”" le corresponde un desplazamiento a 76.8 ppm
de acuerdo con su espectro HSQC, y este a su vez muestra una correlacién a
tres enlaces con el hidrégeno anomérico a 5.25 ppm. Estas correlaciones se
muestran en el resumen grafico de correlaciones tipo HMBC y COSY insertado
en la Figura 46. De esta manera, queda asignada la interconexion del segundo
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residuo de azucar. Para establecer la tercera conectividad de azucares, se
identificd una correlacidén a tres enlaces del grupo metileno a 66.6 ppm con el
hidrégeno anomeérico localizado en 4.55 ppm de otro residuo de azlcar. Las
correlaciones mencionadas se muestran en la expansion del espectro HMBC
(Figura 46). La asignacion completa de los residuos de azucares fue establecida
mediante los espectros HSQC y HMBC a dos y tres enlaces, respectivamente.
Con base en estos resultados, se determind la estructura del compuesto Qll como
kaempferol 3-O-(2°", 6" -di-O-a-ramnopiranosa)-B-galactopiranosa, el cual ha
sido previamente identificado en extractos polares de semillas de quinoa de

origen Japoneés (Hirose et al., 2010).

5525 54.55
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H. 5377
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Azlcares enlazados por sus carbonos anoméricos Asignaciones parciales resultantes de la correlacion HMBC y COSY

Figura 46. Asignaciones parciales de las correlaciones HMBC y COSY vy
expansion del espectro HMBC mostrando tres azulcares enlazados por sus
carbonos anoméricos de QIl.

Tomando como base la informacién analizada para el derivado QIll, se propone

la estructura molecular de este compuesto, la cual se muestra en la Figura 47.
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galactosa

Figura 47. Estructura molecular propuesta para el derivado QIl aislado de
semillas de quinoa.

El Kaempferol es el segundo flavonoide mas abundante en las semillas de quinoa
con concentraciones desde 0.25 hasta 542 mg kg (Tang & Tsao, 2017), no
obstante, los alimentos como las espinacas, eneldo y col también concentran
cantidades importantes para la dieta diaria (entre 40 y 50 mg 100g) (Dabeek &
Marra, 2019). EI Kaempferol, ademas de ser un potente inhibidor de radicales
libres, esta asociado con efectos antiinflamatorios y cardioprotectores (Dabeek &
Marra, 2019), y ejerce actividades antitumorales, anticancerigenas vy
antibacterianas (Lin et al., 2019). Por otro lado, Balakrishnan & Schneider (2020)
demostraron que los derivados de kaempferol, aislados de semillas de quinoa,
presentan una baja degradacion durante el paso gastrointestinal permitiendo una
mayor biodisponibilidad de absorcion. Bajo este contexto, las semillas de quinoa
son fuentes importantes del compuesto kaempferol que las convierte en

alternativas alimentarias potenciales para la dieta.

4.4.3. Elucidacién estructural del compuesto QIll

El compuesto QIlll obtenido de la fraccidon 6:4 del extracto hidroetandlico fue el
resultado de sucesivas recirculaciones en el sistema de RP-HPLC, tal cual como
fueron obtenidos QI y QIl. Se aislé un sélido de color amarillo claro y fue soluble

en agua, metanol, acetona, y acetonitrilo. En este caso, el analisis de masas
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identifico un ion molecular de 615 m/z [M+H]* que se asocié a la férmula
molecular C27H30016 equivalente a la masa molecular calculada de 610.5. Dado
que los azucares son compuesto altamente higroscépicos, debido a la presencia
en su estructura de grupos funcionales hidroxilo (OH), pueden protonarse en la
matriz acida (2,5-Dihydroxybenzoic) utilizada para la adquisicion de los espectros
por MALDI-TOF. Por tanto, la obtencion de la masa experimental y calculada del

compuesto aislado podria variar.

