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RESUMEN
Amaranthus dubius, pertenece a la familia Amarantaceae, llamada también bledo o amaranto. Es
considerado como un cultivo funcional para personas y animales por poseer un potencial uso
alimenticio. Estos beneficios que puede aportar vienen dados por su valor nutritivo, razén por la
cual se estudid por medio del método proximal para alcanzar los valores de proteinas, grasa,
ceniza, carbohidratos y humedad. También, se llevé a cabo la investigacion sobre la bioactividad
resaltando su estudio fitoquimico en-los extractos de hexandico, diclorometanoico y etandlico en
sus hojas para obtener la determinacion cualitativa de los componentes presentes en la planta.
Ademas, se evalué la toxicidad del extracto etanélico de las hojas de A. dubius que ejerce sobre la
Artemia salina determinando su DLs,. El objetivo de esta investigacién fue confirmar la
composicién nutricional de la harina de las hojas de Amaranthus dubius y el estudio fitoquimico y
ecotdxico de los extractos de las hojas. Los resultados revelaron que la harina de Amaranthus
dubius tiene un alto contenido de proteina (28,55 %), cenizas (15,72 %) y carbohidratos (55 %),
pero presenta menor cantidad de humedad (0,16 %) y lipidos (0,54 %). En cuanto al andlisis
fitoquimico de las hojas de la planta, se encontrd en el extracto hexandico presencia de esteroles,
en el diclorometanoico presencia de esteroles, polifenoles, saponinas y en el etanolico presencia de

alcaloides, esteroles, terpenos, polifenoles, saponinas, y taninos. Con respecto a la toxicidad, se

obtuvo que la DLs, del extracto etandlico de las hojas de Amaranthus dubius fue relativamente

inocua frente a la Artemia salina.

Palabras claves: Amaranto, Amaranthus dubius, composicion nutricional, estudio fitoquimico,

ecotéxico, Artemia salina, valor nutricional.



INTRODUCCION

Antecedentes del problema

Desde tiempos remotos, el hombre empez6 a darse cuenta de que las plantas no
solo les servian de alimento, sino que, gracias a su composicién quimica, poseen un
conjunto de nutrientes y propiedades (bioactivas, antioxidantes o funcionales beneficiosas
0 toxicas para la salud), que les otorgan distintas finalidades (1). De alli, surge la ciencia
que estudia los diferentes procesos que el organismo utiliza para el desarrollo y
mantenimiento de las estructuras corporales y la regulacién de procesos metabolicos, la

cual es denominada nutricion (2).

En tal sentido, el analisis nutricional de un alimento determina el valor energético y
la carga de nutrientes del mismo: grasas, carbohidratos, azlcares, proteinas, vitaminas y
minerales. De acuerdo con los criterios establecidos por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) vy otras instituciones, se considera un alimento de excelente calidad cuando

presenta un alto valor nutricional (3).

Por otra parte, la ciencia que se ocupa del estudio para la alimentacion animal es
Ilamada zootecnia, encargada de todos los aspectos que proporcionan la cantidad de
sustancias nutritivas adecuadas para procurar un estado optimo. Para ello, es importante
valorar el contenido de nutrientes del alimento y el racionamiento o forma de aportar la
cantidad necesaria para cubrir de manera ideal su demanda (2). Por ende, es indispensable
estudiar su valor nutricional, referente a la composicién quimica que determina la cantidad
de componentes nutritivos que contiene y la disponibilidad de ser ingeridos y a su vez,

asimilados por el animal (2).

En los Gltimos afios, se han estudiado las propiedades de las plantas en busca de
alternativas de componentes nutricionales que puedan ser consumidos tanto por el animal y
el humano; una especie altamente estudiada ha sido el Amaranthus dubius. Las cualidades

y caracteristicas agronomicas de esta especie la convierten en una planta de potencial



interés para ser empleada en la industria agroalimentaria; una de las razones es su

excelente perfil de nutrientes; comparable con los cereales (4,5).

El Amaranthus dubius es una especie altamente diseminada en Venezuela,
considerdndose un arvense de cultivos de subsistencia, como el maiz, sorgo y leguminosas.
El género Amaranthus se caracteriza por su alto contenido de nutrientes en hojas y semillas
(5). La diversa literatura indica que tiene un excelente indice en macronutrientes (12-22 %
de proteinas y 6-13 % de lipidos), (9-14 % de fibra dietética), vitaminas, minerales y otros
compuestos fitoquimicos (polifenoles y fitoesteroles) (6,7,8), en comparacién con otras
fuentes vegetales. Ademas, tiene un alto contenido de lisina y metionina, aminoécidos que

son considerados como limitantes en muchas proteinas vegetales (9).

Es una planta perteneciente a la familia Amarantaceae, con mas de 60 especies
distribuidas en regiones tropicales y subtropicales. Debido a su adaptacion a diferentes
temperaturas y suelos secos, se ha vuelto relevante en el consumo humano y animal (10).
La importancia del Amaranthus dubius se apoya en los beneficios que puede ofrecer esta
planta demostrando que puede superar valores nutricionales de alimentos convencionales
con respecto a su grano, mientras que las hojas de la planta superan el porcentaje en
proteinas, calcio, fésforo, hierro y acido ascdrbico en comparacion con otras plantas. Por lo
tanto, el uso del Amaranthus dubius radica en el consumo de sus dos formas tipicas: como

alimento en su forma de harina y la planta entera como alimento para el ganado (11).

Asimismo, en la alimentacién humana se consumen sus semillas como cereal y sus
hojas y tallos como verdura; se emplea también como planta forrajera en la alimentacion
de cerdos, ovinos, caprinos, vacunos, entre otros (5). Existen especies del género
Amaranthus, de las cuales 40 son nativas de América y 12 estan presentes en Venezuela,;

una de ellas es el Amaranthus dubius, que se encuentra en ambientes secundarios (5).

Debido a los beneficios presentes en Amaranthus dubius, es importante realizar el
estudio de los componentes de alto valor bioldgico, los cuales a través de la extraccion de
compuestos bioactivos a partir del material vegetal dependen en gran medida del tipo de
disolvente utilizado en el procedimiento de extraccion. Las propiedades de un buen
solvente para las extracciones incluyen baja toxicidad, facilidad de evaporacion a baja

temperatura, promocion de una rapida absorcion fisioldgica en el tejido vegetal, accién



conservante e incapacidad para hacer que el extracto resultante se acompleje o se disocie
(6). En tal sentido, para realizar la extraccion de las hojas de Amaranthus dubius, los
solventes utilizados fueron etanol (polar), diclorometano (medianamente polar) y hexano
(apolar), obteniendo metabolitos secundarios que son los compuestos responsables de las
propiedades medicinales y farmacoldgicas de las plantas, y pueden ser aprovechados en

diferentes industrias.

Se cree que existen alrededor de 170.000 metabolitos de origen vegetal, lo que
sugiere la investigacion de nuevas especies vegetales para la contribucion en la basqueda
de nuevos compuestos, pero algunas veces estos compuestos pueden causar efectos
secundarios graves, convirtiéndose en ocasiones méas nocivos que la enfermedad, por ello
es necesario evaluar si los compuestos presentes en una especie vegetal son perjudiciales

para la salud (7).

Los ensayos de toxicidad son ensayos bioldgicos de diagnéstico, empleados para la
deteccidn del efecto de agentes fisicos y quimicos, donde se utilizan organismos vivos de
prueba a determinadas condiciones y bajo pardmetros establecidos. Se determina mediante
este tipo de ensayos: muerte, crecimiento, proliferacion, multiplicacién, cambios
morfoldgicos, fisioldgicos o histoldgicos evaluados por la reaccién de los organismos (7).
Por esta razén, la Artemia salina es una prueba estandar de toxicidad aguda a corto plazo,
reproducible y repetible, por lo que este bioensayo es una herramienta valiosa como prueba

de evaluacion para categorizar la toxicidad de sustancias quimicas o naturales (7).

La investigacion se justifica, dado que el género Amaranthus recientemente ha
creado un fuerte interés como cultivos agricolas en muchas regiones del mundo por el alto
valor nutricional de sus semillas y hojas. Siendo considerado uno de los pseudocereales
mas nutritivos, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) lo denomina como el cultivo con mayor potencial técnico de desarrollo
para las regiones andinas y costeras de América debido a las caracteristicas nutritivas de la
planta entera asi como la cualidad de su excelente capacidad de resistencia a suelos y
climas secos, de alli que su importancia radica en verificar las multiples propiedades,
ademas del consumo, en que puede usarse el Amaranthus (12).

El Amaranthus dubius, ha sido redescubierto como una planta multipropdsito rica

en nutrientes. La semilla se ha explorado como potenciadora de nutrientes en alimentos



basicos; sin embargo, las hojas estan subutilizadas (13). Es por ello, que es indispensable el
estudio de la harina obtenida de las hojas del Amaranthus dubius, para identificar aspectos
fundamentales como lo es el valor nutricional y a partir del extracto de las hojas de la
planta, el estudio fitoquimico y la identificacién ecotdxica, con el fin de dar provecho total
a la planta de Amaranthus dubius, siendo el caso de esta investigacion.

Debido a que tiene un alto contenido energético proporcionado por almidon, facilita
la digestion por su reducido tamario, ya que el diametro de los granulos de almidon oscila
entre uno y tres micrones. Ademas, le confiere buenas propiedades aglutinantes vy
espesantes, por lo que podria utilizarse como espesante; es fuente de fibra y tiene una alta

cantidad de proteinas y aminoacidos (14,15).

El Amaranthus dubius tiene una mayor proporcién de lisina, un aminoacido
esencial que es limitante en los cereales, de alli la importancia que tiene cuando, por
ejemplo, se combina harina de amaranto con harina de maiz o de trigo, esta combinacion
aporta una mayor proporcién de aminoacidos esenciales, acercandose a la composicion de
la proteina patron propuesta por la FAO (12). Ademas, tiene mayor cantidad de grasas que
los cereales y que la quinoa y el trigo sarraceno. Al igual que todos los alimentos de origen

vegetal, no contiene colesterol; tiene un alto contenido de calcio, hierro y fosforo (14).

Finalmente, por todo lo antes descrito, las especies de Amaranthus estan generando
creciente interés para la nutriciébn humana y animal, aunque su uso es limitado debido al
contenido de sustancias toxicas y antinutricionales (oxalatos, fitatos, fenoles totales,
taninos condensados, taninos hidrolizables y cianuro). Sin embargo, la presencia de estos
compuestos en las hojas, tallos y paniculas de Amaranthus dubius ha sido poco
investigados, por lo que resulta interesante ampliar el estudio de esta planta enriquecedora
surgiendo la necesidad de investigar sobre aspectos fitoquimicos, ecotoxicos y de gran

importancia el valor nutricional. (15)

Con respecto a los alcances de la investigacion, esta representada por la amplitud y
la profundidad del conocimiento que se quiere conocer. Es por ello que la profundidad del
conocimiento que se pretendié fue confirmatoria, ya que se estudié una relacion causa-
efecto entre el analisis nutricional de la harina de las hojas de Amaranthus dubius y el

estudio fitoquimico. También, la relacion entre el estudio fitoquimico de los extractos



etanolicos de las hojas de Amaranthus dubius y la toxicidad frente a nauplios de Artemia
salina (16); las limitaciones de la investigacion estaran dadas en los aspectos teoricos, en
cuanto a la disponibilidad de pocos trabajos previos, articulos actualizados e informacion
de la especie en estudio en el aspecto citotdxico, los cuales afectan la plena ejecucion del

mismo.

