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RESUMEN
El proceso de oxidacion crea radicales libres en nuestras células, las cuales en grandes
proporciones pueden causar dafio celular, provocando reacciones en cadena que
ocasionan numerosas enfermedades; estas reacciones solo son eliminadas por la accién
de otras moléculas denominadas antioxidantes; siendo los polifenoles los principales
antioxidantes naturales. El objetivo de este estudio es cuantificar polifenoles y
determinar capacidad antioxidante en el tallo, hojas y flores de la planta Salvia
splendens. Se utilizd el método de Folin Ciocalteu para cuantificar polifenoles totales
teniendo a la catequina como estandar y la técnica del DPPH con Trolox como estandar
para determinar la capacidad antioxidante en diferentes extractos de la especie. Los
resultados evidenciaron una presencia mayor de polifenoles en la muestra de infusion de
hojas, y flores 19.43 + 0.42 y 46.99 + 1.07 mg equivalente de catequina/g de muestra
seca respetivamente. Los extractos metandlicos mostraron valores 13.43 £ 0.18 y 36.40
+ 2.04 mg equivalente de catequina/g de muestra seca en hojas y flores respectivamente.
De manera similar la capacidad antioxidante fue mayor en las infusiones de hojas y
flores 1143.64 + 77.49 y 1333.44 + 70.47 mM equivalente de trolox/g de muestra seca
respectivamente, los extractos metanélicos mostraron lecturas menores 147.19 + 10.26
y 334.06 + 10.21 mM equivalente de trolox/g de muestra seca en hojas y flores
respectivamente. Por tanto se concluye que Salvia splendens tiene contenido de

polifenoles y capacidad antioxidante.

Palabras clave: antioxidante, DPPH, Folin Ciocalteu, polifenoles, radicales libres,

Salvia splendens.
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ABSTRACT

The oxidation process creates free radicals in our cells, which in large proportions can
cause cell damage, causing chain reactions that cause disease; these reactions are only
eliminated by the action of other molecules called antioxidants, being polyphenols the
main natural antioxidants. The objective of this study is to quantify polyphenols and
determine the antioxidant capacity in the stem, leaves and flowers of the plant Salvia
splendens. The Folin Ciocalteu method was used to quantify total polyphenols having
catechin as standard and the DPPH technique with Trolox as standard to determine
antioxidant capacity in different extracts of the species. The results showed a greater
presence of polyphenols in the sample of infusion of leaves, and flowers 19.43 + 0.42
and 46.99 + 1.07 mg of catechin eq./g of dry sample respectively. The methanolic
extracts showed values 13.43 + 0.18 and 36.40 + 2.04 mg of catechin eq./g of dry
sample in leaves and flowers respectively. Similarly, the antioxidant capacity was higher
in the infusions of leaves and flowers 1143.64 + 77.49 and 1333.44 + 70.47 mM trolox
eq./g of dry sample respectively, the methanolic extracts showed lower readings 147.19
+ 10.26 and 334.06 £ 10.21 mM trolox eq./g of dry sample in leaves and flowers
respectively. Therefore it is concluded that Salvia splendens has polyphenol content and

antioxidant capacity.

Key words: antioxidant, DPPH, Folin Ciocalteu, free radicals, polyphenols, Salvia

splendens.
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l. INTRODUCCION

La denominacion del genero Salvia proviene del latin Salvere (ser salvado) en alusion a
sus beneficios como hierba medicinal. Representa el mas amplio e importante grupo de
la familia Lamiaceae con un gran numero de especies, aproximadamente 1000
distribuidas en todo el mundo. Varias de sus especies han tenido una notable
propagacion en tres zonas del planeta: en Ameérica central y América del sur (500 spp),

en Asia central y el Mediterraneo (250 spp) y en Asia oriental (90 spp). %

El género salvia ha atraido gran interés, siendo objeto de varios estudios quimicos,
medicinales y farmacoldgicos debido a que presenta un gran numero de metabolitos
secundarios utiles .Estudios fitoquimicos realizados en plantas de este género reportaron
el aislamiento de diterpenoides, triterpenoides, esteroles ademas de antocianinas,

flavonoides y 4cidos fen6licos.**"

Estos componentes secundarios muestran gran actividad biolégica y propiedades
medicinales utilizadas ampliamente en la medicina tradicional de varios paises como
antimicrobiano, antiinflamatorio, antitumoral, ansiolitico, efecto antidiabético,

citoprotector y diurético. “©

El cuerpo humano como producto del estrés oxidativo genera especies reactivas de
oxigeno (ROS) como el anién superdxido, radicales hidroxilo, y peréxido de hidrogeno
por diversos sistemas enzimaticos consecuencia del consumo de oxigeno. ®. Sin
embargo, en cantidades pequefias estas ROS pueden ser beneficiosas en los procesos

celulares como moléculas de sefializacion. ©? Durante el estrés oxidativo grandes



cantidades de ROS pueden ser producidos y pueden ser peligrosos por su habilidad para
oxidar numerosas moléculas, incluyendo proteinas, lipidos y ADN. La acumulacion de
ROS producto de la generacion incrementada de radicales libres en sistemas biologicos
originan dafio oxidativo en tejidos afectando las funciones e integridad celular. &V
Efectivamente se ha informado que las ROS intervienen ampliamente en procesos de
envejecimiento celular, carcinogenesis, enfermedades coronarias del corazon,
incluyendo la desestabilizacion y desintegracion de membranas, alteracion de ADN y
oxidacion de LDL. Este deshalance debe ser detenido mediante el suministro de

sustancias antioxidantes. © 121

Los dafios causados por los radicales libres estan asociados con el origen de varias
enfermedades y problemas de salud como la artritis, cancer, inflamacion, el
envejecimiento y enfermedades del corazon. Para reducir el impacto de las ROS vy sus
reacciones en cadena las células ejecutan sistemas antioxidantes defensivos. Los
antioxidantes juegan un papel importante en el tratamiento de varias enfermedades
cronicas y degenerativas relacionadas a desordenes por su accion captadora de radicales
libres. El sistema de defensa antioxidante esta constituido por enzimas como superéxido
dismutasa, catalasa, glutatién peroxidasa, y por compuestos de naturaleza no enzimatica
como: antioxidantes, o tocoferol, beta-caroteno, vitamina C, glutation reducido,

alblimina, flavonoides y metales de transicién como Se, Cu, Zn. ©16-18)

La actividad antioxidante de los extractos de especies de salvia guarda relacion con el
contenido de fenoles totales; por lo tanto presentan extractos ricos en polifenoles

(principalmente acidos fendlicos y flavonoides) que tienen una gran actividad



antioxidante’ ™ Varias especies de salvia son de interés comercial para la industria
farmacéutica y alimentaria como recurso natural de antioxidantes, debido a que los
antioxidantes sintéticos estan siendo cuestionados por la posibilidad de favorecer la

generacion de tumores.®”

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los mas numerosos y representativos
grupos de metabolitos secundarios de las plantas y su relevancia radica en su
participacion en la fisiologia y el metabolismo celular como morfologia, crecimiento,
reproduccion, procesos germinativos, defensa contra plagas y depredadores, entre otros.
Estos compuestos estan presentes en la mayoria de los productos vegetales consumidos
por el hombre. Muchos componentes fenolicos han mostrado ejercer actividad

anticancerigena y antimutagénica en mayor o menor medida. %2"

La especie Splendens (Salvia splendens) es usada en la medicina tradicional mexicana
como antidiabético de manera cocida o fresca, esta informacion tiene como base la

bibliografia del legado etnobotanico oaxaquefio.

