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1. Introduccién

En los ultimos afos los productos naturales han tomado gran importancia en el
ambito cientifico; muchas investigaciones se han centrado en plantas medicinales,
qué desde la antigledad en diversas partes del mundo se conocen y se han
empleado para el tratamiento de diversas enfermedades y sintomas. Incluso,
muchas de estas plantas ademas de este fin han sido utilizadas como especias por
sus propiedades saborizantes en la preparacién de alimentos. Estas propiedades
les son conferidas por la gran diversidad y riqueza en compuestos biolégicamente
activos, como terpenos, compuestos fendlicos, alcaloides, entre otros, algunas de
estas moléculas son las responsables de efectos benéficos a la salud, por sus
propiedades antioxidantes, anticancerigenos, antimicrobianos, antinflamatorios,
entre muchos mas. Considerando lo antes mencionado las nuevas investigaciones
se centran en identificar la composicién de plantas medicinales, para el disefio de

nuevas aplicaciones en la industria farmacéutica, de cosméticos y alimentos.

El interés por los productos naturales ha llegado a los consumidores de alimentos
gue en la actualidad tienen preferencia por alimentos de origen natural o se enfocan
en adquirir alimentos que no solamente satisfagan su necesidad nutricional, sino
gue ademas les brinden compuestos para mejorar su salud, por esto la industria
alimentaria busca el afiadir a sus productos compuestos que ofrezcan un beneficio
a la salud de sus consumidores. Los compuestos que ejercen un beneficio para la
salud mas alla del valor nutricional reciben por nombre compuestos bioactivos,
haciendo referencia a compuestos esenciales y no esenciales que ejercen un efecto
beneficioso en la salud de quién lo consume, se ha demostrado que estos

compuestos pueden ayudar a reducir el riesgo a ciertas enfermedades.

Las salvias son un género de plantas de la familia Lamiaceae y se encuentra
ampliamente distribuido en diversas partes del mundo, siendo México el pais que
alberga la mayor cantidad de especies con cerca del 30% de la totalidad, y un buen
namero de estas son endémicas de nuestro pais. Este género botanico ha sido

ampliamente estudiado debido a su composicién fitoquimica rica en compuestos
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bioactivos, como compuestos polifendlicos y terpenoides, numerosos estudios han
demostrado que estos compuestos presentan beneficios antioxidantes,

anticancerigenos, antibacterianos, por mencionar algunos.

Planteamiento del problema

México es uno de los paises con una gran riqueza en conocimiento de medicina
tradicional, especificamente un buen numero de plantas medicinales se han
empleado para el tratamiento de muchos padecimientos, en algunos estados de
nuestro pais el uso de la herbolaria se continla empleando, sin embargo, en las
Ultimas décadas el conocimiento sobre el tema se ha ido perdiendo. Frente a esta
situacion es necesario rescatar toda esta informacion ademas de realizar
investigacion cientifica sobre la composicion fitoquimica de las especies botanicas

empleadas en nuestro pais. (Mufietén, 2009; Figueroa, 2009)

Las plantas del género Salvia han despertado gran interés en su composicion
fitoquimica por todas las propiedades que han sido encontradas en diversas
investigaciones cientificas. América central y Sudameérica son una de las regiones
en donde mas se distribuyen estas plantas, y especificamente México es la regién
con mayor abundancia de este género en el mundo, con cerca del 30% del total de
la cual cerca del 75 % son endémicas de nuestro pais (Cornejo, 2011). A lo largo
del mundo existen numerosos estudios sobre la composicion de salvias de distintos
paises, sin embargo, la informaciébn que se tiene sobre la composicién de

fitoquimicos de las salvias mexicanas es limitado.

Hipotesis

Se ha estudiado la composicion de varias especies de salvias alrededor del mundo
entre las mas estudiadas son S. officinalis y S. miltiorrhiza, todas las especies

presentan semejanzas en cuanto a su composicién, entre las que destaca las altas
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concentraciones de acido rosmarinico y se han observado en diversos estudios que
una alta concentracion de fenoles esta relacionado con un alto contenido de acido
rosmarinico, por lo tanto se espera que la muestra de salvia de origen mexicano con
mayor concentracion de fenoles sea la que presente un mayor contenido de acido

rosmarinico.

Objetivo general

Determinar el potencial de ciertas salvias mexicanas como fuente de compuestos
bioactivos, al analizar la composicion del perfil de los principales compuestos, pero
mas especificamente el acido rosmarinico. Asi como realizar la extraccion de acido

rosmarinico para una aplicacién en alimentos.

Objetivos particulares

1. Encontrar el disolvente para extraer una mayor concentracion de fenoles,
flavonoides y antocianinas en muestras de hojas, tallos y flores de salvias de
origen mexicano

2. Determinar el contenido de fenoles, flavonoides y antocianinas totales en las
hojas, tallos y flores de 10 especies de salvias de origen mexicano.

3. ldentificar cualitativamente los principales compuestos que se han
encontrado en plantas de este género (acidos fendlicos, flavonoides,
terpenos, esteroles y carotenos), asi como identificar el perfil de antocianinas
de las flores de las salvias.

