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Resumen

El yacon es un cultivo andino con propiedades antioxidantes y dietarias. En este estudio se obtuvieron extractos etanolicos
a partir de hojas de yacdn colectadas en Chia (Cundinamarca) y San Francisco (Antioquia), Colombia. El contenido
maximo de fenoles y flavonoides totales fue: 11,6 + 0,4 mg AGE/mL y 0,37 £ 0,03 mg EQ/mL, para Chia; 5,04 + 0,13 mg
AGE/mL y 0,21 £ 0,03 mg EQ/mL, para San Francisco. Todas las muestras exhibieron inhibicion in vitro de las enzimas
alfa-amilasa y lipasa pancreatica. El analisis por HPLC-EM mostré iones pseudomoleculares correspondientes a la
quercetina, acidos clorogénico, ferulico, cafeico y quinico. Los resultados sugieren que las hojas de yacon contienen
metabolitos que podrian ser utilizados como alternativa para el control de la obesidad.

Palabras claves: acidos fendlicos; alfa-amilasa pancreatica; flavonoides; lipasa pancreatica; Smallanthus sonchifolius
Abstract

Yacon is an Andean crop with antioxidant and dietary properties. In this study the ethanolic extracts were obtained from
yacon leaves collected in Chia (Cundinamarca) and San Francisco (Antioquia), Colombia. The maximum content of total
phenols and flavonoids was 11.6 = 0.4 mg GAE/mL and 0.37 £+ 0.03 mg QE/mL to Chia; 5.04 = 0.13 mg GAE/mL and
0.21 £ 0.03 mg QE/mL to San Francisco. All samples showed in vifro inhibition of pancreatic alpha-amylase and lipase
enzymes. HPLC-MS analysis showed pseudomolecular ions corresponding to quercetin and chlorogenic acid, ferulic,
caffeic and quinic. The results suggest that yacon leaves contain metabolites that could be used as an alternative for
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controlling obesity.
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Introduccion

La obesidad ha sido catalogada como uno de los problemas
de salud publica mas prevalentes en todas las poblaciones y
grupos etarios alrededor del mundo, relacionandose con el
aumento de la mortalidad y la morbilidad por enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 2, sindrome metabdlico y
algunos tipos de cancer'. Por lo anterior, la prevencion y el
tratamiento de la obesidad son prioridades importantes para
los sistemas de salud de varios paises de América, siendo las
modificaciones en el estilo de vida y el tratamiento
farmacologico las medidas de intervencion mas consideradas
por médicos y especialistas en salud, para lograr la
disminucion del peso corporal®.

Investigaciones realizadas en los ultimos afios demuestran
que solo un 5-10 % de los pacientes pueden mantener su
pérdida de peso, después de la suspension de la modificacion
del estilo de vida o la farmacoterapia™®, lo cual sugiere que es
necesario desarrollar otras modalidades de tratamiento que

produzcan mejores resultados y mas sostenibles’. Los
suplementos producidos a partir de extractos de plantas y
terapias a base de dietas, son algunas de las estrategias mas
comunes para bajar de peso en medicina complementaria y

alternativa”®,

El yacon (Smallanthus sonchifolius Poepp. & Endl,
Asteraceae) es una planta de origen andino, con propiedades
medicinales, utilizada como pre-bidtico, para el control de la
glicemia y del peso corporal®®. Gonzales y colaboradores
(2013) y Genta y colaboradores (2010) demostraron el efecto
hipoglucemiante in vivo de extractos organicos de hojas de
yacon, a través de un modelo experimental de ratones con
diabetes inducida con estreptozotocinall'lz; adicionalmente,
Roselino y colaboradores en 2012, observaron normalizacion
en los niveles de triglicéridos y colesterol HDL en ratas
diabéticas que fueron alimentadas con dietas suplemen-tadas
con extracto de yacon™. También existe evidencia que
demuestra el efecto antioxidante e inhibidor de la actividad
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alfa-glucosidasa in vitro, de extractos de partes aéreas de
yacon, lo cual se ha atribuido a la presencia de compuestos

. £1: 14-1
polifenélicos™ ™.