En nuestro pais la salvia roja es considerada una planta ornamental por lo tanto, el
conocimiento de que esta especie vegetal que también se desarrolla en nuestro pais
presenta un alto contenido de polifenoles, aumentaria su valor en la medicina tradicional
y su uso como alternativa natural preventiva de la salud por su capacidad antioxidante,
De igual manera al ser la S. splendens una fuente rica en antioxidantes representaria una

actividad econdmica de cultivo alterno para los agricultores de nuestro pais.



Como problema de investigacion se plantea la siguiente cuestion: ;Qué cantidad de
polifenoles totales y que capacidad antioxidante presentan las hojas, tallos y flores de la

planta Salvia splendens?

Objetivo general

1. Cuantificar polifenoles y determinar capacidad antioxidante en tallo, hojas y
flores de la planta Salvia Splendens.

Objetivo especifico

1. Determinar el contenido de polifenoles totales mediante técnica de Folin
Ciocalteu expresados en mg equivalentes de catequina /g muestra seca
2. Determinacion de actividad antioxidante mediante técnica DPPH expresados en

mM equivalentes de Trolox / g muestra seca



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

Seglin Moharram et al. ® La composicién fenélica de extractos metanélicos al 80% de
las hojas de S. splendens ex Roem & Schult, mostr6 doce metabolitos fendlicos,
incluidos tres acidos fendlicos (el acido cafeico, el &cido rosmarinico , el metil
rosmarinato ), cuatro glucésidos de flavonas ( luteolin 7-O- [4 ", 6" -di-O-a-L-
ramnopiranosil] -p-D-glucopiranosido, apigenina 7-O-B-D-rutindsido, cosmosiina y
cinarésido , cuatro flavonas aglicona( luteolina, apigenina, pedalitina y crisiliol), una
cumarina ( 6,7-dihidroxicumarina). Esta variedad en su composicién polifendlica puede

potenciar su efecto antioxidante.

Narayan y Mittal ®¥ realizaron estudios de contenido de fenoles totales y capacidad
antioxidante en extractos (éter de petroleo, acetato de etilo y metandélico) sobre raices de
Salvia Splendens recolectadas en las localidades de Bhopal y Jharkand (India), indican
que todos los extractos poseian actividad antioxidante in vitro, siendo el extracto
metanolico el de mayor contenido de fenoles totales y flavonoides, asi mismo fue el de
mayor poder antioxidante. Destacan a la Salvia splendens como una fuente rica en

taninos, flavonoides y glicosidos con amplia valides medicinal.

Estudios realizados por Papiya y Sasmal ®® en extractos metanélicos de hojas de Salvia
splendens recolectadas en la region de Jharkand (India), indicaron que la accién
antioxidante de esta especie vegetal esta relacionada a la presencia en sus constituyentes

de terpenoides, diterpenoides y antocianinas.



Chopra M. et al. ©® Reportaron en un estudio realizado en extracto metandlico con hojas
de Salvia splendens recolectadas en el instituto de tecnologia de Birla (India), un alto
contenido de flavonoides 117.4 mg equivalentes de quercetina/l g de extracto
metanolico y un contenido fendlico de 17 mg EAG/1 g de extracto metandlico; el

extracto metanolico también mostro una significante propiedad antioxidante.

Los antecedentes mencionados permiten iniciar el estudio en contenido de polifenoles

presentes en la Salvia splendens y su potencial como fuente natural de antioxidantes.

2.2. Bases teoricas de la investigacion

El uso de plantas medicinales es una actividad que se ha desarrollado por varias
centurias. En el presente conocemos esta practica como medicina tradicional, este
conocimiento ancestral ha hecho posible utilizar especies vegetales con fines
terapéuticos, asi mismo, permitio identificar metabolitos que la industria farmacéutica ha
utilizado en el desarrollo de medicamentos. Se denomina planta medicinal a aquella que
presenta en alguna de sus partes, principios activos, los cuales, producen efectos

benéficos en las enfermedades del hombre administrandose en cantidades adecuadas. (26)

El 80% de la poblacion mundial, mas de cuatro mil millones de personas, utiliza las
plantas como principal remedio medicinal, segun nos sefiala la OMS. Esta préactica esta
asociada al empirismo en muchos casos, y faltan estudios quimicos, clinicos y
epidemiolégicos que confirmen de forma fehaciente los efectos fisiologicos de las

plantas y los principios activos responsables. "



El valor medicinal de la planta curativa se debe a la presencia en el tejido de la planta de
una sustancia quimica — el principio activo — que produce un efecto fisiologico. Muchos
de los principios activos son sumamente complejos y ocasionalmente, ain se desconoce
su naturaleza quimica; otros han sido aislados, purificados e incluso, sintetizados o

imitados. ?®

Las plantas han constituido remedios en la medicina tradicional por cientos de afios y
han establecido las bases de la farmacologia y la farmacia. Hoy en dia aun continGan
usandose como fuente de compuestos bioactivos de gran interés farmacéutico y

agroindustrial.

Diversos estudios quimicos, farmacoldgicos y bioquimicos has logrado aislar,
cuantificar y reconocer las sustancias responsables del valor medicinal de las plantas,

permitiendo avalar su valia medicinal o no.

2.2.1. Genero Salvia

2.2.1.1 Principios activos

El género salvia ha sido objeto de gran interés de estudios quimicos debido a su
notable contenido de polifenoles (con méas de 160 polifenoles identificados
algunos de ellos exclusivos del género). Supuestamente, alguno de estos
compuestos polifendlicos se originan a partir del &cido cafeico mediante una
serie de reacciones de condensacion.

Estudios realizados al género salvia dan cuenta de la presencia de abundantes

metabolitos de naturaleza terpénica: monoterpenos y sesquiterpenos que son los



constituyentes de sus aceites esenciales, diterpenos como el rosmanol, carnosol,
epirrosmanol, &cido carndsico y triterpenos resultantes del oleanano y ursano
ademas de esteroles. También contienen cuantiosos compuestos fendlicos:
flavonoides (flavona, flavonoles aglicosidos y flavonoles glicdsidos),
antocianinas y acidos fendlicos, entre ellos el &cido rosmarinico que presenta una
capacidad antioxidante semejante al acido ascorbico.

La naturaleza de los polifenoles reportados son una muestra del desarrollo en la

aplicacion terapéutica y fitogquimica del género salvia. ¢ %3

2.2.1.2 Farmacologia

El extracto acuoso de S. africanalutea L. manifiesta actividad analgésica y
antipirética en experimentos realizados con ratones y algunos diterpenos
naftoquinénicos (aetiopinona) presentes en la raiz de S. aethiopis presentan
actividad antiinflamatoria y analgésica central y periférica relacionadas
aparentemente con una inhibicién de 5- LO (5-lipooxigenasa). ¢*

El extracto acuoso de Salvia fruticosa Mill. ha mostrado actividad
hipoglucemiante disminuyendo la absorcién intestinal de glucosa en conejos,
similarmente la Salvia lavandulifolia Vahl. ssp. oxydon reduce los niveles de
glucosa potenciando la liberacion de insulina unida a una hiperplasia de las
células B-pancreaticas, incrementando la captacion periférica de glucosa e

inhibiendo su absorcion intestinal.?®



Narayan y Mittal ®¥ expresan la accion analgésica y antinflamatoria de las raices
de salvia splendens, también reportan su uso como antiulcerante, laxante,
antimicrobiano, hepatoprotector y antihiperlipidémico.