4. Cuantificar acido rosmarinico en las muestras de salvias con una mayor

concentracion de fenoles.
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Evaluar las mejores condiciones de extraccién para la obtencion de un
extracto enriquecido en acido rosmarinico

Probar un extracto enriquecido en acido rosmarinico como copigmento de

antocianinas.
Elaborar una bebida utilizando como colorante un extracto de antocianinas

enriquecido en acido rosmarinico.
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2. Marco teorico

2.1. Familia Lamiaceae

La familia Lamiacea es la sexta mas grande de las familias de plantas, con 236
géneros, y mas de 7000 especies (Frezza, 2019; Martinez, 2013). Anteriormente
esta familia se conocia con el nombre de Labiateae haciendo referencia a una
caracteristica particular de las flores de las plantas de esta familia, que presentan
un par de labios en los pétalos. (CONABIO, 2016). Dentro de ésta familia existen
una gran cantidad de plantas utilizadas desde la antigiedad por sus propiedades
saborizantes para la elaboraciéon de comida en diferentes partes del mundo, dentro
de las especies mas conocidas se encuentran albahaca (Ocimum spp.), lavanda
(Lavandula angustifolia Mill.), toronjil (Melissa officinalis L.), mejorana (Origanum
majorana L.), orégano (Origanum vulgare L.), menta (Mentha piperita L.), romero
(Rosmarinus officinalis L.), salvia (Salvia officinalis L.) y tomillo (Thymus vulgaris L.).
(Carovic, 2016; Sik, 2019).

Estas especies ademas de los usos culinarios también se han usado en medicina
tradicional desde la antigledad para el tratamiento de diversas enfermedades y
sintomas, como por ejemplo dolores gastrointestinales, tos, asma, bronquitis,
laringitis, amigdalitis ademas pueden actuar como agentes carminativos vy
diuréticos, también se ha reportado para el tratamiento de heridas, estrés,
depresion, y Alzheimer (Hamdy, 2013; Sik, 2019).

Ahora en la actualidad con diversas investigaciones se ha demostrado que el efecto
sobre el tratamiento de estas enfermedades y sintomas es consecuencia de que
tiene compuestos con actividad antimicrobiana, antifiUngica, antioxidante,
antialérgica, anticancerigena, antiinflamatoria, astringente, espasmolitica, sedante,
expectorante, antipirético; entre muchas mas. (Milevskaya, 2017; Sik, 2019; Shaifi,
2018; Forés, 1997).

Las plantas de esta familia estan distribuidas en todo el mundo, pues se adaptan a

diversos climas, aunque son mas abundantes en zonas de bosques templados o
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zonas montafiosas. En el mundo existen diversas areas con una mayor diversidad,
como el mediterraneo, Asia Central, Africa y Madagascar, China, Australia,
Sudamérica y Norteamérica, pero existen ciertas especies que son endémicas de

una regioén en particular (Martinez, 2017; Frezza, 2019).

Esta familia tiene gran importancia econdémica en varias partes del mundo, ya que
como se menciond anteriormente muchas especies son empleadas con fines
culinarios como especias (Origanum, Thymus, Mentha, Rosmarinus), asi comopara
la obtencion de aceites esenciales (Lavandula, Pogostemon, Salvia) importantes
para la industria de la perfumeria, y/o como plantas ornamentales (Coleus, Salvia,
Scutellaria). El cultivo de estas plantas para usos industriales y no industriales ha
ido en aumento por las investigaciones que se han desarrollado, en las que cada
vez se descubren nuevas propiedades de estas plantas con posibles aplicaciones
para la industria de alimentos, farmacéutica y cosmética. (Hamdy, 2013; Martinez,
2013; Martinez, 2017).

2.2. Salvias

2.2.1. Historia

Las salvias son un conjunto de plantas pertenecientes al género Salvia, las antiguas
civilizaciones la utilizaban para curar diversas enfermedades y precisamente de esta
cualidad proviene su nombre, la palabra salvia deriva del latin salvare que significa
curar; incluso existe un viejo proverbio que dice “De qué podra morir el hombre que
tenga salvia en su huerto." (Sanchez, et al, 2005; Forés, 1997). Este género
botanico perteneciente a la familia Lamiaceae, es uno de los mas abundantes en el
mundo con cerca de 900 especies distribuidas en todo el mundo, es por esto qué
en diversas partes del mundo se ha utilizado en diversas culturas en medicina
tradicional. En la regién mediterranea la especie mas conocida es Salvia officinalis,
(sage) mientras que en China es Salvia miltiorrhiza, utilizada para el tratamiento de
diversas enfermedades, mientras que en Latinoamérica Salvia hispanica (Chia) es

conocida desde la antigiiedad por la poblacion de Mesoamérica, los mayas y
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aztecas lo consumian como un alimento altamente nutritivo, para aumentar la

resistencia al trabajo bajo condiciones extremas. (Martinez, 2017; Fan, 2019)

2.2.2. Definicion y distribucion.

El género Salvias es el género mas extenso en el mundo de la familia Lamiaceae
con mas de 900 especies que se encuentran ampliamente distribuidas en regiones
con climas templadas, subtropicales y tropicales alrededor de todo el mundo, en las
regiones Centro y Sur de América (con cerca de 500 especies), Asia Central, la
region mediterranea (aproximadamente 250 especies), y Asia oriental (con 90
especies), es decir, son plantas cosmopolitas. Algunas de las especies se cultivan
en todo el mundo, como S. officinalis que es de las especies méas cultivadas como
planta aromatica y ornamental; pero algunas de ellas son endémicas y solo crecen

en ciertas regiones del mundo. (Sharifi et al., 2018).

