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RESUMEN

Recientemente, algunos investigadores han estudiado la relacidon existente entre el
estrés oxidativo y el contenido de determinados compuestos presentes en las plantas
denominados fitoprostanos. Las almendras tienen un contenido elevado de acidos
grasos poliinsaturados siendo el mayoritario el acido a- linolénico. En 1998, se
descubrid que los fitoprostanos se generan a partir del acido a- linolénico en una via
no enzimatica, iniciada por una mayor formacién de radicales libres. En este trabajo
se propone la identificacién y la cuantificacién de fitoprostanos presentes en
almendras averiguando si la variedad influye en el contenido de los mismos. Como
resultado se obtuvo que en las cinco variedades de almendra estudiadas, el
fitoprostano 9—F1t-fitoprostano fue el mas abundante aunque también se obtuvieron
otros fitoprostanos en menor concentracidn tipo 9-epi-9E1t-fitoprostano, 9-E1t-
fitoprostano, 16-B1-fitoprostano y 9-L1-fitoprostano. Ademads, la concentracién de
fitoprostanos se vio afectada por la variedad siendo “Ramillete” la que presentd

niveles mas elevados.

Palabras clave: 4cido a- linolénico; ROS; espectrometria de masas; UHPLC

1. Introduccion

A principios de 1990, una serie de
compuestos similares a las prostaglandinas,
fueron identificados por ser producidos en los
mamiferos desde el acido araquiddnico,
independientemente de la via de la
ciclooxigenasa [1], estos compuestos fueron
denominados isoprostanos. Las plantas
superiores no poseen acido araquidodnico
(C20:4) por lo que no sintetizan isoprostanos
ni prostaglandinas. De forma similar al origen
de los isoprostanos en los mamiferos, se
identificé un nuevo compuesto producido en
plantas superiores, denominado fitoprostano
(PPs). PPs son generados desde el acido a-
linolénico en una via no enzimatica, iniciada
por una mayor formaciéon de radicales libres
[2]. Estos compuestos son considerados
marcadores fiables de estrés oxidativo en
plantas superiores [3]. El campo de los PPs fue
descubierto en el afio 2000, cuando estos
metabolitos fueron detectados por Ia
oxidacion no enzimatica del 4cido a-
linolénico [4]. En la actualidad hay como una
veintena de publicaciones sobre este tema, lo

que demuestra que en este campo todavia
gueda mucho por investigar.

El almendro es una especie tipica del paisaje
Mediterraneo, Espafia es el segundo mayor
productor de almendra, después de Estados
Unidos, ademas de ser el mayor consumidor,
ya que las almendras forman parte de nuestra
dieta mediterranea.

El consumo de almendras y nueces ha sido
asociado con la disminucidn de
enfermedades cardiacas coronarias y con el
sindrome metabdlico [5] esto puede estar
relacionado por su perfil favorable de acidos
grasos insaturados (acido linoléico y acido
linolénico) y, por tanto, relacidn con los PPs.

Los primeras investigaciones confirman que
la genética, el tiempo de cosecha, el origen,
condiciones ambientales, la composicién del
suelo, la madurez del fruto afectan a la
composicion de las almendras y de las nueces
[6,7-8]. Por todo lo expuesto, el presente
trabajo tiene como objetivo identificar y
cuantificar la concentracion de PPs presentes
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en almendras y saber si éstos varian segun la
variedad.

2. Materiales y Métodos

2.1 Productos quimicos y reactivos

El hexano fue obtenido de Proquilab
(Cartagena, Murcia, Espafia), Bis-Tris (bis 2-
hydroxyethyl) amino-tris
(hydroxymethylmethane) fue adquirido de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO EEUU) como el
resto de los disolventes necesarios para el
cromatografo de liquidos-masas (LC-MS)
como metanol, acetronitilo y 2,6-di-butil
hidroxi anisol (BHA).

Los cartuchos de extracciéon en fase sdlida
(SPE) que se usaron fueron cartuchos Strata
(Strata X-AW, 100 mg/3mL) adquiridos en
Phenomenex (Torrance, CA, EEUU).