Para la asignacién de los desplazamientos quimicos del derivado QIll, se
consideré el mismo procedimiento de andlisis que se utilizé para la elucidacion
del derivado QIl. El espectro de RMN de 'H de QIll mostrado en el Figura 48,
indica un conjunto de sefiales entre 8.0 y 6.0 ppm que fueron asignadas a cinco
hidrégenos de tipo aromético. Mientras que, en la zona entre 4.0 y 3.2 ppm se
observan un grupo de sefiales que, seguln su desplazamiento quimico, estan

asociadas a hidrogenos base de oxigeno de grupo hidroxilo de azucares.
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Figura 48. Espectro de RMN-'H (700 MHz, acetona-ds) del compuesto QIll.
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En la expansién de la zona entre 8.0 y 6.0 ppm del espectro de RMN de!H (Figura
49), se observan dos sefiales dobles a 6.55 y 6.30 ppm. Estas sefiales tienen un
acoplamiento meta de J=2.1 Hz en un anillo de benceno tetrasustituido.
Asimismo, en esta zona se observa una sefal doble (d) a 6.95 ppm con un
acoplamiento J=8.5 Hz y otra sefial a 7.73 ppm como doble de doble de doble
(ddd) exhibiendo constantes de acoplamiento J= 8.5, 2.3, 1.2 Hz. Por ultimo, se
observa una sefal a 7.89 ppm como doble de triple (dt) con un acoplamiento de
J= 2.3 y 1.2 Hz. Las tres ultimas sefiales muestran un patrén de acoplamiento

similar al derivado QI que corresponde a otro anillo de benceno trisustituido.
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Figura 49. Expansion del espectro de RMN de 'H del derivado QIll, mostrando
la zona de hidrégenos aromaticos

Para confirmar los acoplamientos de los hidrégenos aromaticos de QIll, en la
expansion de la zona de 8.2 a 5.9 ppm del espectro bidimensional COSY (Figura
50) se observa el patron de acoplamiento de estos hidrogenos. En este espectro,
se muestra que los hidrégenos H6 (6.30 ppm) y H8 (6.55 ppm) estan acoplados,
asi como los hidrogenos H5" (6.95 ppm) y H6" (7.73 ppm). Este ultimo proton, a
Su vez tiene una correlacion meta con el proton H2" (7.89 ppm).
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Figura 50. Expansion del espectro COSY donde se muestran los acoplamientos
entre los protones aromaticos presentes en el derivado QIll.

Por otro lado, en el espectro de RMN de 3C que se muestran en la Figura 51, se
observan sefiales para 15 carbonos que son asociados a la estructura de un
flavonoide, confirmado por la presencia de una resonancia en 179.2 ppm
caracteristico de un grupo carbonilo de cetona (C=0). Estas sefiales observadas
son asociadas a la estructura de una quercetina, tal como se justifico en la

seccién anterior para el derivado QI.
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Figura 51. Espectro de RMN de 3C del derivado QIll, mostrando la zona de
carbonos aromaticos y la zona de carbonos base de hidroxilos de azucares.
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Asignacion de los desplazamientos quimicos de RMN del derivado QIlll

Una vez conocida la estructura molecular de la aglicona del derivado QIll como
quercetina, se continud la asignacion de los desplazamientos quimicos de RMN
de 'H y de *3C con apoyo de los experimentos bidimensionales heteronucleares
HMBC y HSQC, y el homonuclear COSY. La asignacion de sefiales para el anillo
A se inici6 a partir de la resonancia en 6.30 ppm correspondiente al protén H6,
mismo que muestra correlaciones observables en la expansién del espectro
HMBC (Figura 52) a dos enlaces con los carbonos C5 a 162.9 ppmy C7 a 165.3
ppm y a tres enlaces con los carbonos C8 y C10 a 94.7 ppm y a 105. 7 ppm,
respectivamente. A la vez, el proton H8 en 6.55 ppm muestra una correlacion a
dos enlaces con el carbono C9 a 158.0 ppm.