A pesar del alto potencial medicinal del yacdén, en
Colombia se le da poca importancia a esta planta, y son
escasas las investigaciones encaminadas a conocer su
diversidad genética, caracteristicas fitoquimicas y
propiedades farmacoldgicas. Uno de los pocos estudios
publicados en Colombia acerca del yacon describe la
existencia de diez biotipos y cuatro genotipos diferentes
cultivados en la zona del Eje Cafetero'’; esta informacion
sugiere la existencia de una amplia diversidad genética en
el pais y, por consiguiente, la necesidad de realizar
estudios a nivel quimico y biolégico que permitan hallar
las variedades con mayor potencial nutracéutico.

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto
inhibidor in vitro de las enzimas alfa-amilasa pancreatica y
lipasa pancredtica, por fracciones fendlicas de extractos
etandlicos de hojas de yacon cultivadas en dos municipalida-
des colombianas: Chia, en el departamento de Cundinamarca,
y San Francisco, en el departamento de Antioquia.

Parte experimental
Material vegetal

Hojas de yacdn colectadas en cultivos establecidos en el
municipio de Chia (Cundinamarca), Latitud 4°51°48”N,
Longitud 74°03°1070, Altitud 2600 msnm y temperatura
promedio de 14°C; y en el municipio de San Francisco
(Antioquia), Latitud 5°57°51”N, longitud 75°06°06”0,
altitud 1250 msnm y temperatura promedio de 21 °C. Las
hojas fueron seleccionadas considerando su buen estado
fitosanitario y tamafio similar; adicionalmente una planta
completa fue enviada al Herbario Nacional de Colombia,
adscrito al Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia (Sede
Bogota), para la certificacion de la identidad botanica,
obteniéndose los nimeros de coleccion 576675 y 576676.

Extractos etandlicos de hojas de yacon

La obtencion de los extractos se realizdO mediante
percolacion, a partir de 5 Kg de las hojas previamente
maceradas y pulverizadas, usando como solvente etanol
del 70 % (v/v) (Mallinckrodt Baker Inc., St. Louis,
Missouri USA). El producto obtenido se filtro y envas6 en
frascos de vidrio de color ambar. Parte de este extracto fue
concentrado a presion de 50 mbar y temperatura de 50 °C
en un rota-evaporador Laborata 4000 (Heidolph), luego fue
almacenado a 4 °C.

Separacion de las fracciones fenolicas

Se realizd mediante cromatografia de columna (40 x 2 cm),
usando la resina Amberlita XAD-2 (Sigma, 20-60 mesh),
con una velocidad de flujo del solvente de 10 mL/min®®. Se

agreg6 a la columna 1 g del extracto seco, seguido se lavo
con 20 mL de H,O destilada y 20 mL de una mezcla
H,O0:MeOH (1:1, v/v). Los compuestos fenolicos se
eluyeron con 20 mL MeOH 96 %, colectandose fracciones
de aproximadamente 1,5 mL.

Cuantificacion de compuestos fenolicos totales

Este ensayo se realizo con las fracciones eluidas de la
Amberlita XAD-2, usando el método de Folin-Ciocalteau®.
Un volumen de 50 pL de cada fraccion se mezcld con 50 pL
del reactivo de Folin-Ciocalteu (Panreac Quimica S.L.U.,
Barcelona, Espaiia), seguido se adiciono a la reaccion 50 uL
de Na,CO; al 10 % (p/v). La absorbancia de la muestra se
ley6 en un espectrofotometro UV-Visible Genesys 20, a
longitud de onda de 765 nm, las lecturas obtenidas se
interpolaron en una curva de calibracion del estandar de acido
galico (R* = 0,99). Los resultados se expresaron en términos
de miligramos de acido galico equivalente por mililitro del
eluido (mg AGE/mL). El célculo se realizd6 usando la
siguiente ecuacion:

Fenoles totales = [(Aym— Ag) - b)/m (1)

donde, Ay es la absorbancia de las fracciones con el
reactivo de Folin-Ciocalteu; Ag es la absorbancia de las
fracciones sin el reactivo; b y m son el intercepto y la
pendientes de la curva de calibracion, respectivamente.