La forma de crecimiento de las salvias es de plantas herbaceas anuales y perenes,
arbustos, las flores presentan caliz y corona bilabiadas. La caracteristica que las
distingue de otras flores de la familia Lamiaceae es que sus flores presentan 2
estambres. Estas flores son muy visitadas por colibries y abejas por sus colores
azules y/o moradas, lilas y rojas, por lo que estas plantas son importantes para los

polinizadores. (Cornejo e Ibarra, 2011; Martinez, 2017).

2.2.3. Importancia de las salvias en México

México es una de las regiones con mayor diversidad del género Salvia en el mundo
con 307 especies, de las cuales 232 especies, es decir, el 75% de ellas son
endémicas. De estas especies endémicas el 33% son microendémicas, termino con
el que se refiere a aquellas que estan restringidas a un estado (Martinez, 2013;
Martinez, 2017). Crecen principalmente en las zonas montafiosas de la region
centro y sur del pais (Cornejo e Ibarra, 2011). Los trabajos de Martinez de 2017
mencionan que las especies endémicas de México con areas de distribucion mas

amplias son Salvia prunelloides Kunth, S. mexicana L., S. elegans Vahl, con un
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registro en 25, 23 y 20 estados de la Republica, respectivamente. Algunas las
especies mexicanas son S. leucantha, S. mexicana, S. amarissima, S. polystachya,
S. hispanica, siendo ésta la mas conocida por su semilla, la chia, S. purpurea, entre

muchas mas (Figura 1).

Figura 1. Salvia polystachya y Salvia mexicana
CONABIO

2.2.4. Usos de las salvias en México y el mundo.

Las especies de salvias se han utilizado como ya lo hemos mencionado
anteriormente en medicina tradicional, a lo largo de todo el mundo, pero también
tienen otros usos como ornamental, para la extraccién de aceite esencial, culinario
como condimento en la preparaciéon de alimentos, en la Tabla 1 se presentan
algunas especies de salvias utilizadas de forma ornamental y para la extraccion de

aceite esencial.

Tabla 1. Especies de salvias para uso ornamental y extraccion de aceite esencial

Salvias ornamentales Salvias para extraccion aceite esencial
S. officinalis S. officinalis
S. splendes S. lavandulifolia
S. glutinosa S. sclarea
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Los usos mas documentados que hay sobre las diferentes especies de salvias en

el mundo son los usos medicinales que se les han dado en diversas regiones, un

listado de algunas especies y sus usos en medicina tradicional en ciertos paises se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Usos medicinales de diferentes especies de Salvias en el mundo.

urogenitales, tos, amigdalitis

Especie Pais Uso Referencia
S. fructicosa Turquia Anti-diarreica, dolor de
estgmago, antiséptico, vaginitis, Sharifi, 2018
anti-tos
S. glutinosa Italia Dolores abdominales
S. lavandulifolia | Espafia Desordenes digestivos Martinez,
2014
S. moorcroftiana | India Enfermedades de la piel
S. ochranta Ecuador Infecciones gastrointestinales Sharifi, 2018
S. sagittata Bolivia Bronquitis
S. verticillata Serbia, Infecciones de la cavidad bucal, | Jaric, 2015
Bulgaria, dolor abdominal
Turquia
S. sclarea Iran Diurético, antiséptico, Fakir, 2009
enfermedades de los ojos
S. miltiorrhiza China Para el tratamiento de| Su, 2015
enfermedades coronarias y | Qianggiang,
cerebrovasculares, para 2019
promover la circulacién
sanguinea analgésico, alivia el
estrés
S. officinalis Mediterraneo | Estimulante del sistema Barnes,
y en todo el | circulatorio, curar heridas, 2005;
mundo antiespasmadica, astringente, Sharifi,
antibacteriana, para tratar 2018;
gingivitis, para mejorar la | Abdelkader,
memoria, dolor de muelas, 2014
infecciones, acidez estomacal,
dolor de estomago, cdlicos,
gingivitis, infecciones de
garganta, infecciones
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Tabla 2. Continuacion

Especie Pais Uso Referencia
Especies de | Africa Tubercolosis, infecciones Kamatou,
Salvia en bacterianas, influenza, ataques 2008
general febriles
S. pratensis Italia, Bosnia | Dolor  abdominal, 'y de | Idolo, 2010
Herzegovina | estbmago, enfermedades de la
piel

Las especies de mayor importancia econdmica son cultivadas por sus metabolitos

secundarios usados en la industriay son S. fructicosa, S. verbanaca, S. miltiorrhiza,

mientras que S. officinalis, S. lavadulifolia y S. sclarea, tienen una produccién anual
de 50 a 100 toneladas de aceite esencial, (Sharifi, 2018).

Las especies de salvias en nuestro pais también han sido empleadas en medicina

tradicional, para el tratamiento de diversos dolores y para el tratamiento de muchas

enfermedades en diferentes estados. En la Tabla 3 se muestran los usos

medicinales y no medicinales que se les da algunas especies en particular de

Salvias, ademas se especifica si es una especie nativa, haciendo referencia a una

especie que se encuentra dentro de su area de distribucion natural u original; y/o

endémica, aquella especie que se encuentra restringida a una region, en particular.
(CONABIO, 2012)

Tabla 3. Usos medicinales y ornamentales de algunas especies de salvias originarias de México.

gastrointestinales, mal de
aire, diabetes,
enfermedades
respiratorias

Nombre Nombre Origen Uso Referencia
cientifico comuln
S. mexicana Tlacote Nativa y Ornamental Andrade, 2009
endémica | Dolor de estomago,
diarrea, problemas de
rifidn, heridas
S. leucantha Cordoncillo | Nativa Enfermedades Jacobo, 2016;