Conforme a la comision alemana E (guia terapéutica de plantas medicinales) las
hojas de Salvia officinalis tienen funcion bactericida, virostatica, fungistatica,

astringente y disminuye la hiperhidrosis. ?

Raices y rizomas de Salvia miltiorrhiza Bunge, se utilizan para el tratamiento de
enfermedades coronarias (angina de pecho e infarto de miocardio), también se

utilizan en terapia de enfermedad tromboembélica y troboflebitica. ¥

Shaheen et al. ®® Mencionan que el género Salvia es rico en metabolitos
secundarios de gran interés bioldgico como citoprotector, antitumoral y
antibacteriano, asi mismo el uso como té de hierba se ha realizado para tratar
enfermedades coronarias del corazon, enfermedades cerebrovasculares, hepatitis,
falla renal, dismenorrea, flatulencia, gastritis, dolor de garganta, psoriasis e

insomnio neurasténico.

Extractos hidroetandlicos de S. officinalis mostraron buena actividad
antinflamatoria por su capacidad de reprimir la 5-LO (5 lipooxigenasa) y de

disminuir los volimenes de interleucina 8 (IL8) que tiene accion proinflamatoria.

(33)



2.2.2. Salvia splendens

2.2.2.1. Taxonomia

Salvia splendens
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Genero Salvia
Especie Salvia splendens

Sellow ex wied-Neuw

Nombre
comln Salvia roja

Fuente propia

2.2.2.2.Clasificacion Botanica
Nombre comun “Salvia roja”, arbusto denso, perpetuo, vertical
Tallo: carente de pelos (glabrescente) longitudinalmente presenta estrillas.
Presenta forma cuadrangular con una altura entre 50 y 1.60 m. ¢
Hojas: de orientacién opuesta, forma simple con la orilla dentada, presenta un
peciolo con una longitud de 3 a 8 cm, exhibe un limbo de forma ovalada con el haz
y el envés glabrescente, la forma del &pice es acuminada. ¥
Inflorescencia: Asemejan verticilos (verticilastros), acomodados en racimos a los
extremos de los tallos (terminal) con una longitud entre 8-15 cm de largo. ©*
Bracteado: presenta bracteas escarlatas de formas lancetadas ovaladas

puntiagudas. ¥
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Flores: presentan pedicelos circulares pubescentes con una longitud entre 5y 6
mm; el caliz es color rojo bilabiadas acampanas, el labio superior presenta 3 venas
(nervado), el labio inferior presenta una forma recta bifida; la corola es tubular
con dos valvas escarlatas, la mitad inferior es pubescente y la mitad superior es
glabra, la dimension del labio inferior es menor que el labio superior. Asimismo, el
labio inferior es trilobulado siendo el I6bulo medio emarginado y méas grande que
los 16bulos contiguos; Exhibe androceo con dos estambres constituidos por una
teca infecunda concrescente y otra funcional; El ovario tiene disposicion
bicarpelar; el estilo es filiforme aparentemente nace de la base (ginobasico), la
morfologia del estigma es bifida sutilmente asimétrico, estrecho en el apice y
terminado en una fina punta (subulado) y separados. ¥

Fruto: presenta cuatro l6bulos (tetracluso) cada uno con su semilla terminando en

punta y engrosamiento lateral ©¢*

2.2.2.3 Habitad

Se desarrolla en climas himedos pedregosos, cuestas de colinas y en sembrios

cultivados. ®¥
2.2.3. Informacién complementaria
2.2.3.1 Radicales libres y oxidacion

La oxidacion es un proceso bioquimico de pérdida de electrones siempre asociado
a otro de captacion que llamamos reduccién. Esta oxidacién es fundamental para

la vida pues participa en los procesos de obtencion de la energia celular. Sin

11



embargo cuando existe un exceso de oxidacion aparece el estrés oxidativo . El
proceso de oxidacion crea radicales libres en nuestras células. Un radical libre es
un atomo con un ndmero impar de electrones o que tiene un electron libre en el
orbital externo, lo que quimicamente le da una condicion muy inestable
volviéndolo muy activo para oxidar otras moléculas al buscar romper su
desequilibrio quimico; esto inducira a la formacion de nuevos radicales libres en
cadena que producira dafio a las células provocando la muerte celular y lesiones en

los tejidos. Son de corta vida media y actian préximos al lugar donde se generan.

(17, 36)

Los radicales libres se clasifican en:

Especies reactivas de oxigeno (ROS, ERO): radical superéxido (03 ), peréxido de
hidrégeno (H,0.), radical hidroxilo (OH-), radical hidroperéxilo (HO,), oxigeno
singlete (*0,), radical alcoxilo (RO-), radical peréxilo(ROO-), 0zono(Os).

Especies reactivas de nitrdgeno (RNS, ERN): Oxido nitrico (NO), Peroxinitrito

(ONOO-), Diéxido de nitrégeno (NO3 ). ¢

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, ERO) son moléculas quimicamente
reactivas que contienen oxigeno con capacidad para oxidar proteinas (por oxidacion
de grupos sulfhidrilos (-SH), grupos aminos y carbonilos de aminoacidos
produciendo dafio irreversible en la regulacién metabdlica y genética.), lipidos (por
peroxidacion lipidica de acidos grasos polinsaturados y fosfolipidos de las

membranas) y ADN (por hidroxilacién de las bases nitrogenadas) inhiben y
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entrecruzan la produccion de proteinas, nucleétidos y acidos grasos por accion del
radical hidrdxilo y oxigeno singlete produciendo mutaciones que estaran asociadas a

enfermedades de la edad avanzada y el cancer. ¢

La oxidacion lipidica en alimentos tiene consecuencias negativas causando
decoloracion y aromas desagradables. También disminuye el valor nutritivo del
alimento y la formacién de perdxidos perjudiciales para la salud, ademéas origina

aldehidos que son causantes de dafio tisular, mutagénesis y carcinoma. “%
Los sistemas generadores de ROS se pueden clasificar como:

- Fuentes enddgenas: se producen como resultado del metabolismo de la
célula. La cadena de respiracion mitocondrial es la principal fuente de
produccion de ROS celular. Las células fagocitarias al emplear el sistema
NADPH oxidasa producen (03); también generan perdxido de nitrégeno
(ONOO-) responsable de la peroxidacion lipidica. La enzima Xantina
oxidasa al actuar como catalizador de hipoxantina. Las reacciones
enzimaticas del citocromo P-450 al oxidar acidos grasos y xenobi6ticos.®"3%

- Fuentes exdgenas: constituidas por el humo de tabaco, solventes, polucion
ambiental, radiacion ultravioleta, hidrocarburos aromaticos, metabolismo de
algunos farmacos, drogas, ejercicio extenuante, dieta bajo en antioxidantes y

altamente prooxidante. 3%
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2.2.3.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo ocurre cuando la materia viva es expuesta a factores que
desencadenan un desequilibrio en los sistemas oxidantes y antioxidantes de la
célula, debido a un aumento en los radicales libres y/o una disminucion en los
antioxidantes, resultando una mayor concentracion de ERO. Frente a esta situacion
los radicales libres reaccionan con carbohidratos, lipidos, proteinas, ADN y de
mantenerse este desajuste en el equilibrio entre los factores prooxidante y los
mecanismos antioxidantes provocara alteraciones en los procesos metabdlicos

ocasionando dafio irreparable y posteriormente la muerte celular. 63740

Los organismos presentan sistemas de defensa endogeno enzimaticos (catalasa,
superdxido dismutasa, glutation reductasa, glutation peroxidasa) y no enzimaticos

responsables de evitar los dafios ocasionados por ROS. ¢
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Procesos relacionados al dafio oxidativo y moléculas bioldgicas.