Cuantificacion de flavonoides totales

Este ensayo se realizd con las fracciones eluidas de la
Amberlita XAD-2, para lo cual se uso un procedimiento
descrito previamente, al cual se le hizo pocas
modificaciones®. Un volumen de 50 pL de cada fraccion
eluida de la columna Amberlita XAD-2 se mezclo con 10 pl
de una solucién de AICl; al 10 % (p/v) y 10 pL de acetato de
sodio 1 M en etanol absoluto (150 uL), seguido de incubacion
a 30 °C por 30 min. La absorbancia de la muestra se ley6 en
un espectrofotometro UV-Visible Genesys 20, a longitud de
onda de 430 nm. La estimacion del contenido de flavonoides
se calculo a partir de una curva de calibracion con un estandar
de quercetina (R* = 0,99), usando la ecuacion (2).

Flavonoides totales = [(Am— Ag) - b]/m (2)

Los resultados se expresaron en términos de miligramos
equivalentes de quercetina por mililitro de muestra (mg
EQ/mL).

Actividad inhibitoria alfa-amilasa

El ensayo de inhibicion enzimatica se realizé siguiendo un
protocolo descrito previamente, con algunas modi-
ficaciones™. La reaccién se llevdo a cabo en placas de
microtitulaciéon de polipropileno de 96 pozos Nunc®. Un
volumen de 25 ul de la cada fraccion fendlica se mezcld con
25 pL de la solucion de la enzima alfa-amilasa pancreética
(Sigma Aldrich Chemical), previamente disuelta en tampoén
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salino fosfato 0,1 M (pH 6,9) hasta una concentracion de 0,5
mg/mL. La mezcla se incub6 a 25 °C por 10 min, luego se
adicion6 25 pL de una solucion de almidon (0,5 % p/v)
disuelto en tampoén salino fosfato 0,1 M y se incub6 a 25°C
por 10 min. A la reaccion se le adicion6 50 pL. del cromogeno
DNS (4cido dinitrosalicilico), a una concentracion de 96 mM
(Sigma Aldrich Chemical), seguido de incubacion en agua
hirviente por 5 min y enfriamiento a temperatura ambiente.
La absorbancia de la muestra (Ay) se leyo a la longitud de
onda de 540 nm en el lector de placas Synergy™ HT de
BioTek®. El porcentaje de inhibicion (% 1) se calculd
mediante la ecuacion (3).

% 1= (1-Aw/Ac) x 100 3)

El control representara el 100 % de la actividad de la enzima
y corresponde a la mezcla de reaccion sin la muestra (Ac), la
cual sera reemplazada por el diluyente (25 uL. de MeOH 70
% v/v). Como control positivo de la inhibicion se usé el
oligosacarido acarbosa (Glucobay™).

Actividad inhibitoria lipasa pancredtica

La inhibicion de la enzima se realizo mediante método
espectrofotométrico  descrito  previamente, con pocas
modificaciones?. La reaccion se llevé a cabo en placas de
microtitulacion de polipropileno de 96 pozos Nunc®. Un
volumen de 25 pL de la cada fraccion fenolica se incubd con
150 pL del sustrato, compuesto por una mezcla de p-nitro-
fenilpalmitato (p-NPP) 0,2 mM, acido deoxi-taurocolico 5
mM disuelto en tampdn fosfato monobasico 50 mM (pH&,0).
Después de la pre-incubacion se adicion6 25 pL. de la enzima
lipasa pancredtica (Sigma Aldrich Chemical) previamente
disuelta en buffer de reaccion a la concentracion de 10
mg/mL. Después de incubacion a 37 °C por 5 min, se midio
la absorbancia de cada mezcla de reaccion a la longitud de
onda de 410 nm en un lector de placas Synergy™HT de
BioTek®. Como control positivo del ensayo se uso tetra-
hidrolipistatina (Orlistat MK®). Los resultados se expresaron
como porcentaje de inhibicion de la lipasa pancredtica,
empleando la ecuacion (3).