El Problema

En vista que en la actualidad se puede evidenciar las propiedades de las plantas en
busca de alternativas de componentes nutricionales que puedan ser consumidos por el
hombre, y a su vez por medio de estudios bioldgicos se puede identificar los compuestos
beneficiosos o toxicos presentes en una planta, que pueden ser utilizados en enfermedades

y en la alimentacion, permitiendo ser aprovechados en diferentes industrias
Se considerd en el problema de investigacion la siguiente interrogante:

¢Cudl es la relacion que existe entre el analisis nutricional de la harina de las hojas
de Amarnthus dubius y el estudio fitoquimico y ecotoxico de los extractos de las hojas,
procesados en el laboratorio del departamento de analisis de alimentos de la facultad de

farmacia y bioanalisis de la universidad de Los Andes, Mérida? julio 2023 a julio de 2024?

Marco Tedrico

Trabajo Previos

Olusanya et al., en el 2023 (14), realizaron una investigacion basada en mejorar el
contenido mineral de Ujege integrando Amaranthus dubius, para la composicion mineral
del polvo de la hoja y de los prototipos Ujege de harina de trigo suplementada con
amaranto al 0 %, 2 %, 4 % y 6 %. Los hallazgos muestran que los carbohidratos de las
materias primas oscilaron entre 41,6 y 74,3 %, las grasas entre 1,58 y 4,47 %, las cenizas
entre 2,37 y 17,97 % y las proteinas entre 11,96 y 31,56 %. Ademas, el contenido de

humedad del Ujege mejorado fue igualmente bajo, lo que indica que se mantiene la calidad



de la muestra. El aumento de la concentracion de la planta condujo a un Ujege enriquecido,
especialmente en el contenido de cenizas y proteinas. Obtuvieron un Ujege suplementado
con Amaranthus dubius al 2 % fue el prototipo méas aceptable como muestra de control el 6
% fue el prototipo menos preferido. En conclusion, los autores publicaron que el

Amaranthus dubius puede enriquecer alimentos basicos como (Ujege).

Por otra parte, Escobar en el 2023 (17), estudiaron las caracteristicas
farmacogndsticas y el valor nutricional de la hoja de Amaranthus dubius, obteniendo como
resultados los siguientes parametros farmacognosticos cenizas totales 20 %, cenizas
solubles en agua 5,25 %, cenizas insolubles en &cido clorhidrico 14,3 %, humedad 8 %,
sustancias solubles 5.2 % (Ext. acuoso), 2,2 % (Ext. etéreo), 2,80 % (Ext. alcohdlico).
Mediante el tamizaje fitoquimico se determind cualitativamente la presencia de alcaloides,
quinonas, flavonoides, acidos grasos, azUcares reductores, fenolicos y/o taninos vy
triterpenos y/o esteroides, siguiendo la metodologia de Miranda y Cuéllar y para la
determinacion del valor nutricional se realizaron parametros como macronutrientes
(fésforo (0,13 %), Magnesio (0,20 %), Nitrégeno (4,71 %), Potasio (1,67 %), Calcio (0,16
%) y Azufre (0,09 %), micronutrientes (Hierro (149,07 mg/kg), Zinc (88,71 mg/kg), Cobre
(18,69 mg/kg), Manganeso (147,28 mg/kg), Boro (17,80 mg/kg) y Sodio (84,15 mg/kg) y
fibra (16,94) mediante técnica interna del laboratorio. Concluyeron que el Amaranthus
dubius es rico en macronutrientes, y presenta potencial fitoquimico.

También, Pacheco et al., en el 2021 (18), publicaron un articulo titulado: Efecto de
la inclusion de hojas de Amaranto (Amaranthus dubius) en las propiedades de un yogurt.
Para la formulacion de los yogures con inclusién de la harina de la planta, se realizaron
cuatro preparaciones: la primera sin dilucion, la segunda le afiadieron una relacion de
bledo: agua (10:90), la tercera relacién de bledo: agua (15:85), y la cuarta relacion de
bledo: agua (20:80). Luego, realizaron métodos fisicogquimicos y sensoriales. Los
resultados para el andlisis fisicoquimico de las muestras de yogurt evaluados, indicaron
que Amaranthus dubius constituye una fuente de proteina vegetal alternativa de alto valor
alimentario; debido a que generd un aporte significativo de 3,8 %; 5,34 %; 7,93 % en cada
uno de las formulaciones de yogurt, resaltando un perfil proteico de 6.21 % de la muestra
T3, siendo superior en los demas, lo cual resulta que a mayor proporcién de harina de

Amaranthus dubius afiadida, mejores porcentajes de proteina se obtienen. En cuanto, a la



acidez, humedad, pH y grasa se obtuvieron resultados esperados para el yogurt y en la

prueba sensorial se mostro una baja aceptacion por el color dado por la harina de la planta.

Asimismo, Brirez et al.,, en el 2020 (19), divulgaron un articulo Ilamado:
incorporacion de harina de amaranto para la obtencién de bocaditos de carne con bajo
contenido de grasa y realizaron tres formulaciones: f1 la harina de amaranto fue agregada
directamente a la pasta cérnica, la f2 fue incluida en la carne picada a través de una
emulsion con agua, aceite y el emulsionante tripolifosfato de sodio y la f3 fue afiadida en
forma de emulsion gelificada (mezcla enriquecida con harina de amaranto empleando
proteina de gelatina como agente gelificante). Posteriormente, realizaron una evaluacion
sensorial y analisis de la composicién proximal del producto elaborado, los resultados
obtenidos en estos ensayos indicaron que la harina de amaranto, incorporada al producto de
diferentes maneras, podria emplearse en la formulacion de bocaditos de carne de bajo tenor
de grasa y reducido contenido de sodio, ya que presentaron buena aceptacion, debido a la
textura y jugosidad de los mismos especialmente de la tercera formulacion. Ademas, estos
resultados podrian ser Gtiles para la elaboracion de otros productos carnicos con harina de
la planta o su desarrollo industrial en productos alimenticios de consumo masivo, y que
puedan ser accesibles a una poblacion de requerimientos nutricionales especificos, como lo

son los enfermos celiacos.

Del mismo modo, Quintero et al., en el 2011 (5), realizaron anélisis sobre la
composicién quimica en las hojas, tallos y paniculas de la planta de Amaranthus dubius. La
composicién proximal se determind por los métodos de la Association of Official
Analitycal Chemists (AOAC, 1997). En primer lugar, fueron secadas en estufa con
rotacion y aireacion constante, molida y tamizada para ser almacenada en envases de
plastico con tapa hermética. Por otro lado, realizaron estudios bioldgicos de toxicidad para
determinar si la planta presentaba sustancias antinutritivas. Se empleé por un paquete
estadistico SAS (Statistical Analysis System, 2002-2003 version 9.1). Obtuvieron en las
hojas de la planta de A. dubius presencia de fenoles; oxalatos; nitratos, en bajas
concentraciones y una alta composicion nutricional (proteina 26,34 %), concluyendo, que
el Amaranthus dubius confiera un alto valor nutricional y puede ser empleado como nueva

fuente de nutrientes de bajo costo en materia primas de la industria agroalimentaria.



Molina et al., en el 2016 (20), realizaron un estudio de sustancias toxicas y
antinutricionales sobre Amaranthus dubius, en la época de cosecha. Las plantas fueron
cultivadas en la hacienda El Néctar, localizada en Merecure, municipio Acevedo, estado
Miranda, Venezuela, la concentracion de oxalatos, fitatos, fenoles totales, taninos
condensados y taninos hidrolizables se determinaron mediante técnicas colorimétricas
clasicas y el cianuro se determind por titulacion con nitrato de plata. Obtuvieron que el
contenido de toxicos y antinutrientes en Amaranthus dubius oscilé entre 169,6-368,5 mg
de oxalato; 0,771-7,482 mg; 0,47-1,77 mg de fenoles totales y 0,22-1,20 mg de taninos
condensados. No se detect6 cianuro ni taninos hidrolizables; los valores de la mayoria de
estas sustancias presentaron diferencias de acuerdo a la época de recolecta, asi como
interaccion entre ambos factores. En conclusion, el contenido de tdxicos y antinutrientes
fue generalmente mayor en la época seca que en la época lluviosa para todas las partes de
la planta. La época de recolecta y la parte de la planta afectaron el contenido de sustancias
toxicas y antinutricionales de A. dubius; sin embargo, los valores estuvieron por debajo de
los niveles maximos permitidos regulados para el consumo humano. Por lo tanto, la

materia prima no necesita ser procesada para garantizar su inocuidad.

Antecedentes Historicos

La planta silvestre del género Amaranthus, se remonta a las culturas mayas de
Guatemala, y aztecas en México, luego fue extendida por los continentes de Ameérica.
Amaranthus spp. fue uno de los principales cultivos presentes antes de la llegada de los
espafoles, junto al frijol, el maiz, y el chile, del cual se consumia tanto su grano como
hojas y tallos. Dentro de las culturas precolombinas el Amaranthus tenia una importancia

religiosa debido a que se formaban figurillas a base de esta planta y miel (21).

Durante la llegada de los espafioles, encontraron entre los cultivos al Amaranthus
spp Evidencias arqueoldgicas realizadas por Setien y Velasco en 1999, han confirmado que
las especies cultivadas para grano, son originadas en América, siendo uno de los alimentos
mas importantes. La cuna de la agricultura y de la irrigacién en Mesoamérica es el Valle de

Tehuacan Teotitlan durante la fase Coxcatlan, Puebla en Meéxico (5200 a 3400 afios AC),



donde se localizaron los primeros vestigios de semilla, indicando que la domesticacion

tuvo lugar en la misma época que el maiz (21).

En los afios antiguos de los Aztecas los cultivos mas importantes fueron el
Amaranthus hypochondriacus debido a su alto valor nutricional; produciendo de 15.000 a
20.000 toneladas por afio. Pero este cultivo fue desplazado y muchas veces prohibido por
los esparioles hasta casi desaparecerlo ya que lo relacionaban con ritos paganos religiosos.
Para la década de los afios 60 se cultivaba en pequefias areas agricolas, en los afios 80 este
cultivo ha sido revalorado por la sociedad, por ser uno de los cereales mas ricos en

proteinas y minerales esenciales para el hombre (22).

La familia Amaranthaceae cuenta con 70 géneros y alrededor de 800 especies, de
origen tropical, pero se adaptan muy bien a climas templados. ElI grano de Amaranthus
spp. es usado en la elaboracion de dulces, granolas y hojuelas. Ademas, la harina obtenida
de las semillas y hojas se utiliza para la elaboracion de galletas, cremas, pastas, entre otros
(22).

Una de las principales caracteristicas del grano de Amaranthus spp. es su alto contenido de
proteinas en peso seco de 17%, teniendo un alto contenido de lisina; las proteinas
mayoritarias son las fracciones de albuminas, globulinas y glutelinas; lo que hace un
candidato ideal para la elaboracion de preparados proteicos. Ademas, no son alergénicas y

son libres de gluten (21).