ENFERMEDADES DANO OXIDATIVO EN LAS MOLECULAS BIOLOGICAS
Envejecimiento - Peroxidacion de los &cidos grasos de la membrana celular y
dafio al ADN.

- Los radicales libres toma un electrén de las células tejido de
colageno, provocando que la piel pierda elasticidad y como

consecuencia la aparicion de arrugas y sequedad.

Enfermedades del - Peroxidacion de lipidos en las particulas de LDL con dafio de

corazon otros de sus componentes.

- Los radicales libres dafian las grasas de la ingesta, llamada
“grasa oxidada”, la grasa oxidada es grasa mas pegajosa por lo
gue se adhiere a las paredes de las arterias con mayor facilidad

pudiendo causar un infarto de miocardio.

Diabetes - Autooxidacién de la glucosa.
- Disminucién de la secrecion de insulina en el pancreas por

interferencia de los radicales libres.

Cancer - Dafio al ADN.
Cataratas - Modificaciones irreversibles en las proteinas.
Cuadros inflamatorios - Activacion de genes relacionados con la respuesta inflamatoria.
crénicos
Enfermedades - Radicales libres de oxigeno inducen apoptosis y
neurodegenerativas desdoblamiento de proteinas.

Fuente. Tomado de (Amaya L et al. 2013)
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2.2.3.3 Antioxidante

El organismo utiliza mecanismos de proteccion para responder al efecto dafiino de
los radicales libres mediante un sistema de defensa formado por agentes
antioxidantes. Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la
oxidacion de otras moléculas. Al interactuar con un radical libre los agentes
antioxidantes ceden un electron oxidandose y volviéndose un radical libre débil

carente de toxicidad. “?

Entre sus funciones principales estan prevenir la
formacion, reparar el dafio, eliminar y elevar la resistencia a ataques de ROS, asi

también la transformacion de metabolitos reactivos en moléculas menos reactivas.

(39)

Por su funcién se clasifican como:

Antioxidantes primarios enzimaticos enddgenos [superdxido dismutasa (SOD)
convierte el oxigeno en peroxido de hidrégeno, glutation peroxidasa (GPy):
transforma perdxido de oxigeno y perdxido lipidicos en moléculas inocuas,
catalasa (CAT) elimina hidroperdxidos y proteinas de ligazon a metales de
transicion que detienen el uso de hierro indispensable para formar radicales OH].
Evitan la formacion de ROS.

Antioxidantes secundarios no enzimaticos: hidrofilicos (vitamina C, bilirrubina,
acido drico y albumina) vy lipofilicos (vitamina E, carotenoides, ubiquinona o
coenzima Q10).

Funcionan como captores de ROS impidiendo reacciones en cadena.
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- Antioxidantes terciarios (proteasas reparadoras de ADN y metionina sulféxido

reductasa): Funcionan como reparadores de biomoléculas dafiadas. & 3% 42

La importancia de los antioxidantes radica en que previenen y alivian afecciones
cronicas, cancer, problemas cardiovasculares, diabetes, hepatitis, catarata,

arterioesclerosis e inmunodeficiencia. ©®

Clasificacion de antioxidantes

 ANTIOXIDANTS |

Enzymatic antioxidants

Minerals i
vitemin A, Vitomin C

Zinc, Selenium

vitemin E, Vitamin X

Primary Enzymes
SOD, cotalgse
Glutgtione peroxidose Carotenoids

Organosulfur compounds

B- carotene, lycopene, 5
olium, allyl sulfide, indoles

Lutein, zegxanthin

Secondary Enzymes

Glutcthione reductaose

Glucose &-phosphate
dehydrogencse

<+~ Low Molecular Weight

antioxidant
Glutgthione, unc gcid

Antioxidant cofactors
Coenzyme Q:z

Polyphenols P—
|
3 1

Hydroxy-
’ ‘ p=——p| Cinnamic acids
- Ferulic,
Flavonols Flavanols Flavanones p-coumarnc
Quercetin Catechin hesperitin
keempferol EGCG
Hydroxy-
Isoflavanoids Anthocyanidins Flavones k| benzOic acids
genistein Cyonidin, chrysin galiic ocid,
pelagonidin ellagic acid

Fuente: tomado de Shalaby et al. 2013
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Por su origen los antioxidantes pueden clasificarse como naturales y sintéticos

Antioxidantes naturales

- Antioxidantes enddgenos: glutation (GSH), &cido alfa lipoico (ALA),

coenzima Q, &cido urico, bilirrubina, superéxido dismutasa (SOD), catalasa

(CAT), glutation peroxidasa (GPy), L-carnitina, melatonina, tiorredoxinas (TRy)

y peroxirredoxinas (PR,).“* %%

- Antioxidantes exogenos: &cido ascorbico (vitamina C), los tocoferoles,
[3-carotenos (vitamina A), polifenoles.

- Antioxidantes sintéticos: Son usados en la industria alimentaria, entre los
permitidos estan: Butilhidroxianisol (BHA), Butil hidroxitolueno (HBT), galato
de propilo (PG), terbutil hidroquinona (TBHQ), galato de octilo (OG), galato
dodecilo (DG).“** *Y Son antioxidantes efectivos y econémicos pero su potencial

toxicidad han puesto en observacion su uso y consecuente busqueda de fuentes

naturales de antioxidantes que no tengan efectos toxicos.*¥
2.2.3.4 Polifenoles

Son producto del metabolismo secundario de las plantas. Poseen en su estructura
funciones fenol (anillos bencénicos reemplazados por funciones hidroxilicas) de
donde proviene su denominacion. Constituyen el principal grupo de polifenoles los

4cidos fenolicos, estilbenos, lignanos, alcoholes fenélicos y los flavonoides. “* 4°)
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Entre las propiedades organolépticas de los polifenoles estan:

El color de hortalizas y frutos por presencia de antocianinas, el color pardo que

presentan es por las quinonas que son producto de la oxidacion de los fenoles.

El sabor amargo en citricos y aceitunas producto de las flavonas de citricos y la

oleuropeina respectivamente.

La astringencia del vino debido a proantocianidinas y taninos hidrosolubles.