Juarez, 2013;
Andrade,
2005; Alonso,
2011
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Tabla 3. Continuacion

Nombre Nombre Origen Uso Referencia
cientifico comun
S. purpurea Moradita Nativa Ornamental Dominguez,
Diarrea, dolor de muela, 2002,
bafos postparto Gonzales,
2014.
S. microphylla | Mirto Nativa y Ornamental Jensk, 2013;
endémica | Dolor de estdmago, Pinzon, 1994
diarrea, empacho, susto,
indigestion,
S. polystachya | Chia de Nativa Contra la acides géstrica, | Maldonado,
campo contra la disenteria, dolor | 2000
de cabeza, colicos y
emoliente
S. amarissima | Insulina Nativa y Se ha utilizado como Bautista, 2016;
endémica | antimicrobiano, para tratar | Lopez, 2010
la diabetes y contra
helmintos (lombrices)
S. tiliifolia Chia Nativa Enfermedades Dominguez,
cimarrona respiratorias como 2002
bronquitis y tos,
antipirético
S. coccinea Mirto Nativa Enfermedades Alonso, 2011,
inflamatorias, diarrea, Andrade, 2009
dolor de estobmago
S, fruticulosa | Mirto Nativa Anticancerigena, Rodriguez,
antimicrobiana 1989
S. hispanica Chia Nativa Dolor de estbmago y para | Alonso, 2015;
tratar la obesidad, Jiménez, 2012
desinflamante, para
controlar colesterol
Salvia sp. Mirto Nativa Espasmos Lara, 2019

Algunas especies de salvias también han tenido importancia en ceremonias

religiosas mesoamericanas, tal es el caso de S.divinorium es una especie endémica

de Oaxaca, también conocida como “hoja de la Pastora” que ha sido empleada

desde la antigiiedad en rituales de chamanes mazatecos, es conocida por sus
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efectos alucinégenos, segun lo mencionado por Diaz en 2014 “para los chamanes
mesoamericanos, los contenidos mentales que surgen por medio del consumo
ceremonial de una planta sagrada son el principal objetivo del ritual porque, segun
Su concepcion, a través de la comunidn con esta planta un espiritu del consumidor
entra en contacto con la figura sincrética y santificada”. En la actualidad los
indigenas mazatecos cultivan Salvia divinorum para emplearla en rituales de
adivinacion. (Ahuatzin, 2014; Jolanta, 2013).

2.3. Actividad biol6gica de salvias

La gran riqueza de compuestos fitoquimicos presentes en las salvias ha tomado
gran relevancia en la busqueda de compuestos farmacéuticos y para la
preservacion de alimentos, por sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes.
(Sharifi-Rad et al., 2018). Algunas de las varias propiedades que se han estudiado
son algunas muy novedosas como anti-alzhéimer y para mejorar capacidades
cognitivas, asi como otras mas conocidas como sus efectos sobre enfermedades
cardiovasculares por sus propiedades hipolipemiantes e hipoglicemiantes;
antibacterianas, y Ultimamente se han realizado estudios en los que se he
observado que puede tener efectos anticancerigenos por sus propiedades

citotoxicos.

2.3.1. Anti-Alzhéimer y mejorador de la capacidad cognitiva.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por pérdida neural, y una acumulacion
anormal extracelular del péptido B-amiloide (AB). Varios componentes derivados de
S. miltiorrhiza se han propuesto como objetivo terapéutico para la enfermedad anti-
Alzheimer a través de su participacion en la inhibicion de la produccion, agregacion
y eliminacién de AB. El acido salviandlico B ha sido reportado como el compuesto

responsable de este efecto (Zhang, 2016).
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Se ha reportado que la administracion de aceite esencial de S. officinalis y S.
lavadulaefolia mejora la atencion y memoria en personas sanas jovenes, con lo que
se demuestra que las salvias tienen un potencial para mejorar capacidades

cognitivas como la memoria y el tratamiento de Alzheimer. (Sharifi, 2018).

2.3.2. Efectos hipolipemiantes e hipoglicemiantes

Las enfermedades cardiovasculares estan intimamente relacionadas con
sindromes metabdlicos, como hipertension, dislipidemias, obesidad, diabetes, y
constituyen en la actualidad un problema de salud a nivel mundial. En este &mbito
en China el uso de Salvia miltiorrhiza es muy popular para el tratamiento de estas
enfermedades, incluso se venden tabletas comerciales de la raiz de esta especie.
En nuestro pais la chia (semillas de S. hispanicas) se recomiendan para bajar los
niveles de triglicéridos, y existen estudios cientificos que demuestran su efectividad.
En el estudio de Guevara, 2012 se prepard una dieta con 4 g de chia, aceite de
palma, avenay soya en polvo en 250 ml de agua consumido 2 veces al dia, durante
un periodo de 2 meses muestra una disminucion de triglicéridos y una disminucién
de la resistencia a la insulina, es decir beneficiando al tratamiento de diabetes tipo
2.