Por lo tanto, uno de los estudios realizados para las proteinas a gran escala es la
protedmica; es decir, el estudio de su estructura y funcion. A lo largo de los 20 afios de su
reapariciéon se han mejorado las técnicas de extraccion y purificacion de proteinas;
evolucionando en la instrumentacion para mayor sensibilidad, precision de masas y

fragmentacion de péptidos mucho mas eficiente (21).

Esta planta se ha sembrado en Estados Unidos, Perd, México y otros paises de
Centro América, Europa, Medio Oriente, Africa. En Venezuela son pocos los intentos de
cultivo que se han realizado en el pasado para su utilizacion en la alimentacion, aunque a
partir del afio 2005 esta planta fue incluida dentro del programa de rescate de alimentos

ancestrales. En tal sentido, se ha realizado a lo largo del tiempo varios estudios para



conocer su mecanismo de accidén. observandose un manejo positivo en varias
enfermedades, una de ellas fue en lipidos plasmaticos y hepaticos. En un estudio realizado
en ratones con dislipidemia que fueron alimentados por 40 dias con harina de Amaranthus,
se observo una importante reduccién en los niveles plasmaticos de colesterol total y de baja
densidad (21).

Tambieén han realizado estudios en lineas celulares cancerigenas con el extracto,
eliminando residuos que podrian incluir flavonas, saponinas, sales o péptidos pequefios.
Los extractos fueron afiadidos a cuatro lineas observandose una disminucion en el ritmo de
proliferacion mediado por induccion de apoptosis, porque observaron una liberacién de

lactato deshidrogenasa, usada como marcador de apoptosis (21).

Bases Tedricas

Generalidades de la familia Amaranthaceae

Es una planta tropical de cultivo anual perteneciente a la familia Amarantaceae, la
cual abarca 70 géneros y mas de 850 especies de plantas herbaceas o arboles pequefios, se

catalogan en dos tipos de subfamilias Amaranthoideae y Gompherenoideae (1).

Descripcion botanica de la familia Amaranthaceae

Altura del tallo

Entre 0,3 y 0,4 m de longitud. Es cilindrico, anguloso y hueco al centro, su color es

igual al de las hojas y en ocasiones puede variar de tonalidades (23).
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Figura 1. Altura del tallo de Amaranthus (24).

Hojas

Son ovoides, su color varia de verde a purpura y cuando son tiernas pueden

consumirse como hortaliza, de cinco a diez centimetros de largo (24).

Figura 2. Hojas de Amaranthus dubius (24)

La inflorescencia de la planta

Son verdosos, en espigas terminales y axilares, de dos a veinte centimetros de largo
(24).
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Figura 3. Inflorescencia de Amaranthus dubius (24)

Semilla

Tiene 1,0 a 1,5 mm de didmetro, es lisa, brillante y generalmente de color blanco.

Conformada por episperma, endosperma, embrion. (23).

Figura 4. Semilla del Amaranthus dubius (24)

Tabla 1. Taxonomia de la familia Amarantaceae

Reino vegetal

Phylum Amaranthaceae

Clase Diocetiledoneas

Orden Centrospermales

Familia Amaranthaceae

Género Amaranthus

Especie Dubius, caudatus e hypochondriacus

Jiménez, 2017 (23).
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Distribucion y habitat

Se distribuye en zonas tropicales y subtropicales, con extensiones a las zonas
templadas. Ademas, tienen la capacidad de crecer anual, en forma arbustivas, con flores de
diversos colores. En Venezuela se conoce popularmente con los nombres de pira, bledo
(23).

Generalidades del Género Amaranthus

Este género se caracteriza por incluir plantas arbustivas con flores de diversos
colores, de verde a morado o purpura; unisexuales, con flores masculinas y femeninas en la
misma planta o en plantas diferentes (17). Se encuentran A. cruentus., A. hypochondriacus.
y A. hybridus. Son considerados como la maleza mas comun en México. Ademas, son
utilizados en la cocina rural y tradicional para realizar platillos diversos, se pueden

encontrar otras especies pertenecientes a este genero distribuidas en varios paises (23).

Descripcion Botanica del Género Amaranthus

Es una planta herbacea o arbusto que es anual o perenne en todo el género. Las
flores varian por la presencia de 3 o 5 tépalos, (25). Las especies de todo el género
contienen anillos concéntricos de haces vasculares, y fijan el carbono de manera eficiente
con una via fotosintética de tipo C4. Las hojas son de aproximadamente 6,5-15 centimetros

y de forma ovalada o eliptica (25).

Las inflorescencias tienen forma de una gran panicula que varia de terminal a axial.
La borla de la fluorescencia es erecta o doblada y varia en anchura y longitud entre
especies. Las flores tienen simetria radial y son bisexuales o unisexuales. (26). Las semillas
son de forma circular de 1 a 1,5 mm de didmetro y varian en color. La panicula se cosecha
200 dias después del cultivo con aproximadamente 1.000 a 3.000 semillas cosechadas por

gramo (29).
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Tabla 2. Taxonomia del Género Amaranthus

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophillidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Subfamilia: Amaranthoideae
Tribu: Amarantheae
Género: Amaranthus

Jiménez, 2017 (23).

Biologia floral y/o Fenologia del Género Amaranthus

La polinizacion puede producirse por aire, agua o por medio de algunos animales.
La polinizacion entomdfila (por abejas) es normal en Amaranthus y probablemente en
algunos otros géneros. Ademas, se disemina en muchas especies con flores estériles, tienen
modificados en espinas algunos 6rganos para poder ser transportados por el hombre o por
animales. Algunos frutos (como los de Alternanthera) poseen células con caracteristicas de
“corcho” que los capacitan para flotar. En otros géneros, adaptados a condiciones
xerofiticas, las semillas al hincharse como consecuencia de la humedad de la lluvia, hacen
que la cépsula se abra violentamente y asi caen a una distancia considerable en el suelo. La

diseminacion por animales puede ser endozodcora o epizodcora (29).

Aprovechamiento de la hoja del género Amaranthus

La hoja se puede aprovechar para su consumo en fresco para elaborar una gran
variedad de guisos, ya que por su sabor tan suave no modifica el sabor ni su apariencia.

Asi, se pueden elaborar aguas frescas, ensaladas, sopas, jugos, guisos, tortillas, tamales,
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etc. Ademas, por su alto contenido de hierro, es ideal para evitar la anemia especialmente

en mujeres embarazadas y nifios (30).

Aprovechamiento del grano del género Amaranthus

Algunos estudios revelan que se puede digerir y absorber mejor después de
transformarlo con calor. Remover la cubierta del grano con calor ha sido reportado como la
mejor forma de mejorar la calidad de la proteina disponible. Hay varios métodos para
transformarlo entre los que estan reventar, tostar, hervir, etc. Utilizar temperaturas muy

altas reduce la calidad del grano (30).

Atributos medicinales y cosméticos del género Amaranthus

Por su alto valor nutritivo, es ideal en anemias y desnutricion, es un alimento rico
en hierro, proteinas, vitaminas y minerales; es utilizado en casos de osteoporosis, ya que
contiene calcio y magnesio. Las hojas de amaranto tienen mas hierro que las espinacas.
Contienen mucha fibra, vitamina A y vitamina C. Algunos especialistas advierten que, si
usa como Vverdura, se tiene que hervir ya que, sobre todo en terrenos con poca agua, las

hojas pueden contener niveles de oxalatos y nitratos (28,30).

Propiedades nutraceuticas del Género Amaranthus

Tiene un alto nivel de proteinas, que van del 15 al 18 %. Mientras que el contenido
de proteinas de maiz, trigo y arroz mejorados genéticamente oscila del 10 a 13 %. La
calidad del contenido proteinico mayoritario puede compararse en varios parametros a la
de la proteina de la leche, la caseina, que se considera nutricionalmente la proteina por

excelencia; la principal proteina presente en este género es descubierta y bautizada como
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amarantina. Es un alimento superior nutricional y funcionalmente a cualquier otra proteina

vegetal conocida hasta ahora (30).

Composicion quimica del Género Amaranthus

El grano, hoja y panicula contienen componentes que pueden ser factores
antinutrientes, como saponinas, taninos y oxalatos. Presentando bajas concentraciones
toxicas. Por lo cual, la coccién de la planta reduce el contenido y el efecto antinutriente de

estos compuestos (31, 5).
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Figura 5. Acido fitico antinutrientes (32).

Figura 6. Flavona (32).
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Generalidades de la especie Amaranthus Dubius

Las especies mas apreciadas debido a la calidad nutricional y la presencia de
sustancias bioactivas en sus semillas son Amaranthus cruentus, Amaranthus caudatus y
Amaranthus hypochondriacus. Por otro lado, en los Gltimos afios ha aumentado el interés
en el estudio de especies productoras de hojas, como Amaranthus dubius por sus
cualidades nutricionales. Es una especie anual, herbacea, generalmente erecta con
diferentes coloraciones. Planta de origen vegetal con fuentes importantes para la salud por

su contenido de vitaminas, minerales y proteina. (1).

Efectos medicinales de Amaranthus dubius

Posee efectos curativos que ayudan a mejorar o controlar la diarrea, prevencion del
cancer de colon, previene y ayuda en el control de la osteoporosis, diabetes mellitus,
obesidad, hipertension arterial, estrefiimiento, insuficiencia renal cronica, insuficiencia
hepatica, enfermedad celiaca y se recomienda en la dieta para personas autistas, también es
recomendable para enfermos con problemas de desnutricién y oncoldgicos y su contenido

energético es beneficioso para pacientes con requerimientos caléricos elevados (24).

Usos medicinales de Amaranthus dubius

Durante tiempo atras los indigenas del Ecuador lo utilizaron para reducir el dolor de
garganta y fortalecer el Gtero de las mujeres, las hojas son astringentes y calmantes. En
medicina popular, la usan como cataplasma para sanar llagas inflamadas y en bafios para
calmar la fiebre, las semillas son utilizadas por sus propiedades antiparasitarias y
cicatrizantes (24).
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Cultivo de Amaranthus dubius

Es altamente eficiente ya que puede prosperar en condiciones agroclimaticas
como: sequias, altas temperaturas o suelos salinos. Su ciclo vegetativo tiene un promedio
de 180 dias, desde que germina hasta que la semilla alcanza su madurez. Es ecoldgico, ya
que no necesita un espacio especifico para su crecimiento, se lo puede encontrar en
jardines, masetas o en objetos reciclados. Su desarrollo es rapido y requiere de escasos
cuidados. A diferencia de otros cultivos el Amaranthus dubius tiene la capacidad de nutrir

el suelo, reforzandolo de minerales, constituyéndose como un fertilizante natural (24).

Plantas medicinales

Aportan a los organismos multiples principios activos que al tratarse de moléculas
organicas se absorben en general mas facilmente y su efecto depende de la accion conjunta
de varias sustancias que se potencian y equilibran mutuamente pudiendo beneficiar a

diferentes érganos o funciones del cuerpo (25).