Los aromas de los platanos por presencia de eugenol.“”
Desde el punto de vista de su actividad bioldégica muchos polifenoles tienen
propiedades captadoras de radicales libres, quelacion de metales, efectos en vias
de sefializacion celular y expresion genética. La capacidad de los polifenoles de
modular actividades enzimaticas e interferir en mecanismos de sefializacién en los
distintos procesos celulares, es debido, en parte, a sus caracteristicas
fisicoquimicas que le permiten participar en reacciones de 6xido reduccion del
metabolismo celular. Estas propiedades podrian estar relacionadas con la
prevencion de enfermedades cardiovasculares y de algunos tipos de céncer,

evidenciando su potencial benéfico sobre la salud humana: % 46 48)

Se clasifican en dos grupos principales segun su estructura:

Acidos fenolicos: son derivados del &cido hidroxicinamico y entre ellos se
encuentran: los &cidos cafeico, ferulico, cumarico y sinaptico que se hallan en

forma de derivados.
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Flavonoides: su estructura les permite presentar una diversidad de compuestos
como los flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanololes, isoflavonoides,
catequinas, calconas, dihidrocalcona, antocianidinas, leucoantocianidinas,
flavandiol, proantocianidinas o taninos condensados (taninos no hidrolizables).
De entre ellos las especies vegetales tienen como constituyentes mayoritarios a
los flavonoles y flavonas, las cuales estan presentes en las partes superficiales de
los tejidos vegetales brindando proteccion antioxidante a los tejidos dispuestos
en las partes inferiores.“®

Aunque los compuestos fenolicos pueden tener efectos antinutricionales por
interaccidn con ciertos elementos de la dieta —una ingesta elevada interfiere con
la absorcion del hierro y puede provocar anemia- su toxicidad en una ingestién
moderada es poca, debido a su rapido metabolismo, baja absorcion y el eficaz

desempefio de una red de detoxificacion. “7)
2.2.3.5. Método de DPPH (1,1 difenil-2-picril hidrazilo)

El radical DPPH es estable, de color azul, tiene la capacidad de recibir protones
cedidos por elementos antioxidantes transformandose en 1,1-difenil-2-
picrilhidracina que es su forma no radicalaria (reducida) y tiene coloracién
amarilla. Por lo tanto, hay una relacion directa entre las propiedades antioxidantes

del extracto sometidos al ensayo y la decoloracién de la solucién. ¥
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2.2.3.6. Mecanismo de accion del radical DPPH (1,1 difenil-2-picril hidrazilo)

Este método fue propuesto por Blois (1958) en el cual se demostré por primera vez
la capacidad del radical libre DPPH para aceptar un atomo de hidrégeno (H")
proveniente de una molécula de cisteina. La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH) se caracteriza por ser un radical libre estable debido a la deslocalizacion
de un electron desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no
se dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales libres. La
deslocalizacion del electron también le da el color violeta intenso tipico del
radical, el cual absorbe en metanol a 517 nm. Cuando la solucién de DPPH
reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un a&omo de hidrégeno el
color violeta se desvanece. EI cambio de color es monitoreado
espectrofotométricamente y es utilizado para la determinacion de los parametros

para las propiedades antioxidantes. ¢

antioxidante antioxioxidante
oxidado
\ : t AH ——r» 0 N N—N

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidracina (radical libre)
Morado Amarillo

Estructura del DPPH antes y despues de la reaccién con el antioxidante. Fuente:
Bohorauez Ricardo. 2016
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2.2.3.6. Método de Folin-Ciocalteau

El método Folin-Ciocalteu es utilizado para medir compuestos fenolicos totales en
productos vegetales. El reactivo de Folin-Ciocalteu se fundamenta en que
reaccionard con los compuestos fendlicos en un entorno bésico intenso de
carbonato de sodio (Na2CO3) al 5-10 %, en medio acuoso, virando a una
coloracién azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765
nm. Este reactivo en su conformacion contiene una mezcla de wolframato sédico y
molibdato sodico en acido fosférico y reacciona con los compuestos fendlicos
presentes en la muestra. El acido fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales
en el medio acido) de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da
lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad puede ser identificado
y cuantificado por espectroscopia de UV/VIS debido a que se absorbe a una

longitud de 750 nm y es lo que se mide para evaluar el contenido en polifenoles.

(49, 50)

2.2.3.7. Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu:

El mecanismo de respuesta es una reaccion redox, por este motivo puede

considerarsele como un sistema de medida de la actividad antioxidante total.

Los polifenoles de la muestra se oxidan, lo que genera la aparicion de una
coloracion azulada que exhibe una absorcion méaxima a 765 nm, el proceso se
cuantifica por espectrofotometria basandose en una recta patron de acido galico.

Es un método preciso y sensible, susceptible a multiples variaciones que estan
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relacionados fundamentalmente a los voliumenes de muestras empleadas en los
analisis, las concentraciones de los reactivos y al tiempo de reaccion. Las
variaciones también se pueden dar en la manera de expresar los resultados, sin
embargo, se recomienda al acido galico como patron. Esta experiencia de estudio
de los polifenoles totales, es utilizada frecuentemente en la investigacion de las

cualidades antioxidantes de alimentos vegetales.

Reactivo de Folin (WF*, Mo®)
color amarillo

Reactivo de Folin reducido
(W **, Mo**) color azul

Mecanismo de reaccién de Folin ciocalteu. Fuente: Garcia E et al 2015.

I11.  HIPOTESIS

Hipotesis implicita
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IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion
El estudio de polifenoles en Salvia Splendens corresponde a un trabajo de tipo

descriptivo de nivel cuantitativo

4.1.1. Preparacion del extracto metanolico

Se realizd el estudio con las partes aéreas de la planta (hojas, tallos y flores), estas partes
fueron recolectadas en buen estado de desarrollo vegetativo y secados en estufa
BINDER a 45° C por 5 horas. Se procedié luego a la molienda, para ese efecto se

utilizé un equipo OSTER SERIE XPERT, obteniendo un polvillo de particulas finas.

Para la preparacion de los extractos se usd el método de extraccion exhaustiva, se
selecciond y rotuld 6 tubos de ensayos; se separaron los tubos de ensayo en grupo de dos
y se agregd a cada uno de ellos el peso de las muestras en gramos de hojas (0.2552 ¢;
0.2506Q), flores (0.2505¢g; 0.2541g) y tallos (0.5015; 0.5070g) de la especie vegetal.
Acto seguido se procedié a adicionar a cada tubo 15 ml de una mezcla de metanol
(MeOH) al 80% con &cido formico al 0.1%. . Se colocaron los tubos con las muestras
en un agitador magnético VELP SCIENTIFICA por 30 minutos a 350 rotaciones por
minuto, las muestras se taparon con papel metalico para evitar que los analitos se
desnaturalicen por accion de la luz. Terminado el tiempo en el agitador magnético se
pasan los tubos a la centrifuga BOECO SC-8 en donde se colocaran por 5 minutos a

6000 rpm.
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Este proceso se repite en tres ocasiones para arrastrar los analitos posibles de la muestra
vegetal. La finalidad de este procedimiento es permitir la comparacion del peso de
principio activo encontrado por la cantidad de muestra utilizada.

Los productos obtenidos de las extracciones se vierten en fiolas de 50 ml las cuales
luego se aforan con metanol (MeOH al 80%) + acido formico al 0.1%. Las fiolas son
envueltas en papel aluminio y se ponen en refrigeracion hasta el momento de realizar los
analisis.

4.1.2. Preparacion de muestra en infusion

En tres vasos de precipitado se vierte 200 ml de agua tipo Il en cada uno, seguidamente
seran sometidos a una fuente de calor y llevados a punto de ebullicion, posteriormente se
retira del fuego y se procede a adicionar 2 gramos de muestra de hojas, 2 gramos de
muestra de tallos y 1gramo de muestra de la flor en cada vaso. Finalmente, se envuelven
los vasos de precipitado con papel metélico y se deja reposar por espacio de 5 minutos,
terminado el tiempo se procede a filtrar.

Finalmente se deja enfriar para posteriormente proceder a los analisis.