Analisis de las fracciones por HPLC-EM

La identificacion de los compuestos fendlicos se realizo en las
fracciones separadas con Amberlita XAD-2 que presentaron
mayor porcentaje de inhibicion de la actividad alfa-amilasa y
lipasa pancreatica. El analisis HPLC-EM se realiz6 en un
equipo Agilent 1100 G1956A VL-LC con detector selectivo
de masas de cuadrupolo simple. Se uso una columna Zorbax
Rapid Resolution Eclipse Plus Stable Bond Poroshell XDB-
C18 de 100 mm x 4,6 mm di y 3,5 um de tamafio de
particula. El andlisis se realizd con base en el protocolo
descrito por Simonovska y colaboradores en 2003%, con
pocas modificaciones. Se us6 una fase moévil, con la siguiente
composicion: fase A consistente de 10 % (v/v) de CH;CN en
H,0 y 0,05 % (v/v) de CH;-COOH; y fase B consistente de

90 % (v/v) de CH3CN en H,0 y 0,0 5% (v/v) de CH;-COOH.
La elucion de la columna se llevo a cabo con el siguiente
gradiente lineal: 0,0 min 100 % de la fase A, con una
velocidad de flujo de 0,5 ml/min — 39,0 min 100 % de la fase
B, con una velocidad de flujo de 0,5 mL/min — 40,0 min 100
% de la fase B, con una velocidad de flujo de 1,0 mL/min —
41,0 min 100 % de A, con una velocidad de flujo de 1,0
mL/min - 46,0 min 100 % de A, con una velocidad de flujo
de 1,0 mL/min — 47,0 min 100 % de A, con una velocidad de
fluyjo de 0,5 mL/min. El detector usado fue de arreglo de
diodo, la temperatura de la columna al inicio y al final del
analisis se mantuvo en 25°C y la presion entre 46,8 y 51,3
bar, respectivamente. El volumen de inyeccion de la muestra
fue de 10 pL.

El analisis de masas se realizd mediante electrospray (ESI-
API) usando una fuente de ionizacion de polaridad negativa.
Las condiciones del equipo fueron: presion del nebulizador de
60 psi, flujo del gas de secado de 13 L/min, temperatura del
gas de 350 °C, corriente del capilar de 8 nA al inicio y 31 nA
al final. El escaneo de iones se programo para la deteccion
especifica de compuestos fenolicos reportados previamente
en hojas de yacon'®?, los cuales corresponden a los iones
moleculares desprotonados [M-H] con m/z de 353 (4cido
clorogénico), 301 (quercetina), 193 (4acido ferulico), 191
(acido quinico) y 179 (&cido cafeico).

Analisis de datos

Los experimentos se realizaron por duplicado y fueron
expresados como la media aritmética + desviacion estandar.
Los datos se compararon por analisis de varianza (ANOVA
de un factor), la diferencias estadisticas entre las medias se
identificaron con el 95 % de nivel de confianza (p <0,05).
También se realizaron analisis de regresion lineal para
establecer la relacion entre el contenido de fenoles y
flavonoides totales con respecto a la actividad inhibitoria de
cada enzima. Todos los andlisis se realizaron con el paquete
estadistico SPSS Statistics 19 para Windows de IBM (SPSS
Inc., and IBM Company, Chicago, H, IL, USA).

Discusion de resultados

Los extractos de hojas de yacon se obtuvieron con un
rendimiento de 5,85 % p/p para las muestras colectadas en
el municipio de Chia y de 5,9 % p/p para las muestras
colectadas en el municipio de San Francisco.

La separacion con Amberlita XAD-2 produjo 14 fracciones
de cada extracto. El ensayo de Folin-Ciocalteau mostrd que
las fracciones obtenidas a partir de la muestra colectada en
el municipio de Chia presentaron un contenido mayor de
fenoles totales (concentracion maxima = 11,6 + 0,4 mg
AGE/mL); mientras que en las fracciones obtenidas a partir
de la muestra de San Francisco, el contenido de fenoles
totales fue menor (concentracion maxima = 5,04 + 0,13 mg
AGE/mL, figura 1).
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Fig. 1: Contenido de fenoles totales en las diferentes fracciones
de extractos etandlicos de hojas de yacon, eluidas de la columna
Amberlita XAD-2

El analisis de ANOVA mostr6 que existe diferencia
significativa entre las fracciones de Chia y San Francisco
(» = 0,0007), sugiriendo que el contenido de compuestos
fenolicos en las hojas de yacon depende del sitio de cultivo
y que, a mayor altitud la planta producird mayor cantidad
de estos metabolitos. Esta observacion estd acorde a lo
publicado por Petinatti y colaboradores en 2012, quienes
describen la altitud como un factor abidtico importante en
la expresion de genes implicados en la ruta biosintética de
los 4cidos fenolicos®. La influencia de la altitud en el
contenido de compuestos fendlicos ha sido reportada
previamente en especies de la familia Asteraceae como
Arnica montana cv. ARBO® y Matricaria chamomilla cv.
BONA®.
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Fig. 2: Contenido de flavonoides totales en las diferentes frac-
ciones de extractos etandlicos de hojas de yacon, eluidas de la
columna Amberlita XAD-2.