Biosintesis de los productos naturales

Para la obtencién de metabolitos primarios, se lleva a cabo a través de la
fotosintesis, proceso fisico-quimico por el cual plantas, algas, bacterias fotosintéticas y
algunos protistas como diatomeas utilizan la energia de la luz solar para sintetizar
compuestos organicos (33). La biosintesis es un proceso de multiples etapas catalizado por
enzimas donde los sustratos se convierten en productos mas complejos en organismos
vivos. En la biosintesis, los compuestos simples se modifican, se convierten en otros

compuestos, o se unen para formar macromoléculas (33).
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Productos Naturales

Son producidos por metabolitos secundarios de los organismos vivos como
mecanismo de defensa frente a patdgenos. Los seres vivos son capaces de sintetizar una
gran variedad de compuestos, pero se define como “productos naturales” 0 “metabolitos
secundarios”, ambos sinénimos, es aquel que es propio de una especie, se le conoce
también como producto quimico y en la mayoria de los casos no tiene la utilidad aparente
para el ser que los sintetiza, a diferencia de los metabolitos primarios o productos
bioquimicos que presentan una utilidad definida y que son comunes en todos los seres
vivos, algunos de estos son: carbohidratos, lipidos y proteinas (34) . Los compuestos
derivados del metabolismo secundarios se distribuyen diferencialmente entre grupos
taxondmicos, presentan propiedades bioldgicas, muchos de ellos desempefian funciones
ecoldgicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos,
insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros (34).

Los productos naturales pueden clasificarse de distintas maneras:

1. Segun su biosintesis, la mayoria de ellos provienen de reacciones enzimaticas,
utilizando la glucosa como fuente de carbono; la cual es fotosintetizada en las plantas
verdes y obtenida a partir del entorno de los organismos heterétrofos. Existen tres rutas

principales para la formacion de metabolitos secundarios (34):

* Ruta del &cido mevaldnico a partir de este se forman enlances de prenilo que tras

uniones sucesivas conducen a isoprenoides (terpenoides, carotenoides, esteroides) (34).

* Ruta del acetato-malonato a partir del malonato y acetato se forman los

policétidos y &cidos grasos (34).

* Ruta del acido shikimico a partir de este se forman los aminoacidos y desde ellos

los otros compuestos aromaticos mas complejos (flavonoides y alcaloides) (34).

2. Segun su actividad fisiologica, esta clasificacion es independiente de su
estructura y biosintesis ocasionalmente se encuentra correlacionados entre su aspecto y
actividad (34).
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3. Segun su estructura quimica, se trata de una clasificacion formal basada en el

tipo de esqueleto molecular (34):

« Compuestos grasos o alifaticos de cadenas abiertas como los &cidos grasos,

azucares y gran cantidad de aminoéacidos.
» Compuestos de ciclos alifaticos como terpenoides, esteroides y algunos alcaloides
« Compuestos aromaticos o benzoicos como fenoles y quinonas.

*Compuestos heterociclicos como alcaloides, flavonoides, bases de &cidos

nucleicos.

Entre los metabolitos secundarios, se encuentran:
Alcaloides

Los alcaloides constituyen un grupo muy heterogéneo de bases de vegetales nitrogenadas,

con accion fisiologica mas o menos intensa sobre los animales. Hay unos cuantos
alcaloides de nitrogeno aminico que son neutros, como la colchicina, recinina. rutacarpina.
(Figura 10) Sin considerar la cafeina, y la teobromina, las bases puricas y pirimidinicas
estan excluidas del grupo de los alcaloides por carecer de accion farmacoldgica notable. La
mayoria de los alcaloides son sélidos incoloros, aunque algunos como la nicotina son
liquidos, otros amarillos como la berberina, o rojos como la queliretrina. La mayoria de los
alcaloides se encuentran en los vegetales como sales de acidos organicos. En ciertas
plantas puede haber un &cido especial asociado a los alcaloides; asi, el cido quimico esta
unido a los alcaloides de la quinina (35).
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Figura 10. Estructura quimica Alcaloide (35).
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Terpenos

Los terpenos forman la familia mas grande de los productos naturales, existe una
subclase en donde se encuentran los carotenoides, fitoesteroides, capsaicina y saponinas
(Figura 11), los cuales son de importancia en el sistema inmunoldgico, reducen el riesgo de
enfermedades cardiovasculares y favorecen la produccién de endorfinas. Su estructura base
estd formada por unidades isoprénicas triterpenoides y esteroles. Ademas, las plantas
utilizan los terpenoides para funciones basicas como el crecimiento y el desarrollo, pero
usan la mayoria de los terpenoides para interacciones quimicas mas especializadas y la

proteccion en el medio bidtico y abidtico (37).

Figura 11. Estructura quimica del colesterol (terpeno) (36).
Quinonas

Son dicetonas ciclicas insaturadas que por su reduccién se convierten en
polifenoles, siendo reversibles esta reaccion, son comunes en plantas, en vegetales, hongos
y bacterias. Derivan su nombre de la p-benzoguinona como producto de oxidacién del
acido quimico. Se clasifican en benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas vy

fenantraquinonas (Figura 12), dependiendo de los anillos arométicos que posean (36).
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Figura 12. Estructura quimica de antraquinona (Quinona) (34).
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Saponinas

Se le da el nombre de saponinas (del latin: Sapon = jabdn) a un grupo de glicésidos
que se disuelven en agua y disminuyen la tension superficial de ésta, por lo tanto, al
sacudir sus soluciones, se forman una espuma abundante, y relativamente estable. El
aislamiento en las saponinas (Figura 13), son sustancias muy polares y es posible extraerlas
en caliente o en frio, con agua o alcoholes de bajo peso molécula (37).

Figura 13. Estructura quimica de la Saponina (38).

Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
quimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes estructuras
quimicas (Figura 14) y actividad, englobando méas de 8.000 compuestos distintos. Su forma
maés frecuente es la de polimeros o lignina insoluble, mientras que su presencia en los
tejidos animales esta relacionada con el consumo e ingestion de alimentos vegetales. La
distribucion de los compuestos fendlicos en los tejidos y células vegetales varia
considerablemente de acuerdo al tipo de compuesto quimico que se trate, situandose en el

interior de las células o en la pared celular (38).
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Figura 14. Estructura quimica de un compuesto fendlico (38).

Cumarinas

Son una familia de fitoquimicos y se biosintétizan en las plantas por la ruta
fenilpropanoide, estos compuestos son derivados de la benzo-a-pirona, como la cumarina,
la esculetina y la escopoletina. Las cumarinas son sélidos cristalizables, se puede ver en su

estructura quimica (Figura 15) un anillo bencénico unido a una piran-2-ona (34).

O

O

Figura 15. Estructura quimica de cumarina (34).

Flavonoides

Su esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos aromaticos
unidos por un puente de tres carbonos (Figura 16), estos se clasifican en funcién del grado
de oxidacion del puente de tres carbonos, siendo las principales las antocianinas
(pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas. Los flavonoides sin ser metabolitos

primarios se encuentran casi en cualquier vegetal superior, hay mas de 8000 compuestos
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conocidos de plantas vasculares, mientras que, en los vegetales inferiores, algas, hongos y
bacterias, los compuestos fendlicos principales son quinonas y xantonas y a estos deben su
color. La funcién de los flavonoides en las plantas son varias puesto que se consideran
antioxidantes y secuestradores de radicales libres, agentes antimicrobianos y
antinutricionales, fotoreceptores, protectores contra la luz UV, agentes quelantes de

metales y atractores visuales para los insectos, entre otros (34).

Figura 16. Estructura quimica de un Flavona (34).

Valor nutricional de la especie (Amaranthus dubius)

El valor nutricional de un alimento engloba sus cualidades nutritivas, que pueden
ser. lipidos, minerales, vitaminas, oligoelementos o glicidos. Asi pues, podemos
determinar que el valor nutritivo es sinénimo a la calidad nutricional de un alimento. Por
esta razon, el A. dubius es el producto de origen vegetal mas completo, es una de las
fuentes méas importantes de proteinas, minerales y vitaminas, asi como &cido folico, calcio,
hierro y fosforo. Ademas, puede ser un buen recurso para incrementar la saciedad de la
dieta, ya que puede ser el reemplazo de arroz o pastas, la planta puede usarse como buena
fuente de fibra y proteinas que calma el hambre y el apetito con mayor facilidad sin ofrecer
un extra de calorias, por lo que, también puede ser de utilidad cuando buscamos perder
peso (24).

Montero et al., realizaron estudios sobre la composicion proximal en tres partes de

la planta. Evidenciaron valores de contenidos de proteinas que arrojaron diferencias
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estadisticas entre las diferentes partes de la planta analizada, resultando ser mayor en las

hojas (26,34 %), seguido por las paniculas (20,53 %) y los tallos (6,41 %) (5).

Analisis proximal

El andlisis proximal, es de tipo preliminar que proporcionan la determinacion, de
contenido de humedad, grasa, proteina y cenizas en un alimento. Estos procedimientos
quimicos muestran el valor nutritivo de un producto. Ademas, es una excelente alternativa
para realizar el control de calidad y determinar si los productos superan los estandares

establecidos por los productores y consumidores (39).

Determinacion de humedad

Consiste en la evaporacion del agua de una muestra de peso conocido, para luego
pesar el residuo. Esta se puede realizar por desecacion en estufa a presién normal a una
temperatura de aproximadamente 100 °C, variable segun la naturaleza de la muestra, hasta

la obtencion del peso constante (40).

Determinacion de cenizas totales

las cenizas son los residuos inorganicos de los alimentos que permanecen en la
muestra posterior a la oxidacion completa de la materia organica. La determinacion se
realiza mediante el uso de una mufla capaz de mantener temperaturas de 500 a 600°c el
agua y los vapores son volatilizados y la materia organica es quemada en presencia de

oxigeno en aire a CO, y Oxidos de N, (40).
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Determinacion de grasa cruda

La determinacion de lipidos totales es por extraccion con solventes organicos. Para
ello, la muestra debe estar previamente desecada, ya que si el alimento presenta cierta
humedad el disolvente no penetra facilmente en los tejidos himedos del alimento, debido
al caracter hidrofobo del disolvente. La muestra desecada es tratada con el solvente
seguido de su evaporacion y pesada del residuo seco. Esta determinacion se denomina

grasa ruda (40).

Determinacion de proteina total

Consiste en la oxidacion de la materia organica, por la accion del acido sulfurico
concentrado, que digiere esa materia convirtiéndola en dioxido de carbono y agua; ademas,
reduce el nitrogeno a amonio, el cual a su vez es fijado por el &cido como sulfato de
amonio, sal de gran estabilidad al calor. La reduccion del material nitrogenado hasta
amonio se debe a que parte del acido sulfarico es simultineamente reducido a dioxido de
azufre que se comporta como fuerte reductor de ese material (40).

La digestion de la muestra es la parte mas dificil de la determinacion y se acelera
por adicién de catalizadores sulfato clprico pentahidratado, selenio, permanganato de
potasio 0 una mezcla de ellos. EI més efectivo de los agentes cataliticos parece ser el
selenio, que corta considerablemente el tiempo de digestion. Sales como el sulfato de
potasio o de sodio anhidro se adicionan a la mezcla a digerir, con el fin de aumentar el

punto de ebulliciéon y disminuir asi el tiempo de digestion (40).

Una vez que toda la materia organica de la muestra ha sido digerida, se libera el
amoniaco por descomposicion del sulfato de amonio con un alcali fuerte (hidroxido de
sodio) y se separa por destilacion y recoleccion de un volumen conocido de solucién
valorada de &cido clorhidrico o sulfarico. EI amoniaco desprendido se determina por
titulacion del exceso de acido con una solucion valorada de hidroxido de sodio 0,5 N

(titulacion por retroceso), en presencia de un indicador adecuado (rojo de metilo pk= 5.1)
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cuya zona de viraje se encuentra a un pH relativamente bajo, para evitar el efecto del

cloruro de amonio (40).