El efecto hipoglucémico de S. officinalis se prob6 en un estudio por 12 semanas, en
80 pacientes diabéticos tipo Il, con una edad media de 52 afios. Los resultados de
este estudio revelaron que una tableta de 150 mg de S. officinalis, tres veces al dia

reduce azlcar en la sangre y colesterol. (Sharifi, 2018)

La inhibiciéon de enzimas claves en estas enfermedades es mas efectiva para su
tratamiento, en el caso de la diabetes Mellitus se trata de la amilasa y glucosidasa,
mientras que las lipasas para el caso de la obesidad. Se ha comprobado el efecto
inhibitorio sobre estas enzimas con extractos de especies de salvias como S.
blepharochlaena, S. euphratica y S. verticillata, este efecto inhibitorio de enzimas

explica el efecto hipoglicemiante de las especies de salvias (Zengin, 2018).
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2.3.4. Actividad anticancerigenay citotéxica

Existen una gran cantidad de estudios que demuestran que el consumo de plantas
ricas en polifenoles, como las salvias, tiene un papel preventivo contra varios tipos
de céancer, al interactuar con vias de sefializacion implicadas en el cancer. En los
altimos afios, se ha reconocido el uso potencial de salvias como un nuevo agente
anticancerigeno (Jiang, 2016). Pero también se han hecho estudios in vivo
probando la actividad citotoxica, de compuestos especificos aislados de salvias en
diversos tipos de cancer, por ejemplo, Salvileucalina B, un diterpenoide de partes
aéreas de S. leucantha ejercio actividad citotoxica contra células tumorales A549 y
HT-29 (Sharifi, 2018).

En la revision de Ghorbani, de 2017 menciona que el acido rosmarinico en un
estudio con modelos animales fue capaz de prevenir la formacion de tumores en la
piel y prevenir metastasis 6ésea por carcinoma de mama, la inhibicion que ejerce
puede ser explicada por la inhibicién de la actividad mitégena de la proteina quinasa,
asi como factores de sefializacion, ademas de la supresion de especies reactivas

de oxigeno, y la reduccion de la expresion inflamatoria de cicloxigenasa-2.

2.3.5. Actividad antimicrobiana

El aceite esencial de diversas especies de salvias, asi como de extractos
alcohdlicos de las mismas han demostrado tener efecto antimicrobiano sobre varios
microorganismos como hongos, levaduras y bacterias de interés por ser causantes
de infecciones y enfermedades. Se han probado el efecto por medio de la técnica
de difusion en disco y se ha visto que el aceite esencial de diferentes especies de
salvias provoca interesantes halos de inhibicion sobre Aspergillus niger, Candida
albicans, al ser comparados con controles de diversos agentes fungicidas. (Sharifi,
2018)
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La ciencia en los ultimos afios ha visto los principios activos de plantas como una
forma de neutralizar la resistencia antimicrobiana y por eso las plantas del género
salvia han tomado importancia en investigacion antibacteriana. (Sharifi, 2018). El
aceite esencial de S. officinalis ha sido probado contra Agrobacterium tumefaciens,
S. aureus, Bacillus subtilis, Salmonella enteritidis, E.coli y Bacillus cereus, Ademas
se ha probado la efectividad de este aceite sobre bacterias aisladas de infecciones
urinarias presentan valores superiores al 75% de efectividad sobre E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Morganella morganii, Enterobacter aerogenes y

Klebsiella oxytoca. (Pereira, 2004).

Los extractos de salvias con otros disolventes como etanol, acetona, hexano,
cloroformo, acetato de etilo también han sido probados contra algunas bacterias
como S. aureus, P. aureuginosa, Shigella frexneri, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus,
B. cereus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Citrobacter freundii,
Acenetobacter. Sin embargo, al comparar el efecto de los extractos y aceite esencial
sobre una bacteria en especifico se ha visto que el aceite esencial logra tener un
mejor efecto. En general se ha observado que salvias, en forma de extractos o
aceite esencial logran tener efecto antibacteriano sobre bacterias Gram positivas y

Gram negativas.

2.3.6. Actividad antioxidante

El estrés oxidativo juega un papel muy importante en el inicio y desarrollo de
diversas enfermedades cardiovasculares y neuroldgicas, asi como el cancer y
diabetes. El estrés oxidativo se genera con la formacion de especies reactivas de
oxigeno en el proceso de respiracion celular en la mitocondria de las células, la
célula cuenta con enzimas encargadas de eliminar estas especies reactivas de
oxigeno, como por ejemplo la catalasa, glutation oxidasa y superoxido dismutasa,
sin embargo es necesario el consumo de antioxidantes de fuentes naturales, que
ayudan a las células a protegerse de estas especies tan reactivas, y asi evitar el
estrés oxidativo, por eso se recomienda el consumo de alimentos ricos en

antioxidantes. La actividad antioxidante de las salvias es ampliamente conocida por
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la gran cantidad de compuestos fendlicos que contienen,

compuestos antioxidantes son el &cido rosmarinico y acido cafeico (Ghorbani, 2017;

Lu, 2002).

los principales

En la Tabla 4 se muestran algunos de los compuestos aislados de ciertas especies

especificas de salvias en todo el mundo y la actividad biolégica reportada.