4.1.3. Determinacion de polifenoles totales

- En extracto metandlico: Se rotulan 19 fiolas de 10 ml de capacidad, se agregan
2.5 ml de agua desionizada tipo Il a cada fiola. La fiola nimero 1 es la muestra
blanco, en las fiolas (2-7) se coloca el estandar de catequina en concentraciones
de 0.5; 1; 2.5; 5; 7.5; 10 ppm (pg/ml) para conseguir la curva de calibracion; en
las fiolas (8 — 11) incorporar 200 uL de extracto metandlico de hojas (SASH), en

las fiolas (12 — 15) disponer 50 pL de extracto metanolico de flores (SASF), en
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las fiolas (16-19) poner 250 L de extracto metandlico del tallo (SAST); luego a
todas las fiolas se afiade 500 pl de reactivo de Folin Ciocalteu y se lleva el
sistema a oscuridad por un tiempo de 5 minutos.

Transcurrido el tiempo afiadimos a las fiolas 2 ml de solucion de carbonato de
sodio (Na; COs3) al 10% en seguida, aforar la fiola con agua desionizada tipo Il 'y
someter nuevamente el conjunto a oscuridad por un tiempo de 90 minutos.

Las lecturas se realizan utilizando un espectrofotometro UNICO UV-2100 a una
longitud de onda de 700 nanoémetros (A=700 nm).

La cantidad de polifenoles totales se expresan en mg de catequina/g de muestra
seca.

Las lecturas de las muestras se realizan en 3 oportunidades.

En infusion: Se rotulan 13 fiolas de 10 ml de capacidad, en las fiolas (1 - 7)
estan el blanco y el estandar de catequina en concentraciones de 0.5; 1; 2.5; 5;
7.5; 10 ppm (mg/L) que permitira obtener la curva de calibracion; en las fiolas (8
- 9) se adicionan muestras de analito 100 pL de infusion de hojas (SASHi), en las
fiolas (10 - 11) incorporar 100 pL de infusion de flores (SASFi), en las fiolas (12
— 13) disponer 200 pL de infusion de tallo (SASTI), luego a todas las fiolas se
afiade 500 pl de reactivo de Folin Ciocalteu y se lleva el conjunto a oscuridad
por un tiempo de 5 minutos.

Transcurrido el tiempo afadimos a las fiolas 2 ml de solucion de carbonato de
sodio (Na, COg3) al 10% luego, aforar la fiola con agua desionizada tipo Il y

someter el conjunto a oscuridad por un tiempo de 90 minutos.
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Las lecturas se realizan utilizando un espectrofotometro UNICO UV-2100 a una
longitud de onda de 700 nanémetros (A=700 nm).
La cantidad de polifenoles totales se expresan en mg de catequina/g de muestra
seca.
Las lecturas de las muestras se realizan por triplicadado.
4.1.3. Determinacion de capacidad antioxidante por método DPPH
La actividad antioxidante se establece por el valor de porcentaje de inhibicion del radical
DPPH que es neutralizado por las muestras de extracto metandélico e infusion de la

planta Salvia splendens ¥

Para evaluar el porcentaje de inhibicion de radicales libres se preparan diluciones de
infusiones y extractos metandlicos de las hojas, tallos y flores de Salvia splendens en
proporcion (1:10) [agua desionizada 900 pL mas 100 pL de infusién o extracto

metanolico de la planta en estudio].

Se emplea el Trolox como estandar a concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 mM,

para obtener la curva de calibracion.

En una cubeta de espectrofotdmetro se colocal450 pl de DPPH 0.06mM, se toma la
medida de absorbancia a tiempo cero, luego se adiciona 50 pul de muestra con analito de
Salvia splendens (extracto metanolico o infusion) y se vuelve a medir la absorbancia
luego de 15 minutos. La absorbancia se ejecuta a una longitud de onda de 515 nm y se

realiza dos veces por muestra
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La siguiente formula se aplica para conocer el porcentaje de inhibicion de las muestras.

Baizabal R (2010)*

%o inhibicién de radicales libres = absorbancia inicial - absorbancia final x 100

Absorbancia inicial

4.2. Poblacién y muestra

Poblacion vegetal: La recoleccion de las partes aéreas de Salvia splendens (hojas, tallos
y flores), se realizaron la localidad de Lurin, provincia de Lima, ubicado en el
departamento de Lima.

4.3. Definicion y operacionalizacién de variables e indicadores

Definicion
Variable Definicion conceptual Indicador
operacional
Contenido de Los polifenoles son compuestos Cuantificacién de mg
polifenoles totales fotoquimicos secundarios al polifenoles por técnica | equivalente de
metabolismo de las plantas. Se les de Folin Ciocalteu catequina /g
han atribuido diversos beneficios muestras seca
para la salud como antioxidantes
Capacidad Capacidad que tiene una molécula Captacion de radicales | mM
antioxidante para retardar o prevenir reacciones de | libres por técnica de equivalente de
oxidacion las cuales producen DPPH Trolox /g
radicales libres que propician dafio muestra seca
celular.
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4.4, Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se utiliz6 la observacion directa, medicion y registro de las lecturas en el
espectrofotometro UNICO UV-2100. Los elementos obtenidos seran registrados en

fichas de recoleccion de datos.

4.5. Plan de analisis

A través de graficos y tablas se presenta el analisis del contenido de polifenoles
expresados en mg equivalentes de catequina/g de muestra seca y su desviacion
estandar, Los resultados de capacidad antioxidante se expresaron en mM equivalentes
de trolox /g de muestra seca. Se utiliza la estadistica descriptiva teniendo en cuenta los

datos segun las medidas de tendencia central como el promedio y la desviacion estandar.

Para el analisis de los datos se utiliz6 el sistema operativo MICROSOFT OFFICE
EXCEL 2010, dirigido a establecer el contenido de polifenoles totales y la capacidad

antioxidante de Salvia splendens.

29



4.6. Matriz de consistencia

TiTULO DE LA .
» | FORMULACION DEL . TIPO DE i
HIPOTESIS | VARIABLE P METODOLOGIA
INVEST;GACIO PROBLEMA OBJETIVOS INVESTIGACION
-Contenido de| Estudio detipo |- Determinacion de
Objetivos generales. o Polifenoles descriptivo polifenoles totales
_ _ Implicito — f(,ta1es segun el método de
. Determlna_r contenido Folin-Ciocalteu
de polifenoles y
Contenido de propiedad antioxidante ) - Determinaciéon de
_ ¢Cual es el contenido de | en hojas, tallos y flores - Capacidad idad
polifenoles totales de Salvia Splendens antioxidante capacida

y capacidad

antioxidante en

Salvia splendens

(Salvia roja)

polifenoles y capacidad
antioxidante en salvia

splendens?

Objetivos especificos.

* Determinar polifenoles
por el método de Folin-
Ciocalteau y expresarlos
en mg de catequina eq/g
de muestra seca

* Determinar capacidad
antioxidante utilizando
método DPPH y expresar
los resultados como mM
de Trolox equivalente/g
de muestra seca.

antioxidante segun el
método de DPPH.
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4.7 Principios éticos

Se incentiva, apoya el conocimiento en el desarrollo, ampliacion de la medicina
tradicional sobre el uso de la Salvia splendens, no solo para proteger, conservar,
amparar su herencia cultural, también se pretende registrar informacion importante y
verificar cientificamente  propiedades terapéuticas que puedan aprovecharse como
nuevas fuentes para conseguir la formulacion de novedosos medicamentos o la
posibilidad —también- de ser fuente de sustancia fenolicas de actividad antioxidante .Es
un proposito del mismo modo contribuir al resguardo de la biodiversidad, puesto que es

un bien que pertenece a toda la comunidad.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1: Contenido de polifenoles totales por gramo de muestra seca en
hojas, tallo y flor de Salvia splendens.