2.2 Preparacion de las muestras

Las muestras fueron molidas en un molinillo
de café hasta conventirlas en un fino polvo, 2-
3 g de peso fresco, fue suspendido en una
disolucién que contenia 10 mL de BHA (10:01
v/v), se agitdé durante 5 minutos y después se
centrifugd (2000 xg durante 10 minutos),
luego se extrajo el sobrenadante y se paso
por un filtro tipo Sep Pack.

2.3 Extraccidn de las muestras.

Los PPs presenten en las almendras fueron
aislados mediante una extraccién liquido-
liqguido (LLE) seguida de una extraccion en
fase sdlida (SPE). La extraccidn LLE se realizo
de acuerdo con el siguiente protocolo: 1 mL
de la muestra filtrada se disolvié en 1 mL de
n-Hexano [9]. La solucién fue diluida en 2 mL
de metanol, se agitd y se volvié a diluir en 2
mL de BIS-TRIS buffer (0,02 M, HCI, pH=7).
Seguidamente, se separd mediante los
cartuchos de fase sdlida, segin el proceso
previamente descrito por Medina y
colaboradores [10]. Previamente, los
cartuchos se acondicionaron con 2 mL de
hexano, 2 mL de metanol y 2 mL de agua
MilliQ. Cada muestra se filtré en un ratio de
alrededor de una gota cada 2 segundos,
después de esto, los cartuchos fueron lavados
con 2 mL de hexano, 2 mL de agua MilliQ, 2
mL de una solucién que contenia agua MilliQ
y metanol (3/1) y 2 mL de acetonitrilo para

eliminar los compuestos indeseados. El
compuesto deseado fue eluctado con 1 mL de
metanol y fue secado usando un evaporador
SpeedVac (Savant SPD121P, Thermo
Scientific, MA, EEUU). El extracto seco fue
reconstituido con 200 pL de A/B disolventes
(90:10, v/v), conteniendo el disolvente A una
mezcla de agua MilliQ/0.01% de acido acético
y una solucién de metanol/0.01% de acido
acético fue usado como disolvente B. A
continuacion, las muestras fueron sonicadas
durante 10 minutos y centrifugadas (1000 xg
durante 10 minutos) antes de ser filtradas por
un filtro 0.45 um (Millipore, MA, EEUU).

Finalmente, 20 pL de esta muestra fue
inyectada y analizada por UHPLC-QgQ-
MS/MS (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany).

3. Resultados y Discusion

Se identificaron 5 PPs cuya concentracidn
dependia del tipo de variedad analizada. El
fitoprostano 9-F1t-fitotoprostano fue el mas
abundante (Tabla 1) aunque también se
obtuvieron otros fitoprostanos en menor
concentracion como 9-epi-9E1t-fitoprostano,
9-Elt-fitoprostano, 16-Bl-fitoprostano y 9-
L1-fitoprostano. Los PPs F1 se encuentran
normalmente en los lipidos de la membrana
como se ha demostrado por los isoprostanos
F2 en los mamiferos [11]. Como se ha citado
anteriormente, estos compuestos son
marcadores fiables de estrés oxidativo en
plantas superiores y el tipo de variedad es un
factor que influye en la cuantificacion de PPs
(Tabla 1). La variedad “Ramillete” presentd
una mayor concentracion de PPs F1 siendo
estadisticamente similar a las variedades
“Marcona” y “Ferrafies”.

4. Conclusiones

En las variedades estudiadas de almendra se
identificaron 5 tipos de PPs siendo el F1, el de
mayor concentracion. Existié una influencia
varietal siendo “Ramillete” la que presento el
mayor contenido en F1.
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Tabla 1. Fitoprostano principal  (9-F1t-
Fitoprostano) en diversas variedades de
almendras

Variedad 9-F1t PhytoP
(ng/100g de peso fresco)
Ramillete 7796,39°
Blanqueta 7016,282°
Guara 6682,42 2b¢
Marcona 5338,31 b
Ferrafies 4464,62

Distintas letras indican diferencias significativas dentro
de cada variedad segun la prueba de Fisher (p<0.05).
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