Tabla 4. Compuestos aislados de especies de salvias con su actividad biolégica

Espem_e de Compuesto Actividad Referencia
salvia
o - Actividad
Acido oleandlico g .
P L antimicrobiana
Acido ursolico .
Antioxidante
. Actividad
Tanshinona | ] ]’
anticancerigena
7a-metoxirosmanol Receptor
benzodiazepina Wu, 2012;
Acido salviandlico K Ghorbani,
S officinalis Sagecumarina 2017, Lu,
' Luteolin 7-glucosido Actividad 2002, Jiang,
Apigenina 6.8-di-C- antioxidante 2016
~ Qlucoside
Acido rosmarinico
Saficinolida Actividad antiviral
Sageona
) Inhibidor de la
Acido carnésico absorcién de
lipidos
Salvinorina A Receptor k-opioide
S. divinorium 1[3,20,_3[3,1 1a Actividad citotoxica Wu, 2012
tetradidroxirus-12-ene
S. leucantha Salvileucalina B Actividad citotéxica
Salvipisona Resistencia
S. sclarea Aetiopinona antibioticos y Wu, 2012,
' P actividad anti- Jassbhi, 2016
biofilm
S. hispéanica Hispanina A-J !Efecto Fan, 2019
cardioprotector
Actividad citotoxica
S. amarissima Amarisinas A-C Modulador de la Bautista,
resistencia a 2016
farmacos
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Tabla 4. Continuacion

Espeug de Compuesto Actividad Referencia
salvia
) Inhibidor de
Tashinona | o
acetilcolinesterasa
Sibiriguinona Antitumoral
) Efecto en
Acido litospérmico enfermedades
cardiovasculares
o . Acido litospérmico B Anti dafo renal Wu, 2012;
. miltiorrh - ~ ! '
S. miltiorrhiza Anticancerigena Su, 2015
Anti dafio hepatico
cristotanchinona Anti dano
neurofatico
antiinflamacion
Tanshinona IlIB Actividad
neuroprotectora
. Cirsimaritina Actividad
S. palestina ) .
Esclareol antibacterial
— —— Wu, 2012
) Acido salviandlico N . i
S. yunnanensis Q. L Actividad anti VIH
Acido salviandlico A

Las actividades farmacoldgicas listadas en la Figura 2 es un sintetizado resumen de
los compuestos mas frecuentes en la composicién de este género, y cabe resaltar
la gran mayoria de los compuestos identificados en las salvias presentan actividad
antioxidante, tantos fenoles acidos, flavonoides, terpenos, carotenos y esteroles, sin
embargo, existen alin un buen nimero de propiedades que no se mencionan aqui,
como por ejemplo anti-VIH, anti-protozoaria, anti-malaria, anti-leishmanica, anti-
trombotica, efecto en la memoria y capacidad cognitiva, anti-tuberculosa,
anticonceptiva (Jassbi, 2017; Jiang, 2010, Xavier, 2016; Lu, 2002, Ghorbani, 2016).

Ademas, se conocen actividades farmacoldgicas de extractos de varias salvias, con
multiples efectos beneficiosos para el tratamiento de enfermedades, sin embargo,

no se conoce el compuestos o compuestos en especifico que tiene ese efecto.
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Acido rosmarinico

Efecto
cardioprotector

Acido cafeico

Actividad anti

Alzheimer Acido clorogénico

Acido ferulico
Acido salviandlico A
® Acido salviandlico B

Acido carnésico

Actividad
antioxidante

Actividad
anticancerigena

Luteina

Apigenina

Quercetina

Rutina

Actividad
hipolipemiantes

Actividad
antimicrobiana

Acido ursolico
Acido oleandlico
Acido betulinico

B- amirina

Actividad
hipoglucemiante

Estigmasterol

Actividad anti
inflamacién

B-caroteno

lueolina

Jeaxantina

Figura 2. Resumen de compuestos y actividad biologica de especies de salvias.

2.4. Aplicaciones de salvias en alimentos.

Ademas del uso culinario como especia las salvias también pueden ser afiadidas a
alimentos con el fin de obtener un beneficio de las multiples propiedades que
presentan, el aceite esencial, las oleorresinas (libre de solventes) y extractos
naturales (incluidos los destilados) de las especies de S. officinalis, S. fruticosa, S.
lavandulaefolia y S. sclarea son aditivos generalmente reconocido como seguro
(GRAS) por la Food and Drug Administration (FDA) en Estados Unidos. (Sharifi,
2018). En la Tabla 5 se presentan algunas de las aplicaciones en alimentos que se

les ha dado a las salvias, que principalmente son antioxidantes y antimicrobianas.
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Tabla 5. Aplicaciones de salvias en alimentos.

Uso Forma Efectos Referencias
Antioxidante Aceite Se ha observado valores superiores del Abdelkader,
esencial | poder antioxidante (ICso) evaluado por 2014
DPPH) comparado con BHA, Vitamina C
El 3% de aceite reduce la oxidacion de Fasseas,
carne cruda y cocida de cerdo o res, bajo | 2008
refrigeracion durante 1-12 dias
El uso del aceite presenta actividad Tepe, 2005
antioxidante sobre aceite de soya
disminuyendo a 1 mg/ml
El empleo de aceite esencial disminuye la | Pop, 2016
rancidez oxidativa en mayonesa
monitoreada durante 2 meses.
Antioxidante Hojas de | El uso de 1g/100g de pechuga de pollo Mariutti,
secas tratado bajo altas presiones hidrostaticas, | 2008
disminuye la oxidacion del producto
almacenado durante 2 semanas.
Antimicrobiana | Aceite El aceite esencial demostré tener efecto | Lopez, 2013
esencial | antimicrobiano mayor que algunos
conservadores utilizados en la industria
alimentaria sobre varios microorganismos
de importancia en alimentos (B. cereus,
E. coli O:157:H7, L monocytogenes, P.
aeruginosa, S. aureus, S. typhymurium).
El uso del aceite de S. officinalis en carne | Ahmed,
molida de res con proteina de soya 2010
reduce la concentracion microbiana
durante 7 dias de almacenamiento a 4°C.
El aceite de S. officinalis sobre queso Selim, 2011
feta, logra disminuir 2 ciclos logaritmicos
de E. coli 0157:H7 durante 14 dias de
almacenamiento a 7°C
Antioxidante y | Hojas El uso de S. officinalis en albondigas de | Ganter,
antimicrobiana | secas pavo mostro una disminucién de 2018

compuestos producto de oxidacién de
lipidos, asi mismo hay una disminucion
de bacterias aerobicas en
almacenamiento por 9 dias en
refrigeracion.
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2.5. Compuestos bioactivos en salvias