Muestra Polifenoles totales (mg de
Parte de la planta extraccién catequina eq./g de muestra
seca)

Salvia splendens Hoja Metanélico 12.44 £ 0.32
Salvia splendens Flor Metanélico 36.40+£2.04
Salvia splendens Tallo Metanélico 4.43+£0.20
Salvia splendens Hoja Infusién 19.43+0.42
Salvia splendens Flor Infusién 46.99 + 1.07
Salvia splendens Tallo infusion 7.00+£0.18

Fuente: Datos propios de la investigacién
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Tabla 2: Capacidad antioxidante en muestras de hojas, tallo y flor de

Salvia splendens.

Muestra

Parte de la planta

extraccion

DPPH (mM Trolox

Eq/1 g muestra seca

Salvia splendens
Salvia splendens
Salvia splendens
Salvia splendens
Salvia splendens

Salvia splendens

Hoja
Flor

Tallo
Hoja
flor

tallo

Metandlico

Metandlico

Metandlico

Infusion

Infusion

Infusion

147.19 £ 10.26

334.06 +10.21

147.73 £ 20.15

1143.64 £77.49

1333.44 £70.47

376.01 +31.38

Fuente: Datos propios de la investigacién
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5.2. Andlisis de resultados

Se realizé en esta investigacion un estudio para determinar el contenido de polifenoles
totales y evaluar la capacidad antioxidante de extractos metandlicos e infusiones de

partes aéreas en Salvia splendens (hojas, tallos y flores)

La determinacion de polifenoles totales se realizo por el método de Folin-Ciocalteu. Este
procedimiento se sostiene en la cualidad que tienen los fenoles de reaccionar con
sustancias oxidantes a pH alcalino emitiendo una tonalidad azulada que puede medirse

por métodos espectrofotométricos a 760 nm.

El reactivo de Folin Ciocalteu estd constituido por molibdato y tungsteno sédico, que
reaccionaran con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. Al reaccionar las
dos sales forman é&cido fosfomolibdotungstico (color amarillo) que al ser reducido por
los fenoles presentes se torna a una coloracion azulada intensa que es lo que se mide
para cuantificar polifenoles. 259

Los valores finales de contenido de polifenoles que resultaron del analisis de los

extractos metanolicos e infusiones objetos de estudio se expresan en mg equivalente de

catequina / g de muestra seca.

Se observa que dentro de los extractos metandlicos, el de las flores presenta el mayor
contenido fendlico 36.40 + 2.04 , seguido por el de hojas 12.44 + 0.32 y tallo 4.43 + 0.20
todas expresados en mg equivalente de catequina /g de muestra seca y la muestra de

infusion de flores tiene mayor presencia de fenoles 46.99 = 1.07, seguido por el
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de las hojas 19.43 £ 0.42 y tallo 7.00 + 0.18 todos expresados en mg equivalente de

catequina /g de muestra seca. (tablal).

Segln Garcia et al. ©@ el método de Folin ciocalteu es un método preciso, sensible,
susceptible a padecer variaciones, basicamente correspondiente a volimenes de muestra
a analizar, concentracion de reactivos, también pueden suceder variaciones en el modo

de dar los resultados. No obstante, recomienda el acido galico como muestra patréon.

Un estudio de Narayan S. et al. @Y en extracto de éter de petréleo, acetato de etilo y
metanolico a base de raices de Salvia splendens recolectados en la zona de Bhopal,
India; dieron como resultado que el contenido de fenoles totales fue nulo en el extracto
de éter de petroleo, en los extractos de acetato de etilo y metandlico a concentraciones
de 1 mg/ml se encontrd6 202.06 + 0.611 y 213.0 £ 0.721 mg EAG/g de muestra
respectivamente. Las lecturas indican al extracto metandlico como el que mayor
cantidad de polifenoles posee por lo tanto mayor actividad antioxidante. Se utiliz6 como

estandar al acido galico.

Chopra M. et al. © realizé estudios en hojas de Salvia splendens, prepard extractos con
solventes de polaridad creciente (éter de petrdleo, cloroformo y metanol). Utilizo el
método de Folin ciocalteu para medir contenido de polifenoles y empleo el acido galico
como estandar. El extracto metanolico mostro mayor concentracion de fenoles 17 mg

EAG /1g de muestra seca. Resultado distante a lo obtenido por Narayan et al- ¢%
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Estudios en otras especies de Salvia también muestran su naturaleza como fuente de
fenoles naturales. Reina F. et al. cuantificaron polifenoles en Salvia officinalis L
utilizando etanol como solvente absoluto y el método de Folin Ciocalteu para
cuantificalos, obtuvieron una lectura de 348,9 mg EAG /g de muestra evidenciando la

concentracion de polifenoles. “°

Segln Ibrahim T. en un estudio en partes aéreas de Salvia bicolor determino que el
contenido de fenoles totales es de 326.76 + 1.62 mg EAG/g de muestra seca. Siendo la
Salvia bicolor otra de las especies con alto contenido de fenoles. ¢

No existe una clasificacion para definir que el contenido de fenoles en plantas sea alto o
bajo, sin embargo hay referencias de un contenido aceptable de fenoles (un valor de 60
mg EAG/g de extracto es considerado “moderado contenido” de fenoles cuando se usa

el reactivo de Folin ciocalteu). ®*

Segun un estudio del Instituto Universitario de Ingenieria de Alimentos para el
Desarrollo de la Universidad Politécnica de Valencia realizado por Periche A. et al.
muestra que el estudio del contenido de fenoles totales dieron como resultado 56.74 mg
EAG/gramo de estevia en extractos acuosos y 61.50 mg EAG/gramo de estevia en
etanolicos a temperatura de ambiente. Los valores obtenidos son semejantes a los
conseguidos a 50°C pero estdn marcadamente por debajo de resultados alcanzados a
mayor temperatura (70° y 90°C). Las mediciones se hicieron a intervalos de 1, 5, 20 y 40
minutos. Es importante el rol de la temperatura en la sustraccion de compuestos
fenolicos. Entonces el uso de temperaturas altas (90° C) optimizara la extraccion de

fenoles en tiempos cortos de infusion.
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Estudios realizados por Beltran Y. et al. en extractos preparados con solventes de
diferente polaridad de pleutorus sp. (seta comestible) mostraron que los niveles de
extraccion de  polifenoles tienen el siguiente orden de  solventes:
. (59) .
agua>etanol>acetona>acetato de etilo>n-hexano. Dado que los polifenoles y
flavonoides son de naturaleza polar se usan solventes polares como el etanol para

extraerlos.©”

Mufioz W. et al. en un trabajo de investigacion cuyo objetivo era definir el contenido
fendlico en Campomanesia lineatifolia (champa) preparo extractos usando como
solvente agua, etanol y etanol-agua (7:3) y sometiéndolos a temperaturas de 20, 50, 70
°C observo rendimientos mayores de componentes fendlico en los extractos acuosos
siendo el extracto etandlico el que presentd niveles mas bajos. El incremento de la
temperatura podria activar enzimas que metabolizan compuestos complejos creando
puentes de hidrogeno con los componentes fendlicos facilitando su extraccion. En la
extraccion de polifenoles de extractos vegetales, el tipo de solvente a emplear determina

la capacidad de extraccién de elementos fendlicos.