Todas las fracciones eluidas de la Amberlita XAD-2
resultaron positivas para flavonoides totales; sin embargo, las
fracciones de Chia presentaron un contenido mayor de
equivalentes de quercetina (concentracion maxima= 0,367 +
0,013 mg EQ/mL, figura 2).

El analisis de ANOVA mostré que existe diferencia
estadisticamente  significativa entre el contenido de
flavonoides totales de las muestras colectadas en Chia y San
Francisco (p = 1,45 x 107). Este resultado respalda la
hipotesis de que el sitio de cultivo y, en particular la
exposicion a factores de estrés ambiental como la altitud y la
temperatura, influyen en la produccion de compuestos
fendlicos y flavonoides®. En el presente estudio, el municipio
de Chia fue el sitio de muestreo con las condiciones
ambientales mas favorables para que las plantas de yacon
produzcan los metabolitos de interés (altitud de 2600 msnm y
temperatura promedio de 14 °C). Albert y colaboradores en
2009, describieron la temperatura como factor abiotico
determinante en la biosintesis de flavonoides en plantas de la
familia asteraceae, como Arnica montana L. cv. ARBO,
reportandose un incremento pronunciado del radio
quercetina/kaempferol, como resultado de la disminucion de
la temperatura en 5 °C%.

El ensayo de inhibicion alfa-amilasa fue positivo para todas
las fracciones eluidas de la Amberlita XAD-2, obteniéndose
porcentajes de inhibicion mayores al 40 % (figura 3). Aunque
las fracciones de Chia presentaron porcentajes de inhibicion
enzimatica relativamente superior (media = 62 + 12 %), a los
observados en las fracciones de San Francisco (media = 59 +
8 %), el analisis de ANOVA mostro que no existe diferencia
significativa entre ellas (p = 0,358). El control positivo
acarbosa, causo inhibicion del 50 % de la actividad alfa-
amilasa pancreatica a una concentracion de 1,9 £ 0,5 pg/mL
(Clso).

El andlisis de regresion, entre la actividad inhibitoria alfa-
amilasa pancredtica y el contenido de fenoles totales, mostro
que existe asociacion positiva entre estas variables, tanto en
las fracciones de Chia (p = 1,36 x 10°) como en las de San
Francisco (p = 6,13 x 10). Por el contrario, no se observd
asociacion entre la actividad inhibitoria alfa-amilasa y el
contenido de flavonoides totales (valor p = 0,158 para Chia;
valor p = 0,192 para San Francisco). Por lo anterior, la
inhibicion alfa-amilasa podria atribuirse a los acidos fenolicos
simples y polifenoles presentes en las hojas de yacon.

Los resultados del ensayo de inhibicion in vitro de la lipasa
pancreatica se presentan en la figura 4. En este ensayo la
fraccion 4 y la fraccion 9 de las muestras de Chia y San
Francisco, respectivamente, fueron las que causaron la mayor
inhibicion; este resultado podria atribuirse al fendmeno de
desorcion diferencial de los metabolitos desde la resina
Amberlita XAD-2, ocasionado por la diferencia en la
polaridad de los flavonoides presentes en cada muestra®.
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Tabla 1: Composicion quimica y abundancia relativa de compuestos fendlicos en extractos etanolicos de hojas de yacon, determinadas

mediante HPLC-EM (ESI de polaridad negativa).