Todas las salvias presentan una composicion quimica compleja con abundantes
compuestos bioactivos, es decir, compuestos esenciales (por ejemplo, vitaminas) o
no esenciales en la nutricidén que ejercen un beneficio a la salud (Biesalski, 2009);
como por ejemplo se ha demostrado que el consumo de antioxidantes en la dieta
ejerce un efecto de prevencién contra algunas enfermedades (Serrano, et al., 2006).
La composicion de las salvias ha sido ampliamente investigada en diversas partes
del mundo, y se han logrado identificar mas de 750 compuestos, segun la revision
de Wu, 2012.

Las diferentes clases metabolitos secundarios son los que le confieren los multiples
efectos en la salud, entre estos fitoquimicos se encuentran principalmente terpenos
(di y triterpenos) y abundantes compuestos fendlicos: flavonoides, acidos fendlicos
y sus derivados. Los metabolitos secundarios de las especies de salvias pueden
dividirse en dos, segun su solubilidad en liposolubles: terpenos y acido carndésico, e
hidrosolubles: &cidos fendlicos y flavonoides (Ortega, 2002; Carovic, 2016;
Fotovvat, 2019).

Dentro de la amplia gama de actividades farmacologicas, se incluyen
anticancerigenas, antiinflamatorias, anticonceptivas, antioxidantes,
antimicrobianos, hipoglucemiantes, hipolipemiantes, efectos de mejora de la
memoria, antialérgicas, antimutagénicas, potenciadores de la funcién

gastrointestinal, antifangica, antiviral (Sharifi, 2018; Carovic, 2016; Ghorbani, 2017).

2.5.1. Terpenos

El género de salvias se ha caracterizado desde un punto de vista fitoquimico por la
produccion de terpenos principalmente diterpenoides y triterpenoides (Wu, et al;
2012). Los terpenos son compuestos que tienen como precursor al isopreno y
dependiendo del numero de unidades recibe el nombre de mono-, di- y triterpenos,

estos compuestos son de naturaleza volatil y se encuentran principalmente en
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hojas, flores, frutos y en menor medida en tallos de las plantas. (Ormefio, 2012).
Estos compuestos son los principales constituyentes del aceite esencial de las
salvias, llegando a representar hasta el 90% del aceite (Santana, et al, 2012), son
moléculas de naturaleza aromatica por lo que se han usado en perfumeria, y como
saborizantes en la industria de alimentos, ademas de sus propiedades

farmacoldgicas.

2.5.1.1. Acido ursélico y oleandlico

El &cido ursodlico y su isbmero el acido oleandlico es un compuesto triterpénico
pentaciclico que se encuentra presente en una gran cantidad de plantas,
fundamentalmente en las plantas de la familia Lamiaceae, por lo regular siempre se

encuentran ambos isémeros. (Serrano, 2016).

HO

HiC' CH, HiC'  TH,

Figura 3. Estructura quimica acido ursélico (AU) y acido oleandlico (AO)

Ademas de los 4cidos ursolico y oleandlico se han reportado numerosos triterpenos
presentes en el aceite esencial de las plantas del género Salvia, algunos han
mostrado interesantes propiedades farmacoldgicas que se siguen estudiando hasta
la fecha, en la Figura 4 se muestran algunos encontrados, e incluso se puede ver

gue en algunos compuestos su nombre deriva de la palabra salvia.
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Figura 4. Estructura quimica de algunos terpenoides de Salvias
a: B-tuyona; b: a-pineno; c: linalool; d: salvinorina A; e: limoneno; f: salvihispin A; g:1,8-cineol; h: esclareol

Ademas de los terpenoides que se han encontrado en salvias, también se han
encontrado otros compuestos de esta misma familia de metabolitos secundarios
gue se encuentran distribuidos en un buen nimero de plantas medicinales, y a los
cuales también se le atribuyen actividades farmacéuticas, como por ejemplo acido
betulinico, &cido carndsico, a- y -amirina. (Fontanay, 2008). (Figura 5).

L

e e

"‘*!”'[‘--!/1\ jﬂ\ L}j\/[\
wOSs -

g-amirina f-amirina
OH

Acido carnésico

Acido betulinico

Figura 5. Estructura quimica de a y 8 amirina, acido betulinico y acido carnésico
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2.5.1.3. Esteroles

Los esteroles o especificamente fitoesteroles, refiriéndonos a los de origen vegetal,
se encuentran distribuido en una gran cantidad de plantas, son compuestos de 28
0 29 atomos de carbono, son derivados del cilopentano perhidrofenantreno,
diferenciandose en la cadena hidrocarbonatada lateral de 9 o 10 carbonos
conformando el [B-sitoesterol y campesterol, respectivamente, algunos también
presentan dobles enlaces como el estigmasterol. (Mufioz, 2011). La estructura

quimica de estos compuestos se puede observar en la Figura 6.