H8 He
56.55 56.30

[LLETEN
c656997 § — =
€108 105.74 "

C95158.0 |

€551629 ] i - 18 I » y HSQC
C751653 = OH
iro /\‘ HMBC

Figura 52. Expansion del espectro HMBC gue muestra correlaciones en el anillo
A de la aglicona presente en el derivado QIlll, aislado de quinoa.

En la expansion del espectro HSQC (Figura 53), se observan correlaciones a un
enlace de los carbonos C6 y C8 con los protones H6 a 6.30 ppm y H8 a 6.55
ppm, respectivamente.
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Figura 53. Expansion del espectro HSQC que muestra correlaciones a un enlace
de los protones aromaticos presentes en el anillo A y B de la aglicona presente
en el derivado QIII.

Continuando con la asignacion de desplazamientos quimicos de RMN de 'H y
13C del anillo B (Figura 54), se inicia con la sefial doble en 6.95 ppm de constante
de acoplamiento J= 8.5 Hz (correspondiente a la sefial de C5"a 115.8 ppm en su
espectro HSQC Figura 53), que mostré correlaciones a dos enlaces con los
carbonos C3'(145.4 ppm), C4°(149.4 ppm) y C6” (122.8 ppm). Asimismo, la sefial
a 7.89 ppm de constante de acoplamiento J= 8.5, 2.3, 1.1 Hz muestra correlacion
a un enlace con el carbono C2" a 117.6 ppm en su espectro HSQC (Figura 53).
Y a su vez, esta sefial de protén observa correlaciones con los desplazamientos
145.4, 123.2, 122.8, y 158.7 ppm asignados a los carbonos C3", C1", C6", y C2,
respectivamente. De esta manera quedan asignados los desplazamientos

quimicos del anillo B de la aglicona del derivado QIII.
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Figura 54. Expansion del espectro HMBC que muestra correlaciones de los
carbonos e hidrogenos arométicos presentes en el anillo B de la aglicona
presente en el derivado QIll, aislado de quinoa.

Por ultimo, la asignacién de los desplazamientos quimicos de RMN de H y 13C
de los tres carbonos del anillo C de la aglicona del derivado QIlll, se inici6é con el
desplazamiento a 179.2 ppm, el cual fue asignado al carbono C4 caracteristico
del grupo carbonilo (C=0). De igual manera, la sefial a 158.7 ppm muestra una
correlacion en su espectro HMBC (Figura 54) con la sefial a 7.89 y 7.73 ppm
correspondiente a los protones H2" y H6"del anillo B, la cual fue asignada al
carbono C2. Finalmente, la sefial a 135.7 ppm que no muestra acoplamiento con

protones de los anillos A ni el B, fue asignado al carbono C3.

Tomando como base estos resultados y la informacion analizada para el derivado
QI en la seccibén anterior, se pudo deducir que el derivado QIIl muestra un anillo
de aglicona asignado como quercetina con un sitio de glicosilacion, por lo tanto,
dos grupos de azucar estan conectadas en forma lineal. Esto fue evidenciado en
el espectro HMBC (Figura 55) donde se muestra la presencia de dos hidrogenos

anomericos de azucar y sus interconexiones.
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Figura 55. Expansion del espectro HMBC (A) mostrando correlaciones con el
carbono C3y con el CHzy el anomérico de otro azlcar y asignaciones parciales
de las correlaciones HMBC y COSY (B) de QIIl.