Compuesto® tr PM [M-H] % Avrea total
(min) (g/mol) m/z Chia San Francisco
Acido caféico 11,72°11,73¢ 180 179 0,498 0,742
Acido quinico 12,08° 192 191 NP 0,047
Acido clorogénico 22,34"-22,20° 354 353 13,34 5,450
Derivado de la quercetina 22,95°-22,94° 302 301 38,02 4,38
Acido fertlico 26,85"-26,84¢ 194 193 0,976 0,066
Derivado de la quercetina 33,31°-33,29° 302 301 33,78 77,3
a. Identificados tentativamente de acuerdo con su ion pseudomolecular,
b. Tiempo de retencion en la muestra de Chia,
c. Tiempo de retencion en la muestra de San Francisco, NP. No presente.
100 100
% 90 B Chia O San Francisco

B Chia O San Francisco
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Fig. 3: Porcentajes de Inhibicion in vitro de la actividad alfa-amilasa
pancredtica por las diferentes fracciones fenolicas de extractos
etanolicos de hojas de yacon. La fraccion 4 de la muestra de San
Francisco (% [ =75 £ 3 %) y la fraccion 5 de la muestra de Chia
(%I = 80 £ 5 %) causaron los mayores porcentajes de inhibicion
enzimatica.

El analisis ANOVA mostr6 que no existe diferencia
significativa entre los porcentaje de inhibicion in vitro de la
lipasa pancreatica, entre las fracciones de Chia (media = 61 £
15 %) y San Francisco (media = 65 + 13 %) (p = 0,46). El
control positivo orlistat, caus6 inhibicion del 50 % de la
actividad lipasa pancredtica a la concentracion de 0,81 £ 0,03
pg/mL (Cls).

El analisis de regresion mostrd que existe correlacion entre
la actividad inhibitoria lipasa pancreatica y el contenido de
flavonoides totales, tanto en las fracciones de Chia (p =
0,013) como en las de San Francisco (p = 6,07 x 10™).
También se observo correlacion entre la actividad anti-
lipasa pancreatica y el contenido de fenoles totales en las
fracciones de Chia (p = 1,12 x 107), pero no con las
fracciones de San Francisco (p = 0,175). Estos resultados
indican que los flavonoides podrian ser los responsables de
la inhibicion de esta enzima.

El analisis HPLC-EM se realizd en la fraccion 4 de la
muestra de Chia, debido a que ésta presento altos porcenta-
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Fracciones Fendlicas de Extractos Etandlicos de Hojas de Yacén

Porcentaje de Inhibicion de la Lipasa

Fig. 4: Porcentajes de Inhibicion In vitro de la actividad lipasa
pancreatica por las diferentes fracciones fendlicas de extractos
etanolicos de hojas de yacon. La fraccion 4 de la muestra de Chia
(% 1=282,4+0,4 %)y la fraccion 9 de la muestra de San Francisco
(% 1 =177 £ 2 %) causaron los porcentajes mas altos de inhibicion
enzimatica.

jes de inhibicion para las dos enzimas; también se analizo
la fraccion 9 de la muestra de San Francisco, debido a que
ésta presentd el porcentaje mas alto de inhibicion lipasa
pancreatica (figuras 3 y 4). Los resultados sugieren la
presencia de los seis compuestos de interés, como se
relaciona en la tabla 1.

El ion pseudomolecular con m/z de 301 fue el mayoritario
en ambas muestras, este fue identificado tentativamente
como quercetina (PM = 302 Dalton); el ion pseudo-
molecular con con m/z de 353, fue el segundo en
abundancia y se identifico tentativamente como acido
clorogénico (PM = 354 Dalton). Otras sefiales minoritarias
corresponden a iones pseudo-moleculares con m/z 193, 191
y 179, los cuales fueron identificados tentativamente como
acido fertlico (PM = 194 Dalton), acido quinico (PM=192
Dalton) y acido cafeico (PM = 180 Dalton), respectiva-
mente. Las figuras 5 y 6 corresponden a los cromatogramas
HPLC de cada muestra y la figura 7 muestra los espectros
de masas de los iones mayoritarios.
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Fig. 5: Cromatograma HPLC de la fraccion fendlica de extractos etandlicos de hojas de yacon, cultivadas en Chia, departamento de
Cundimarca, Colombia. Los compuestos fueron identificados tentativamente como acido cafeico (1), acido clorogénico (2) y dos
derivados del flavonoide quercetina con tiempos de retencion diferente (3 y 4).
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Fig. 6: Cromatograma HPLC de la fraccion fendlica de extractos etandlicos de hojas de yacon, cultivadas en San Francisco,
departamento de Antioquia, Colombia. Los compuestos fueron identificados tentativamente como acido clorogénico (2) y dos
derivados del flavonoide quercetina con tiempos de retencion diferente (3 y 4).
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Fig. 7: Espectros de masas (ESI de polaridad negativa), de los iones pseudomoleculares con 301 y 353 unidades de masa atomica
(uma), identificados tentativamente como quercetina y acido clorogénico, respectivamente.
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El ion pseudomolecular de 301 uma, presentd dos tiempos de
retencion diferentes (22,9 min y 33,3 min) en las fracciones
analizadas, esto hace suponer que se trata de dos derivados de
la quercetina; este flavonoide fue descrito previamente en
hojas de yacon, mediante HPLC-EM, reportandose un ion
pseudomolecular a 301 uma en modo ESI negativo™®.
Adicionalmente, la existencia de la quercetina en forma de
derivados glucosilados se ha descrito en diferentes especies
vegetales, mostrando sefiales en el cromatograma a tiempos
de retencion diferentes, dependiendo del sitio de glucosila-
cion®.