Determinacion del contenido de extractos no nitrogenados

Tambien llamados carbohidratos totales, se logra al calcular por diferencia de peso.
Se obtienen primero la determinacion de los porcentajes de humedad, cenizas, grasas,
proteinas y la sumatoria de estos compuestos, se realiza la diferencia de peso con el 100 %.
El resultado de este calculo me indica el porcentaje de carbohidratos (40).

Analisis fitoquimico

Las plantas presentan diversos componentes, para realizar su estudio nos valemos
del analisis fitoquimico, ya que, el mismo nos permite agrupar los diferentes metabolitos
secundarios presentes en cada especie como: alcaloides, glucésidos, saponinas,

flavonoides, esteroles, fenoles, taninos, cumarinas, diterpenos y quinonas, entre otros (41).

Algunas de las pruebas que permiten llevar a cabo el tamizaje fitoquimico son:

Ensayo de Lierbermann-Burchard. Este ensayo permite identificar triterpenoides y
esteroles, al darse una reaccion donde el esterol se oxida por la presencia de acido sulfarico
que forma una molécula que contiene un doble enlace adicional, constituyendo un ensayo
positivo cuando se da el cambio de coloracion, que va de azul a un azul verdoso para las

estructuras esteroidales, y de rojo a purpura para las triterpénicas (42).

Ensayo de Wagner. El reactivo de Wagner se utiliza para determinar la presencia de
alcaloides en medio &cido favoreciendo la formacion de precipitados cristalinos de color

marron que indican presencia de alcaloides en la muestra (42).
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Ensayo de cloruro Férrico. Esta prueba revela la presencia de compuestos fenolicos, al
utilizar el extracto etandlico de la planta se pueden determinar compuestos fenolicos,
siendo positivo el ensayo al formarse el color azul o verde indica la presencia de fenoles
(42).

Ensayo de shinoda. Este ensayo permite la identificacion de flavonoides mediante la
reaccion del magnesio en medio &cido, que reduce el flavonoide dando lugar al producto

coloreado que va del rojo al violeta (42).

Ensayo de la espuma. El ensayo consiste en agitar una solucion acuosa de la muestra y,
observar la formacion de una espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de
espesor 0 altura y que persista por mas de 2 min, lo que indica la presencia de saponinas
(42).

Ensayo de la gelatina. Esta prueba permite detectar taninos, ya que estos poseen la
propiedad de reaccionar con las proteinas presentes en el reactivo gelatina-sal y formar la

ruptura de la gelatina (42).

Ensayo del hidréxido de amonio. Mediante este ensayo se determina la presencia de
quinonas al adicionar a una pequefia porcién de cada extracto disuelto en etanol, unas gotas
de hidroxido de amonio concentrado, siendo positiva la prueba al observar una coloracion
roja (42).

La toxicidad de la planta frente a Artemia salina

Asi como las plantas tienen el potencial curativo de ciertas enfermedades, también
poseen el potencial de producir dafo, toxicidad y muerte. Por lo tanto, es de vital

importancia desarrollar estudios bioldgicos que permitan determinar los efectos toxicos y
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dosis correspondientes. El grado de toxicidad guarda relacion con la naturaleza de la droga
administrada, y esta puede presentarse en forma aguda, subaguda y cronica. Una sustancia
potencialmente supra-tdxica necesitara concentraciones muy pequefias para producir dafio,
incluso, la muerte. Los ensayos preliminares pueden realizarse en crustaceos (Artemia

salina), pero también se utilizan animales de mayor complejidad como ratones o ratas (43).

Uno de los efectos que se observan al monitorear actividad bioldgica es la letalidad,
ya que la evaluacién de la respuesta es simple: sobreviven o mueren. Un organismo
experimental simple que se ha utilizado ampliamente para este propdsito es el camarén
salino del orden crustéceo, de la clase Ana costraca, Artemia salina, la cual tiene varias
ventajas al ser utilizada para bioensayo, como, por ejemplo: los quistes son viables por
varios afos, posee una alta sensibilidad a téxicos, se utiliza un volumen pequefio de
muestra, requiere de instrumentacion poco compleja, es miniaturizacion y es un bioensayo

rapido, simple y econémico (43).

El método estandar que se le realiza a Artemia salina se basa en la determinacion
de la concentracion o dosis que causa la muerte al 50 % de la poblacion de larvas de este
crustdceo en 24 horas, siendo conocida esta dosis como dosis letal 50 (DLso),
determinando si la planta es toxica (43).

El ensayo de Artemia spp. tiene las ventajas de ser mas rapido (24 horas),
econdmico y sencillo. Por consiguiente, Se pueden utilizar facilmente un gran nimero de
organismos para la validacion estadistica, no necesita equipamiento especial y se emplean
pequefias cantidades de muestras (2-20 mg o menos). Ademas, Los extractos crudos,
fracciones o compuestos puros de origen natural son evaluados a concentraciones iniciales
de 10, 100 y 1000 mg/mL en viales que contienen 5 mL de solucion salina y 10 larvas,
cada uno es considerado una réplica (tres por concentracion). Después de 24 horas, se
cuenta el numero de larvas muertas. La muerte de las larvas se establece por la falta total
de movimientos durante 10 segundos de observacion bajo el microscopio. Los valores de
DLs € intervalos de confianza 95%, se calculan usando el metodo de andlisis estadistico
Probit, programa Polo (LeOra Software, Berkeley, California) (43).
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Definicién Operacional de Términos

Ecotéxico

Determina los efectos toxicos de compuestos quimicos o biolégicos presentes en plantas o

ecosistema sobre los seres vivos (43)

Fitoquimico

Se encarga de la obtencion de los compuestos producidos por especies vegetales con
potencial medicinal a través de la extraccion, el aislamiento, la purificacion y elucidacion
de la estructura quimica. Ademas, se involucra en la caracterizacion de la actividad
bioldgica de diversas sustancias elaboradas por los vegetales que pueden ya sea, afectar o
beneficiar la salud humana, a las plantas, animales y microorganismos (44).

Definicion operacional de las variables de investigacion

Es el procedimiento mediante el cual se determina los indicadores que caracterizan
las variables de una investigacion. Esta definicion operacional asigna significado de una
variable, describiéndolas en términos observables y comparable para poder identificarlos.
Para establecer el sistema de variables es necesaria la definicion conceptual y la
paralizacion de la misma; es decir, de las dimensiones y los indicadores de cada uno. Por lo
tanto, las variables se operacionalizan para convertir los aspectos abstractos en empiricos,

con el fin de medirlos a través de un instrumento (45).
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Tabla 3. Operacionalizacion de la variable del estudio fitoquimico.

1 Variable

3. Tipo de Variable 4. Definicion Conceptual

Analisis nutricional

Independiente

Se encarga del desarrollo de
procedimientos analiticos para
evaluar la  composicion y
caracteristicas de un alimento en la
formulacion nutritiva y seguros
para el consumidor (21).

5. Definicion 5 Dimensiones 6 Indicadores
Operacional
Se mide a través del analisis e Humedad e 9% humedad
proximal, el cual da un valor e Ceniza e 9% Ceniza
general de los componentes e Grasa e 9% Grasa
nutricionales de la planta (22) e Proteinas e 9% Proteinas
e carbohidratos e % carbohidratos

Fuente: Hernandez y Pereira, 2023

Tabla 4. Operacionalizacion de la variable del porcentaje de analisis proximal

1 Variable

2

Tipo de
Variable

3 Definicion
Conceptual

Estudio fitoquimico

Independiente

Son pruebas quimicas que se
realizan para determinar los
componentes guimicos
presentes en las plantas, con el
fin de detectar lo relacionado
con alguna actividad biolégica
(44).

4  Definicién 5 Dimensiones 6 Indicadores
Operacional
o Alcaloides
Pruebas quimicas cualitativas e Flavonoides  Aparicion de  precipitado,
de coloracién y precipitacion e Tanino turbidez, espuma o coloracion.
(44). e Triterpenos
e Quinonas

Fuente: Hernandez y Pereira, 2023
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Tabla 5. Operacionalizacion de la variable de Toxicidad sobre Artemia salina

1. Variable

2. Tipo de

Variable

3. Definicién Conceptual

Toxicidad sobre Artemia salina

Dependiente

Es un ensayo que permite
evaluar la toxicidad de extractos
y productos aislados de plantas
sobre larvas de Artemia salina,
(43).

4. Definicion
Operacional

5. Dimensiones

6. Indicadores

Mediante la exposicién de los
nauplios de Artemia salina a
los extractos naturales, para
determinar valores de dosis
letal (LD*) (43).

Extremadamente
toxico

Altamente toxico
Moderadamente
toxico

Ligeramente toxico
Practicamente
toxico
Relativamente inocuo.

no

formula:
% Letalidad=NM/NV x 100

Fuente: Hernandez y Pereira, 2023

Estudios previos han demostrado que la especie Amaranthus dubius presenta un
valor nutricional y una composicién quimica que esta relacionada con los potenciales
beneficios que se le atribuyen en distintas partes del mundo, por lo que es posible que las
hojas de A. dubius, que se recolectd en el estado Barinas Venezuela, presenten un buen

perfil nutricional y metabolitos secundarios que puedan influir sobre la toxicidad sobre

Artemia salina.

Estudios previos han demostrado que la especie Amaranthus dubius presenta un
valor nutricional y una composicion quimica que estd relacionada con los potenciales

beneficios que se le atribuyen en distintas partes del mundo, por lo que es posible que las

Hipotesis

Hipdtesis Nula
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hojas de A. dubius, que se recolecto6 en el estado Barinas Venezuela, no presenten un buen

perfil nutricional ni metabolitos secundarios que puedan influir sobre la toxicidad sobre

Artemia salina.

Objetivos de la investigacion

Objetivo General

Confirmar la composicion nutricional de la harina de las hojas de Amaranthus
dubius y los principales componentes quimicos presentes en los extractos y la posible

actividad ecotdxica de su extracto etandlico.

Objetivos especificos

e Determinar el valor nutricional de la harina de las hojas de Amaranthus dubius, a
través del anélisis proximal

e Identificar la composicion quimica de los extractos hexandico, diclorometanoico y
etanolico de las hojas de Amaranthus dubius.

e Comprobar la toxicidad que presenta el extracto etanolico de las hojas de

Amaranthus dubius frente a los nauplios de Artemia salina.

MATERIALES Y METODOS

Tipos de investigacion

Segun Hurtado (46), los tipos de investigacion estan relacionados con la clase de
estudio que se realiza durante el proceso de investigacion. Los cuales son: exploratoria,

descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva,
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confirmatoria y evaluativa. Por lo tanto, se analiz6 cada uno de ellos, se determind que esta
investigacion es de tipo confirmatoria, ya que se confirmo la relacion entre el analisis
nutricional, estudios fitoquimicos y la toxicidad de las hojas d sobre los nauplios de A.

salina.