No podriamos decir por los antecedentes vistos que los extractos e infusiones de Salvia
splendens realizados tienen un moderado-bajo contenido de polifenoles pues la variable
en que fueron expresados los resultados no permiten compararlos con otros estudios. Sin
embargo, se puede afirmar que si presentan contenido fendlico pues los valores estan
relacionados a la presencia de fenoles en sus estructuras. En cuanto a las infusiones, la
alta temperatura y el agua como solvente polar propiciaron lecturas mayores de

contenido de polifenoles que en los extractos metandlicos.
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Respecto a la capacidad antioxidante los estudios se realizaron mediante el ensayo del
radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). El radical reacciona frente a sustancias
antioxidantes por medio de un proceso que se caracteriza por la donacién de un atomo
de hidrogeno por parte del agente antioxidante. ®® Los resultados fueron expresados en

mM equivalente de trolox/g de muestra seca

Los resultados obtenidos en la tabla 2, evidencian que la capacidad antioxidante de las
infusiones del tallo 376.01 + 31.38, hojas 1143.64 £ 77.49 y de flores 1333.44 + 70.47
mM trolox eq/g de muestra seca respectivamente; son superiores a las obtenidas por
extracto metandlico de tallo 147.73 + 20.15, hojas 147.19 £ 10.26 y las flores 334.06 +
10.21 mM trolox eqg/g de muestra seca respectivamente. Los resultados indican que

todos los extractos e infusiones tuvieron la capacidad de atrapar radicales DPPH.

Estudios de radical DPPH realizados por Zengin G et al. en extractos con soluciones de
diclorometano, metandlico y agua, mostraron los siguientes valores respectivamente: en
Salvia beflaroclanea 7.28 + 0.62; 49.50 + 0.03; 144.82 + 0.37 , Salvia eufratica var.
Leiocalicina 3.76 + 0.20; 195.91 + 0.76; 189.98 + 1.22 vy Salvia verticilata 66.56 *
3.35; 321.81 + 17.84; 382.74+3.04 todos expresados en mg equivalente de trolox /g

muestra. Siendo el extracto acuoso el de mayor actividad antioxidante. ©¢%

Segun Véasquez A. el extracto etanolico de Salvia aratocensis presenta mayor capacidad
para aprisionar radicales DPPH 0.0011 + 0.0001 mM Trolox eq/g muestra, de la misma

manera posee presencia de polifenoles totales 0.31 + 0.05 mg EAG/g de muestra. ©”
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En estudios realizados por Paredes-Ruiz F en extracto acuoso de Muérdago, obtuvo
mayores compuestos fenolicos y accion antioxidante por medio de un extracto acuoso

(agua en punto de ebullicién) ©2.

Cafiigueral S observo una mayor capacidad antioxidante en las infusiones de especie
Salvia Lavandufolia porque los polifenoles presentan grupos hidroxilos que favorecen su
extraccion simultanea con agua caliente, metanol, etanol y compuestos hidroalcohélicos

(habitualmente entre el 50 y 70%) ¢

Por los antecedentes podemos decir que los resultados obtenidos en la capacidad
antioxidante con DPPH tiene relacién con el contenido de polifenoles totales presentes

en los extractos metandlicos e infusiones de Salvia splendens.
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VI.

CONCLUSIONES

1. Los extractos metanolicos e infusiones de Salvia splendens presentan contenido
de polifenoles y capacidad antioxidante

2. Se determind la concentracién de polifenoles en Salvia splendens. EI mejor
resultado se obtuvo en la infusién de flores 46.99 + 1.07 mg de catequina eq/g
de muestra seca seguida por la concentracion en extracto metandlico de las flores
36.40 + 2.04 mg de catequina eq. /g de muestra seca.

3. En cuanto a capacidad antioxidante la muestra de infusion de las flores mostro
mayor efecto antioxidante que el resto de muestras en infusién (1333.44 + 70.47
mM Trolox eg/g de muestra seca), Con respecto a los extractos metanolicos fue
el de la flor (334.06 £ 10.21 mM Trolox eq/g de muestra seca) la que obtuvo

mayor efecto antioxidante.
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ANEXOS

Anexo 1

Grafico 1: curva de calibracion de la determinacion de polifenoles
totales

Curva de Calibracion Polifenoles Totales
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Fuente: datos de la investigacion.

Grafico 2: Curva de calibracién DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)
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Anexo 2

Ejemplo de célculo de concentracion de compuestos fendlicos

Extracto de hoja de Salvia splendens

Dato de extracto metandlico

- Absorbancia a 700 nm: 0.144
- Volumen de extracto de S. splendens empleado: 200 pL

- Volumen total del matraz aforado: 10 ml

1.- De la ecuacion de la recta de catequina se despeja “X” y se coloca el valor de la

absorbancia en el término “Y”

(@) y=0.1205x — 0.0076

(b) x = (y +0.0076) / 0.1205

0.144+0.0076 _ 0.1516 _ y
() x= 01205 = o1z05 1.25801 ppm (pug/ml) = Concentracion 1(C,)

2.- Se calcula C, de la relacion siguiente:

(d) C1 V1 = Cz V2

Donde:

- Cy= X=concentracidon de compuestos fendlicos en el volumen total del matraz

aforado (1.25801pg/ml)

- V1 =volumen del matraz aforado (10 ml)
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- V2 =volumen de extracto de hoja de S. splendens (200 pL)

- C,=concentracion de compuestos fenolicos en el volumen de extracto de hoja de

S. splendens
c1V1 1.2581 —X9—+« 10ml
V2 200 pL

C; = 0.0629 g de catequina/ pL de extracto

3.- Para expresar el resultado en mg equivalente de catequina por gramo de muestra de

S. splendens se usa la siguiente relacion:

0.0629 ug de catequina 50000 pL extracto de hoja S.splendens

(f)

1 uL de extarcto de hoja S splendens 0.2552 g de muestra hoja S.splendens

= 12323.66 ug de catequina / g de hoja S. splendens

Para obtener mg / g, se debe transformar pug a mg de catequina

_ 12323.66 ug x 1mg

= 12.32 mg catequina / g muestra de hoja de S. splendens
g 1000 ug

56



Anexo 3

Ejemplares de salvia splendens (fuente propia)
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Anexo 4

Muestras de analito en el agitador magnético, parte del proceso de extraccion

Conservacion de las muestras de analito luego dela extraccion
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Anexo 5

PROCEDIMIENTO DE FOLIN-CIOCALTEAU

Fiolas con muestras de analito Adicion del reactivo de Folin-Ciocalteau

Identificacion de polifenoles por
reactivo de Folin Ciocalteu
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Anexo 6

Certificacion Botanica

—' UNIVERS!DAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS X0
4 Unéversidad del Peed, DIZCANA DI AMERICA M:“'
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO Horers 9
L Setvs )
T MUSEO DE HISTORIA NATURAL S

“Afo de la lucha contra la corrupclén y la imp

CONSTANCIA N°078-USM-2019

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Carlos Erik Purizaca Mejla,
estudiante de la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote; ha sido estudiada y
clasificada como: Salvia splendens Sellow ex Wied-Neuw. y tiene la sigulente
posicién taxonémica, segln el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE

ORDEN: LAMIALES

FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Salvia
ESPECIE: Salvia splendens Sellow ex Wied-Neuw.
Nombre vulgar: "Salvia roja”

Determinado por Mag. Asuncién A. Cano Echevarria

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte Interesada, pora los fines que
estime conveniente.

Lima, 28 de marzo de 2019

. &)
e )
. ASUN ECHEVARRIA
EL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
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