En dicha expansion se deduce que el derivado QIll contiene dos azlcares, de las
cuales el hidrogeno anomérico de azucar a 5.15 ppm esta correlacionada a tres
enlaces con la sefial a 135.7 ppm, asignado al carbono C3. Mientras que, el
hidrégeno anomérico de azucar localizado a 4.56 ppm indica una conexion lineal
con la resonancia del grupo metileno (-CH,) a 67.1 ppm. La estructura molecular

completa del derivado QIll, se muestra en la Figura 56.
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Figura 56. Estructura molecular propuesta para el derivado QIll aislado de
semillas de quinoa.
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Los experimentos bidimensionales HMBC, HSQC, y COSY permitieron completar
las interconexiones a dos y tres enlaces entre carbonos e hidrogenos de azlcares
contenidos en el derivado QIll. Finalmente se establecié al derivado QIll como
una quercetina 3-O-(6""-O-a-ramnopiranosa)-p-galactopiranosa (3). Es
importante mencionar, que el derivado QIll es un nuevo producto natural. Los
desplazamientos quimicos de la estructura molecular de la aglicona del derivado

QIIl se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H y 3C y correlaciones HBC
y COSY para la aglicona de QIlll en acetona-ds.

Atomo d(*H) d(**C) HMBC COSY
2 158.7 2,6
3 135.7 Protén anomérico
4 179.2
5 162.9 OH, 6,
6 6.30 d 99.7 8 8
7 165.3 8,
8 6.55 d 94.8 6, 6
9 158.0 8,
10 105.7 6, OH, 8,
1’ 123.2 2
2 7.89 dt 117.6 6 6
3 145.4 2’5
4 149.4 OH
5 6.95d 115.8 36 6’
6’ 7.73 ddd 122.8 2,5 5,2

La quercetina se caracteriza por la capacidad de capturar radicales libres que
provocan reacciones de oxidacion en cadena, las cuales inducen dafios a
moléculas biolégicas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Soobrattee et
al., 2005). La actividad antioxidante de la quercetina juega un rol importante en
la prevencion de padecimientos a causa de enfermedades cardiovasculares,
neuronales, cancer, entre otras mas (Lin et al., 2019). Estas propiedades
bioldgicas acreditan a la quercetina y sus derivados como agentes nutracéuticos
(Das et al.,, 2012). Las fuentes mayoritarias de quercetina en la forma 3-O-
glicosido son principalmente en cebollas, manzanas, té y vino tinto (Dabeek &
Marra, 2019).
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4. 5. Conclusiones

Se estudio a las semillas de quinoa cultivada en los Andes del Ecuador, de las
cuales se aislaron tres flavonoides, dos denominados como quercetina 3-O-(2",
6" -di-O-a-ramnopiranosa)--galactopiranosa (1), y kaempferol 3-O-(2"", 6""-di-O-
a-ramnopiranosa)-B-galactopiranosa, (2) identificados previamente y uno nuevo
conocido como quercetina 3-0O-(6""-O-a-ramnopiranosa)-p-galactopiranosa (3).
La elucidacion estructural de estos compuestos se establecié por resonancia
magnética nuclear con los experimentos de correlacion homonucleares y
heteronucleares, ademas de la comparacion de sus datos con los publicados

para compuestos similares.
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5.CONCLUSIONES GENERALES

La quinoa blanca de Ecuador presentd la concentracion mas alta de proteina
(16.5 %), sin embargo, la quinoa blanca cultivada en México present6 la mayor
concentracion de compuestos fendlicos y una mayor actividad antioxidante. En
las tres colectas estudiadas, se encontr6 que los aminoacidos libres mas

abundantes fueron: arginina, acido glutamico y alanina.

A partir del extracto hidroetandlico de las semillas de quinoa, colectadas en
Ecuador, se aislaron e identificaron tres flavonoides, uno conocido como
quercetina 3-0-(2"7,6""-di-O-a-ramnopiranosa)-B-galactopiranosa (1) y dos
nuevos, identificados como: kaempferol 4 -O-(2"", 6""-di-O-a-ramnopiranosa)-B-
galactopiranosa (2) y quercetina 3-O-(6""-O-a-ramnopiranosa)-B-galactopiranosa
(3). La estructura de estos compuestos se determind comparando sus datos de
resonancia magnética nuclear con los publicados para compuestos similares,
mientras que, la posicion de los azlcares en las agliconas fue establecida
mediante los espectros de correlacion homonuclear COSY y heteronucleares
HMBC y HSQC.
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