Disefio de investigacion

Para la recoleccion de los datos se requirié un disefio de investigacion representado
por las estrategias pertinentes. Al respecto, Hurtado refirid que tales estrategias estan
representadas por el dénde, cuadndo y la amplitud de la informacion que se quiere
recolectar (46). Especificamente, el donde en esta investigacion esta representado por un
disefio de campo, porque la planta fue recolectada en una poblacién de Barinas; de
laboratorio porque la muestra fue procesada en el laboratorio de Anélisis Fisicoquimico de
Alimentos del Departamento de Ciencias de los Alimentos de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes; por lo tanto, el disefio sera de laboratorio. Con
respecto al cuando, el disefio serd contemporaneo y transeccional, ya que la informacion se
recolecto en el presente y una sola vez en cada unidad de investigacion. En cuanto a la
amplitud de la informacidn, el disefio serd multivariable, ya que el evento de estudio esta
constituido por un objeto (analisis nutricional) y dos sujetos de estudio (estudio

fitoquimico y ecotdxico).

Poblacion y Muestra

Unidad de investigacion

Segun Hurtado (48), la poblacion es el conjunto de seres que poseen caracteristicas

0 eventos de interés, requiriendose la seleccion de una muestra. En correspondencia con lo
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anterior dicho, la poblacion de la presente investigacion es la especie Amaranthus dubius,

que fue recolectado en la localidad del Socopd en el estado de Barinas.

Seleccion del tamafio de la muestra

La muestra de esta investigacion estuvo representada por las hojas frescas de la
especie Amaranthus dubius en estudio, se recolectaron dos kilos tomando en cuenta que el

porcentaje de humedad formd parte del peso total, el cual se disminuyd despues del secado.

Sistema de variables

Las variables de esta investigacion estan representadas por las hojas de Amaranthus
dubius. Las dimensiones son: el valor nutricional (humedad, cenizas, grasa, proteinas,
carbohidratos), el estudio fitoquimico (los metabolitos secundarios), y la toxicidad (dosis
letalsp). Esta investigacion es confirmatoria, se centra en dos variables, dependiente e
independiente. las variables dependientes (1) toxicidad frente a Artemia salina. Las

variables independientes (1) analisis nutricional, (2) estudio fitoquimico.

Instrumento de recoleccion de datos

Segun Palella y Martins (45), un instrumento permite recolectar los datos
relacionados con los objetivos y los indicadores obtenidos de la operacionalizacién de las
variables. Por lo tanto, los instrumentos que se utilizaron para la recoleccion de datos de
esta investigacion estaran representados mediante el uso de tablas, planillas para
resultados, fotos, estudio estadistico (PROBIT). En las cuales se registraron los resultados

de la valoracion nutricional, estudio fitoquimico y la toxicidad de la planta a estudiar.
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También de iméagenes referentes a las diversas reacciones observadas durante el estudio

fitoquimico.

Procedimientos de la investigacion

Recoleccion del material vegetal.

Las hojas de Amaranthus dubius se recolectaron en la Parroquia Ticoporo del
municipio Antonio José de sucre, Sector las alcantarillas, a una altitud de 450 msnm. Se
tomo6 aproximadamente (2 kg) de las hojas para su identificacion y elaboracion de un
vaucher. La planta fue identificada botanicamente por el Prof. Pablo Meléndez, adscrito al
Departamento de Farmacognosia y Medicamentos Organicos, de la Facultada de Farmacia
y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. Se depositd una muestra para el vaucher en
el herbario MERF “Dr. Luis Enrique Ruiz Teran” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis,
Universidad de Los Andes, Municipio Libertador estado Meérida. El resto del material
recolectado, fue llevado al departamento de Ciencias de Los Alimentos de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, para su posterior analisis (Figura
17).

Figura 17. Vaucher de la muestra de Amaranthus dubiu, depositada en el Herbario MERF.
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Analisis Proximal de la harina de las hojas de Amaranthus dubius

Se realiz6 en el Departamento de Ciencia de los Alimentos de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis, bajo la supervision de las profesoras: Rosa Alba Vielma y
Marielba Morillo.

Determinacion de humedad.

Métodos gravimétricos directos: Se pesaron 3 g de la muestra asignada, sobre un
vidrio de reloj previamente pesado. luego se llevé a la estufa a una temperatura de 100 + 5
°C durante 12 horas. Posteriormente se retird de la estufa, se enfrio en el desecador y se
peso. Este procedimiento se realizo varias veces hasta alcanzar peso contante (figura 17)
(40). Se calcul6 el porcentaje de solidos totales de la muestra. Para ello, se aplico el

siguiente célculo:

%H= (Peso (Capsula + muestra) — peso (capsula + muestra después de secar) /peso de

muestra) x 100

Figura 18. Procedimiento de determinacién de humedad

Determinacién de cenizas totales

Se pesaron 3 gr de la muestra asignad, sobre un crisol de porcelana previamente

tarado e identificado por la parte inferior con un lapiz de grafito. Seguidamente se quemo
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la materia organica en el crisol sobre una rejilla de asbesto, por calentamiento directo con
la llama de un mechero (en campana). Posteriormente, utilizando una pinza metalica se
coloco el crisol con el residuo en una bandeja de charol y se llevé a la mufla calentada a no
mas de 550 °C. Se incinero hasta obtener cenizas libres de carbon (12 horas
aproximadamente). Se retiro de la mufla, y se dejo enfriar en el desecador. Finalmente, se
peso (figura 18). Se calcul6 el porcentaje de cenizas totales por diferencia de peso, para
ello se aplicd la formula como en el caso de determinacién de humedad por gravimetria
(40).

Figura 19. Procedimiento de determinacion de cenizas totales

Determinacién de Grasa Cruda

Método de extraccidn de grasa con equipo VELP 148: Se pesaron 3gr de muestras
frescas (PO) fueron colocadas directamente en el cartucho de algodon (celulosa).
Posteriormente, se pesaron las copas de extraccion con perlas de vidrio (previamente

limpias, rotuladas y taradas) (P1). Inmediatamente, se abrié un poco el paso de agua al
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equipo, y se conecto al enchufe eléctrico, se subid el breaker y se encendio el mismo, se
abrié un poco maés el paso del agua y se coloco el programa establecido y estandarizado el
cual tenia programado lo siguiente: las bandas de Vitdn con el punto de ebullicién entre
30-80 °C vy la temperatura del plato para éter de petrdleo en 110 °C. Se colocé un tiempo
de inmersion de 40 min. se procedié a montar las muestras en el equipo, conectando los
adaptadores metalicos a los cartuchos de algodén y se colocaron en la parte imantada,
luego se agregan 50 mL de éter de petroleo a las copas de extraccion y se colocaron
centradas en el plato correspondiente una vez rotuladas. Se cierra el sistema con la palanca
de sellado, se procede a iniciar el programa, y comienza el tiempo de inmersién (40 min.)
de la muestra (figural9). Cuando termino el tiempo de inmersion, el equipo produjo una
alarma y se procedid a bajar las palancas frontales y se coloco el equipo en lavado (60
min.) presionando boton enter. Al terminar el tiempo de lavado el equipo nuevamente
avisO y se procede a colocar las palancas frontales en recuperacion (x 45 min.) y dando un

giro hacia la derecha de las llaves para recuperar el solvente presionando boton enter (40).

Finalizada la recoleccion del solvente que depende del tiempo de acuerdo a la
muestra, se abre el sistema de sellado hermético llevando las copas de extraccion a la
estufa a 100 °C durante 10-15 min., luego estas se colocaron en el desecador por un tiempo
de 30 min., antes de proceder a pesar (P2) y obtener el extracto graso. Finalmente se apaga
el equipo, se recupera el solvente colocando los beaker centrados y extrayendo lentamente
el éter, se cierra la llave de paso de agua (40).

La formula para la determinacion del % de grasa cruda:
% G = ((Pbg - Pbv) / (PM)) x 100

Donde:

%G= Contenido de lipidos crudos

PBV= Peso del balon vacio limpio y seco (g)

PBG= Peso de balon con grasa (g)

PM= Peso de la muestra (g)
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Figura 20. Procedimiento de determinacion de grasa cruda

Determinacion de proteina.

Método MicroKjeldahl para determinar proteinas totales.

Digestion: Una cantidad de muestra homogenea equivalente a 0,1 g de materia organica
seca, se pesd y transfirié a un balén Kjeldahl de 30 mL de capacidad. Se agregd 0,01 g de
sulfato clprico pentahidratado; 0,1 g de sulfato de sodio, 2,0 mL de &cido sulfurtico
concentrado y se adiciona ademas algunas perlas de vidrio. Posteriormente se coloca el
balon con la muestra en el digestor, calentando a temperatura baja hasta que cese la
formacion de espuma y luego se aumentara progresivamente la temperatura (esto no
permite que se escape el acido del baldén por exceso de calor, lo que pudiera producir
perdidas de nitrogeno por volatilizacion de las sales de amonio). Al finalizar la fase de
digestion el digerido pasara de un color negro a un color verde claro, limpido. Enfriar a

temperatura ambiente (40).

Destilacion y Recoleccion: La muestra obtenida en el proceso de digestion, se disolvio en

el balén con una pequefia cantidad de agua destilada utilizando una piseta, teniendo
cuidado de no arrastrar las perlas de vidrio al destilador. Seguidamente se colocé a la salida
del destilador una fiola de 100 mL de capacidad, conteniendo 5 mL de solucion de acido
borico al 4% y 3 gotas de la solucion indicadora Tashiro (2 partes de rojo de metilo al 0,2
% y 1 parte de azul de metileno al 0,2 %), de modo que la punta del refrigerante quede
sumergida en la solucidon que contiene el acido bérico conjuntamente con el indicador.
Posteriormente, se transfirié el digerido ya diluido con agua destilada, a la camara interna

de destilacion, haciendo 5-6 lavados sucesivos con proporciones de 1 a 2 mL de agua
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destilada. A continuacion, se adiciond 8 mL de la solucion de NaOH-Na,S,03, se lavo
ligeramente el embudo con agua destilada y se cerro las llaves de vidrio del aparato (figura
20). Finalmente se encendio el generador de vapor y destilo hasta recoger unos 50 mL de
muestra. Es importante resaltar, que durante la recoleccion de la muestra se observé un

cambio de color fucsia a verde esmeralda (40).

Titulacién: En una bureta de vidrio de 50 mL, se transfirié con &cido clorhidrico 0,02 N,
hasta el enrase y se titulé directamente hasta lograr la neutralizacion de la muestra y se
observo el cambio de color de verde esmeralda a fucsia, momento en el cual finaliza la
titulacion (40).

El porcentaje de nitrogeno y de proteinas totales en la muestra fue calculada

aplicando la formula correspondientes y empleando el factor apropiado (40).
Calculos.
Formula para determinar el porcentaje de nitrégeno total:
% N = ((Vac X Nac X 14) / (10 x 100))
Donde:
Nac= Normalidad del &cido (0,02 N)
Vac= Volumen del &cido clorhidrico
PM= Peso de la muestra (g)
Formula para la determinacion de proteinas totales

%P =% N 4 6,25= Proteina x 6,25 = Proteina (g)

100 mL
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Figura 21. Equipos para la determinacion de proteina.

Determinacion de Carbohidratos Totales

La determinacion de los carbohidratos totales, se obtienen al calcular por diferencia
de peso. Se realiza primero la determinacién de los porcentajes de humedad, cenizas,
grasas, proteinas y con la sumatoria de estos compuestos se realiza la diferencia de peso
con el 100 %. El resultado de este calculo me indica el porcentaje de carbohidratos (40).