Los acidos fendlicos clorogénico, cafeico, fertlico y quinico
también se han descrito en hojas de yacon procedentes de
Ecuador y cultivados en Republica Checa™. El 4acido
clorogénico fue uno de los compuestos mayoritarios en la
presente investigacion, este es un éster del acido cafeico y el
acido quinico con potente actividad antioxidante'. Una
publicacién reciente describe el efecto inhibitorio in vitro
del 4cido clorogénico sobre la enzima alfa-amilasa,
reportandose una ICsy = 9,10 pg/mL*; este mismo estudio
sugiere que el efecto inhibitorio del &acido caféico es
significativamente mayor (Cls, = 3,68 pug/mL) al del acido
clorogénico. En nuestro estudio, la abundancia del acido
caféico en ambas fracciones analizadas fue menor al 0,8 %;
por tanto, la mayor actividad alfa-amilasa de la muestra de
Chia podria atribuirse a abundancia relativa mas alta del
acido clorogénico (13,34 %).

Compuestos flavonoides, como la quercetina, han sido
reportados previamente por ser inhibidores de enzimas
digestivas alfa-amilasa y alfa-glucosidasa®®; sin embargo,
esta actividad puede ser afectada por la presencia de grupos
sustituyentes en el nucleo flavonoide. Li y colaboradores en
2009, reportaron aumento en la actividad de inhibicion a-
glucosidasa de flavonas que presentan un grupo hidréxilo
libre en el C-3 del anillo B, mientras que C-glucosilaciones
en las posiciones C-6 o C-8 del anillo A debilitan la
actividad inhibitoria®. Estos antecedentes podrian explicar
porque, a pesar de que los derivados de la quercetina fueron
los compuestos mayoritarios en las muestras analizadas, no
se observo correlacion entre la actividad inhibitoria alfa-
amilasa y el contenido de flavonoides totales. Por
consiguiente, la caracterizacion estructural de los
compuestos identificados tentativamente como derivados de
la quercetina, en las fracciones analizadas, permitira
confirmar esta hipotesis.

Por otra parte, la actividad inhibitoria in vitro de la enzima
lipasa pancreatica también podria relacionarse con la
presencia de derivados del flavonoide quercetina. Una
publicacion reciente describe la actividad inhibitoria lipasa
de flavonoides como quercetina-3-O-f-D-arabinopiranosil-
(1-2)-p-D-galactopiranosido 'y  quercetina-3-O-f-D-
glucuronido®; otro estudio realizado con compuestos
aislados desde Eremochloao phiuroides (Munro) Hack,
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concluyeron que los acido clorogénico y cafeico tienen poca
participacion en la actividad inhibitoria de la lipasa,
sugiriendo que flavonoides glicosilados en el anillo A
podrian ser los responsables de la actividad anti-lipasa
pancreatica®.

Conclusiones

El presente estudio plantea que las hojas de yacon cultivadas
en los municipios de Chia y San Francisco (Colombia),
presentan acidos fendlicos y flavonoides que podrian inhibir
la actividad catalitica de enzimas digestiva como la alfa-
amilasa y lipasa pancreatica, respectivamente. A pesar de
que la identificacion de los compuestos fenodlicos se realizo
tentativamente, estos resultados y los presentados por otros
investigadores, sugieren que metabolitos como la quercetina
y acido clorogénico podrian usarse como indicadores de la
calidad de los extractos de hojas de yacdén que se usarian
para propésitos dietarios y/o como nutracéuticos.
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