Extracto libre de nitrogeno (%) =(H+P + G + C) — 100

Donde:

H = Contenido de humedad (%)

P = Contenido de proteina cruda (%)
G = Contenido de grasa cruda (%)

C = Contenido de ceniza (%)

Estudio Fitoquimico de los extractos de las hojas de Amaranthus dubius

Preparacion de los extractos vegetales.

Extractos de hexano, diclorometano y etanol de las hojas de Amaramthus dubius:
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Dos kilogramos de las hojas de Amaranthus dubius fueron secados en una estufa a
45° C por 48 horas, luego se pesO el material vegetal seco en la balanza Denver
instrumental XL3100, el cual fue molido y pesado nuevamente. Posteriormente, se tomd
38,85 g del material y se colocd en un balén de 250 mL con 150 mL de hexano, Se filtro y
se evaporo el solvente, usando el rotaevaporador IKA RV 10 digital a 45 °C, este

procedimiento se realizo de la misma forma con diclorometano y etanol (Figura 21) (40).

Figura 22. Preparacion de los extractos de las hojas de Amaranthus dubius.

Estudio fitoquimico

La determinacion de la composicion quimica a través del estudio fitoquimico, se
Ilevo a cabo en el laboratorio de Analisis Fisicoquimico de Alimentos del Departamento de
Ciencias de los Alimentos de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis ULA, bajo la
supervision de los profesores: Rosa Alba Vielma, Marielba Morillo y Tomas Visbal. Para
la determinacion de ciertos compuestos quimicos presentes en los extractos de hexano,
diclorometano y etanol de las hojas de Amaramthus dubius, se realizé una serie de pruebas

quimicas:

Alcaloides. Ensayo de Wagner:

En un tubo de ensayo se coloc6 100 mg del extracto etanolico y se le adiciono
cinco mililitros de &cido sulfdrico 10 %. Se colocO el tubo en bafio de maria hasta
ebullicion por 30 minutos, luego se filtrd y se distribuyd en tres tubos de ensayo, ademas se
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le adicioné a cada tubo gotas del reactivo correspondiente (Wagner). La aparicion de

turbidez o precipitado, indico la positividad de la prueba (42).

Terpenos y/o esteroles. Ensayo de Lieberman — Burchard Técnica:

En un tubo de ensayo se coloco 0,5 mL de diclorometano y se le adiciono 0,5 mL
de &cido acético, luego se procedio a agregar cuidadosamente por las paredes del tubo una
gota de acido sulfurico concentrado. Se considerd positiva la prueba cuando aparecié una
coloracion roja (terpenos) o verde (esteroles), Se realizo el mismo procedimiento con el

extracto hexanoico y etandlico (42).

Saponinas. Ensayo de la espuma:

En un tubo de ensayo se colocé una pequefia cantidad del extracto etandlico y se
adicioné un mililitro de agua, luego se agito vigorosamente durante un minuto. La
formacion de una espuma en la superficie del liquido de mas de dos milimetros de espesor
0 altura y que persista por mas de cinco minutos, indica la presencia de saponinas.

Asimismo, se realizd con el extracto de diclorometano (42).

Taninos. Prueba de gelatina:

En un tubo se prepara una solucion al 10 % de gelatina, se le adiciona el extracto
etandlico disuelto en agua y en contacto con el extracto acuoso. La produccion de
desnaturalizacion de la proteina que se evidencio con la presencia de la ruptura de la

gelatina, indica la positividad de la prueba (42).
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Flavonoides. Ensayo de Shinoda

En un tubo de ensayo se colocé un mililitro de solucién del extracto de
diclorometano, se afiadid algunas virutas de magnesio (Mg), luego se adiciond
cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas de &cido clorhidrico (HCI) concentrado.
La aparicion de color naranja se considera una prueba positiva. Se realizo el mismo

procedimiento con el extracto etandlico (42).

Quinonas. Prueba de NH,OH

En un tubo de ensayo se coloco extracto etandlico disuelto en etanol, se adiciond
dos gotas de hidroxido de amonio concentrado. La prueba se considera positiva al

presenciarse una coloracién roja que aparece en los dos primeros minutos (42).

Polifenoles. Prueba con FeCl;,

En un tubo de ensayo se colocéd un mililitro de solucion alcoholica del extracto
diclorometanoico, luego se le agreg6 una gota de solucion acuosa de cloruro férrico al 10
%. La formacion de color azul o verde indica la presencia de fenoles. Se realizo el mismo

procedimiento con el extracto etandlico (42)

Evaluacion de toxicidad frente a Nauplios de Artemia salina.

El ensayo de toxicidad frente a los nauplios de Artemia salina del extracto etandlico
de las hojas de Amaranthus dubius, se realizé en el Departamento de Ciencia de los
Alimentos de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, bajo la supervision de los profesores:

Rosa Alba Vielma y el Dr. Tomas Visbal (Figura 22). Este método estandar se baso en la
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determinacion de la concentracion o dosis que causa la muerte al 50 % de la poblacién de
larvas de este crustaceo en 24 horas, siendo conocida esta dosis como dosis letal 50 (DL50)
(43).

El bioensayo que se realizd, se baso en la determinacién de la concentracion o dosis
de los extractos etandlicos de las hojas de Amaranthus dubius, esta dosis es conocida como
dosis letalso. En el procedimiento primero se prepard una solucion marina (agua de mar
artificial), que proporciond las condiciones para el desarrollo de los nauplios de Artemia
salina, la misma se mantuvo en aireacion con un burbujeador durante setenta y dos horas
con la finalidad de oxigenarla. En la Tabla 6, se muestra la composicion de la solucién

marina.

Después de la aireacion de la solucion marina, esta se dividio en dos fiolas de 500
mL aproximadamente cada uno, en una de las fiolas se afiadio 200 mg de quistes
manteniendo una temperatura constante de 28 + 2 °C por 24 horas (tiempo necesario para
su eclosidn); la solucion contenida en el otra fiola se utiliz6 como diluyente para preparar
las diluciones del extracto etanodlico y llenado de las placas (ambos recipientes se

mantienen en aireacion constante) (43).

Tabla 6. Preparacion del agua artificial, usada en el cultivo y eclosion de los quistes del
cristaceo Artemia salina.

Sales o/L

Cloruro de sodio (NaCl) 27,65
Sulfato de magnesio hexahidratado (MgSQ,.6H,0) 14,29
Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl.6H,0) 5,18
Cloruro de potasio (KCI) 0,697
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0,143
Carbonato de sodio (Na,COs) 0,035
Cloruro de calcio (CaCl,) 1,54
Agua destilada estéril 1000mL

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia (42)
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El bioensayo se realizd en placas de microtitulacion (96 pozos), a cada pozo se le adiciond
130 pL de solucion salina (aireada), para luego colocar aproximadamente quince larvas
con una micropipeta, y ya que estas larvas presentaran fototropismo, se ilumind una zona
del envase que las contenia para concentrarlas y facilitar su recolecciéon, tomando un
volumen de 10 pL de la solucion con larvas. Posteriormente se adicioné a cada pozo 10 uL
de levadura comercial. Las placas se incubaron en un area con iluminacion permanente por

24 horas, para excitar su actividad metabdlica (43).

Transcurrido este tiempo de incubacion se colocaron 50 pL del extracto etandlico a
evaluar, a distintas concentraciones (5, 25, 250, 750, 1250 y 2500 ppm). El extracto se
diluyo con DMSO vy solucion marina, ademas se incluyd, un grupo control negativo (con
todos los elementos del ensayo, excepto la muestra a ensayar) y un grupo control positivo
(Dodecil sulfato de sodio [CH3(CH2)10CH,OSO3Na] (DSS)), con seis replicas para cada
grupo (43).

Durante el bioensayo se registrdé el numero de nauplios puestos inicialmente en
cada pozo (NV), y al cabo de 24 horas de contacto con los extractos ensayados se realizo el
conteo del nimero de nauplios muertos (NM) para determinar la dosis letalso con un
intervalo de confianza del 95 % (figura 22), utilizando el método de analisis Probit, con el
software SPSS 15.0 para Windows (43).

Finalmente, la DLsg de los extractos y de los blancos evaluados se clasificd segun la
toxicidad, tomando como referencia las recomendaciones del Programa Iberoamericano de

Ciencias y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED) (43).

Figura 23. Evaluacion de toxicidad sobre naupilos de Artemia salina

48



En el Esquema 1, se presenta el protocolo de como se realizo la identificacion de

toxicidad sobre la A. salina.

Esquema 1. Protocolo para la determinacion de ecotoxicidad sobre Artemia salina

Preparar 1 L de solucién
marina

Airear con un burbujeador

Por 72 h
Pesar 200 mg de quistes 500 mL solucion
(huevos) Trasvasar a marina
recipiente l
l Diluyentes de los extractos
500 mL solucién marina

'

Incubacién a 28 2Ce

iluminacion Permanente por
24 h hasta eclosion

'

En 95 pozos de microplacas
130 pL de sol. Marina 10 plL de
levadura 10 pLde larvas

(nauplios)

v

50 pL del extracto en cada

pozo Incubar por 24 h con

v

Determinar DL 50 Analisis
PROBIT
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Disefio de analisis

Los datos recolectados durante la fase interactiva de la investigacion fueron analizados a
través de un enfogque cuantitativo de operaciones matematicas, tal como lo refirieron
Palella y Martin (45). Es importante resaltar, que el universo estadistico de esta
investigacion estuvo representado por las hojas de Amaranthus dubius, en quienes esta la
caracteristica en estudio: los valores nutricionales, la toxicidad y los fitoquimicos. La
poblacién estadistica estuvo representada por el conjunto de valores de la caracteristica en
estudio. A su vez, la muestra fue representada por el subconjunto de valores de la
poblacion estadistica, presentes en las muestras de 2 kilos de hojas de Amaranthus dubius

recolectada (45).

Las variables, caracteristicas en estudio, que se midieron tuvieron como punto de
partida su naturaleza cualitativa y cuantitativa. En consecuencia, tuvieron una escala de
medida nominal, ordinal y razén, respectivamente. Los valores o datos fueron analizados a
través del disefio, bicategdrico y multicategorico, a través del sistema SPSS (Statistical
Package for the Social Science version 21.0). El anélisis estadistico se realizé en una fase:
descriptiva: frecuencias simples, porcentuales, validas, acumuladas, andlisis de

contingencia y correspondencia (45).

Sistematizacion de los resultados

Los resultados fueron sistematizados a través de tablas, graficos, programa estadistico
PROBIT y diagramas. El fin de esta sistematizacion fue contribuir con la interpretacion de
los resultados. De esta manera, se contribuy6 con la respuesta al enunciado holopraxico. A
su vez, se obtuvo el conocimiento nuevo formulado en el objetivo general y sistematizado

a través de los sublogros presentes en los objetivos especificos (45).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Andlisis proximal de la harina de Amaranthus dubius

Una serie de pruebas fueron ejecutadas para la composicion quimica proximal de la
harina de Amaranthus dubius. El analisis bromatoldgico revel6 que la harina de A. dubius,
en base seca, tiene un promedio de 28,561 % de proteina; 15,784 % de ceniza y 55 % de
carbohidratos, asimismo se determind que la harina de Amaranthus dubius presento un

bajo contenido de lipidos (0,54 %) y humedad (0,16 %) (Tabla 7).

Tabla 7. Composicion quimica de la harina de Amaranthus dubius

Composicién %
Humedad 0,16 £0,14
Ceniza 15,72 £ 0,07
Proteina 28,55 + 0,30
Lipidos 0,54 £ 0,06

Carbohidratos 55,00

Los datos son expresados como el promedio de las observaciones + su desviacion estandar con n=3

Determinacion del % del rendimiento de los extractos hexandico, diclorometano y

etanolico de las hojas de Amaranthus dubius

Para la determinacion del porcentaje de rendimiento se utilizé la siguiente formula:

Peso final del extracto obtenido
%R = — x 100
Peso incial de la muestra
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En la Tabla 8, se muestran los resultados del porcentaje de rendimiento de las hojas

de Amaranthus dubius.

Tabla 8. Porcentaje de rendimiento en los extractos de las hojas de Amaranthus dubius

EE EDCM EH
Peso inicial en 98,1675 21,9293 21,3716
seco ()
Peso final (g) 0,4115 0,3197 0,0581
%R 0,41918 1,4578 0,2718

EE: extracto etandlico, EDCM: extracto diclorometano, EH: extracto hexanoico, %R: porcentaje de
rendimiento.

Estudio fitoquimico de extractos de las hojas de Amaranthus dubius

Los resultados del estudio fitoquimico son de naturaleza cualitativa, los cuales dan
evidencia de la presencia de los compuestos quimicos en los diferentes extractos en estudio
por la aparicion de determinados colores o precipitados. En la Tabla 9, se muestran los

resultados del estudio fitoquimico.

Tabla 9. Estudio fitoquimico de los extractos de las hojas de Amaranthus dubius

Extractos

Metabolitos Pruebas Hexanoico Diclorometanoico Etanolico

Secundarios

Alcaloides Wargner nd nd +

Esteroles Liebermann- + ++ +
Burchard

Terpenos Liebermann- - - +
Burchard

Polifenoles FeCl; nd + +

Flavonoides Shinoda nd - -

Saponina Prueba de la nd + +
Espuma

Taninos Prueba de la nd nd +
Gelatina

Quinonas Prueba de nd - nd
NH,OH

+++ Muy abundante, ++ abundante, + presente en poca concentracion, nd= no determinado
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Las diferentes pruebas realizadas en el laboratorio, permitieron revelar la presencia

de los metabolitos secundarios presentes en los diferentes extractos de las hojas de

Amaranthus dubius, encontrando en el extracto hexandico presencia de esteroles, en el

diclorometanoico presencia de esteroles, polifenoles, saponinas y en el etanolico presencia

de alcaloides, esteroles, terpenos, polifenoles, saponinas, y taninos (Figura 23).
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Toxicidad del extracto etandélico de las partes aéreas de Amaranthus dubius frente a

Artemia salina

La actividad ecotoxica fue evaluada mediante el porcentaje de letalidad que
presentaron los nauplios de Artemia salina, frente a diferentes concentraciones del extracto
etanolico de las hojas de Amaranthus dubius, a través de este método se logré determinar

la DLsg del extracto.

En la Tabla 10, Se evidenciaron los resultados del bioensayo de letalidad de
Artemia salina, aplicado al extracto etandlico de las hojas de Amaranthus dubius, y los

controles sobre Artemia salina.

Tabla 10. Cuantificacion de la DLs de los extractos etandlicos de las hojas de Amaranthus

dubius y los controles sobre Artemia salina.

Limite de confianza (95%) ppm

Extracto DLso (PPM) Limite inferior ~Limite superior  Categoria segun el

CYTED
Partes
Aéreas 2741,82 1872,67 8636,11 Relativamente inocuo
DMSO - - - Inocuo
DDSS 23,372 13,507 28,026 Altamente toxico

Dls: dosis letal50; (-): valores muy altos; DMSO: dimetilsulfoxido; DDSS: dodecilsulfato de sodio.

Se evidencio que el extracto etanolico de las hojas de A. dubius son relativamente
inocuo sobre los nauplios de Artemia salina; es decir, posee bajas concentraciones de

sustancias toxicas.
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Discusién

En el tiempo actual la escasez y los altos costos de los productos, ocasionan una
mala alimentacion y a su vez enfermedades que pueden ocasionar dafio a la salud. La
blsqueda de componentes nutricionales y biologicos permiten ser una alternativa para el
consumo animal y humano. En consecuencia, el anélisis proximal de la harina de las hojas
de Amaranthus dubius, proporcionaron datos importantes acerca de los contenidos de

humedad, cenizas, proteina, carbohidratos y grasa cruda de dicha muestra.

Es importante resaltar que en este estudio se utilizé la harina de las hojas de
Amaranthus dubius para el analisis nutricional, con el objetivo de confirmar su potencial

para el consumo humano y animal.

En el contenido de humedad, se realizd el analisis correspondiente en la harina
estudiada de las hojas de la planta, siendo diferente en el resultado obtenido en otra
investigacion. En el estudio realizado por Ousanya, Kolanisi y Ngobese (14), el porcentaje
de humedad en la harina de las hojas de A. dubius fue de 4,41 %, el cual es un porcentaje

mayor al obtenido en esta investigacién, que fue de 0,16%.

Un aspecto importante que influye en el potencial nutricional de un alimento es el
contenido de proteinas. En un trabajo por Montero, Moreno, Molina Sanchez (5)
reportaron un contenido de proteinas 26,68 %; mientras que los resultados de proteina de
los investigadores Ousanya, Kolanisi y Ngobese (14) fue de 31,56 %. Arellano, Albarracin,
Arce y Mucciarelli (48) obtuvieron 22,12 %. Acevedo, Garcia, Perdomo (59) de 24,82-
28,51 %. Siendo resultados cercanos a los de esta investigacion, que se obtuvo 28,55 % de

proteina de la harina de las hojas de A. dubius.

En el porcentaje de cenizas correspondiente en la investigacion de Ousanya,
Kolanisi y Ngobese (14) fue de 17,97 %. Montero, Moreno, Molina, Sanchez (5),
reportaron un contenido de 20,18 % en las hojas de A. dubius; Arellano, Abarracin, Arce y
Mcciarelli (48), obtuvieron 19,32%; Acevedo, Garcia, Perdomo (49), Documentaron un
25,85 27,90 y 60,43 % de las hojas en tres parroquias diferentes. Estos resultados antes
mencionados fueron comparados con los obtenidos en esta investigacion, los cuales fueron

un poco mas bajos, 15,72 % de ceniza de la harina de las hojas de la planta.
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En lo que se refiere al estudio de los lipidos, se determind un contenido de 0,54 %
de grasa en las hojas de A. dubius en la presente investigacion. Por su parte Ousanya,
Kolanisi y Ngobese (14), obtuvieron 4,47% de lipidos; Montero, Moreno, Molina Sanchez
(5), fue de 1,04%; Arellano, Abarracin, Arce y Mcciarelli (48), de 1,28%. Acevedo,
Garcia, Perdomo (49), 1,32-2,28 %. En relacion a los valores obtenidos de los autores

descritos, se observo un menor porcentaje de grasas en la presente investigacion.

Otro de los componentes presentes en la harina de las hojas de Amaranthus dubius
son los carbohidratos, se calculd con la sumatoria de los resultados obtenidos de humedad,
proteina, ceniza y grasa, luego se realizo la diferencia de peso con el 100 %, dando como
resultados un 55 % de carbohidratos. Afios atrés los investigadores Ousanya, Kolanisi y
Ngobese (14), obtuvieron resultados de 41,6 % de carbohidratos; Arellano, Albarracin,
Arce y Mucciarelli (48), de 53,18 %. Siendo resultados aledafios a los obtenidos en la

presente investigacion.

Otro aspecto a mencionar es el estudio fitoquimico, el cual se realiz6 con el fin de
detectar compuestos como alcaloides, Triterpenos, esteroles, saponinas, taninos
flavonoides, quinonas que son metabolitos secundarios presentes en especies vegetales. Es
de mencionar, que los analisis fueron realizados con los extractos obtenidos de las hojas de
Amaranthus dubius. Paredes, Lucrecia, Monar (17), realizaron estudios fitoquimicos a
través de extractos en las hojas de A. dubius, determinaron cualitativamente la presencia de
alcaloides, quinonas, flavonoides, acidos grasos, azucares reductores, fenolicos, taninos y
terpenos. Los compuestos fitoquimicos resultantes en esta investigacion mostraron la
presencia de alcaloides, esteroles, terpenos, polifenoles, saponinas y taninos. Coincidiendo
la presencia de alcaloides, taninos y terpenos del autor antes mencionado con el reporte de
esta investigacion, es importante mencionar que los terpenos favorecen al sistema
inmunolégico reduciendo el riesgo de enfermedades cardiovasculares (37). Ademas,
Montero, Moreno, Molina y Sanchez (5), obtuvieron presencia de fenoles totales al igual
que esta investigacion; Molina, Moreno, Montero, Chirinos y Sanchez (15), documentaron
presencia de fenoles totales y taninos, igual a los componentes obtenidos en esta
investigacion hubo presencia de fenoles y taninos; Hyoung, Kyung, Won, Seahee, Ick,

Seong, Hyunwoo, Tae, Jeehye, junsoo, Yoon y Wook et al (50), obtuvieron presencia

56



flavonoide y polifenoles. A diferencia del presente estudio no fue detectado el compuesto

fitoquimico flavonoides, pero si presencia de polifenoles ya antes dicho.

Son muy pocos los trabajos que se han publicado sobre la toxicidad del Amaranthus
dubius con respectos a los compuestos toxicos presentes en las hojas de la planta, pero no
se encontro investigaciones con respecto a la categorizacion de toxicidad de la planta. Por
lo tanto, este estudio representa un avance en la investigacion de la toxicidad del
Amaranthus dubius, ya que los ensayos con A. salina son utilizados como via inicial de
tamizaje ecotdxico in vivo de extractos, fracciones y compuestos depurados, con el fin de
discriminar aquellas muestras de elevada toxicidad, debido a que presenta buena

correlacion con la ecotoxicidad in vitro.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

1. En la investigacion realizada se determinG que las hojas de Amaranthus dubius
presentaron un alto contenido de proteina (28,55 %), cenizas (15,72 %) y
carbohidratos (55 %), pero presenta menor cantidad de humedad (0,16 %) y lipidos
(0,54 %), por lo que se puede inferir que estas podrian cubrir los requerimientos de
algunos nutrientes exigidos en la nutricion para humanos.

2. Se identificaron los metabolitos secundarios en los diferentes extractos de las hojas
de Amaranthus dubius, encontrando en el extracto hexandico presencia de
esteroles, en el diclorometanoico presencia de esteroles, polifenoles, saponinas y en
el etanolico presencia de alcaloides, esteroles, terpenos, polifenoles, saponinas, y
taninos.

3. Se realiz6 el ensayo de toxicidad para comprobar si presentaba concentraciones
toxicas, Se evidencio que el extracto etandlico de las hojas de A. dubius entra en la
categoria relativamente inocuo sobre los nauplios de Artemia salina; es decir, posee

bajas concentraciones de sustancias toxicas.
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Recomendaciones

Establecer los componentes toxicos presentes en el extracto etandlico de

Amaranthus dubius.
Realizar estudios sobre la actividad antioxidante de los extractos de las hojas de

Amaranthus dubius.
Determinar los minerales presentes en las en las hojas de Amaranthus dubius.
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