HO

Estigmasterol

Campesterol

Figura 6. Estructura quimica de fitoesteroles

2.5.1.4. Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos liposolubles y se encuentran de forma natural en
algas, plantas, frutos, flores y microorganismos, estos compuestos son
responsables de la gran mayoria de los colores verdes, anaranjados 0 rojos
presentes en algunos vegetales y también animales. Se dividen en dos grandes
grupos: los carotenos y las xantdfilas. Los primeros estan formados por atomos
carbono e hidrégeno, dentro de este grupo se encuentran el -caroteno, a-caroteno,
licopeno y criptoxantina. (Figura 7). Mientras que las xantéfilas tienen ademas

atomos oxigeno, algunos ejemplos son la luteina, zeaxantina, capsantina y
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astaxantina (Figura 7), pigmentos que le dan la coloraciébn amarillenta, roja y
anaranjada (Barreiro, 2018; Quintana; 2018).

CAROTENDS XANTOFILAS
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HIC
HIC, CHI jj
- R R, R, iy i Ty _.-fﬁn\l,f\\\ H?q-
\]/K HEL CHI
CHY CH3
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Criptoxantina Astaxantina

Figura 7. Estructura quimica de algunos carotenoides

2.5.2. Fenoles

Los fenoles o polifenoles, es otro de los grupos de metabolitos secundarios con
mayor diversidad en las salvias, son un conjunto heterogéneo de moléculas que
tienen en comun uno o mas anillos fendlicos, estos compuestos son solubles en
agua y se caracterizan por su actividad antioxidante, debido al nimero de grupos
hidroxilos que presentan. Este grupo puede dividirse en dos subgrupos: fenoles
acidos y flavonoides. (Wu, 2012). Las plantas, los sintetizan como producto de su
metabolismo secundario, algunos de estos tienen funciones fisiologicas vegetales,
mientras que otros participan en funciones de defensa ante situaciones de estrés y

estimulos diversos (hidrico, luminoso, etc.) (Quifiones, 2012).
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2.5.2.1. Flavonoides

Los flavonoides se caracterizan por tener una estructura de tres anillos formada de

dos centros arométicos y un heterociclo central oxigenado (Figura 8).

Figura 8. Estructura base de los flavonoides

Dentro de los flavonoides se incluyen a las flavonas, flavanonas, catequinas; este

grupo es de los compuestos polifenélicos mejor estudiados. (Serrano, 2006; Wang,

2018). Se ha reportado que los flavonoides presentes en las salvias son flavonas

principalmente de luteolina y apigenina, flavonoles como kaempferol, quercetina,

asi como sus respectivos derivados hidroxilados en el C-6, que son caracteristicos

de este género. (Lu, 2002). Los flavonoides pueden encontrarse en su forma libre o

de forma glicosilada, se sabe que la presencia de azlUcares aumenta la solubilidad,

en medios acuosos, por lo tanto, se encuentran mayoritariamente en su forma

glicosilada. (Kocak, 2016; Quifiones, 2012). En la Figura 9 se encuentran algunas

de las estructuras de flavonoides caracteristicos en especies de Salvia.

OH O
Luteolina
OH
= OH
HO (0] 2 |
| OH
OH O

Quercetina

Figura 9. Estructura de flavonoides: Luteolina, luteolina-7-glucésido, quercetina, kaempferol, apigenina.
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2.5.3. Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles con tonalidades que van del azul,
morado y rojo, estos pigmentos son responsables del color en las flores de las
plantas del género Salvia (Ishikawa, et al.,1999). Quimicamente las antocianinas
son glucosidos de las antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula
de antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azucar por medio de un
enlace B-glucosidico. (Mendoza, et al., 2017). La antocianidina estd formada por
dos anillos aromaticos A y B unidos por una cadena de 3 carbonos, las variaciones

estructurales del anillo B resultan en seis antocianidinas conocidas (Figura 10).

Antocianina R; R;
OH Pelargonidina H H
Cianidina OH H
R2 Delfinidina OH OH
Peonidina OCH; H
Petunidina OCH; OH

Malvidina OCH; OCH;

Figura 10. Estructura quimica y sustituyentes de las diferentes antocianinas.

En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas en
las posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su solubilidad.
Dentro de los sacéridos glicosilantes se encuentran la glucosa, galactosa, xilosa,
ramnosa, arabinosa, etc. Otra posible variacién en la estructura es la acilacién de
los residuos de azucares de la molécula con acidos organicos. Los acidos organicos
pueden ser alifaticos, tales como: maldnico, acético, malico, succinico u oxalico; o
aromaticos: p-coumarico, cafeico, ferulico, sinaptico, galico, o p-hidroxibenzdico.
(Figura 11) (Garzén, 2008)
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Figura 11. Estructura de una antocianina acilada (cianidina-3-O-(6-p-cumaroil) glucésido

2.5.3. Antocianinas como colorantes de origen natural para alimentos

El color es uno de los atributos visuales mas importantes en los alimentos debido a
gue el consumidor relaciona el color de este con la calidad del producto, por esto la
industria alimentaria invierte en tener productos con colores apreciados y llamativos
en sus productos, ya que la percepcion visual es determinante en la compra o no
de un producto. En los ultimos afios existe una tendencia de los consumidores por
preferir cosas de origen natural frente a las sintéticas, y esto se ha trasladado a los
ingredientes y aditivos empleados en la elaboracibn de un producto, esto
principalmente por cuestiones psicolégicas en la que el consumidor relaciona los
aditivos de origen natural como mas saludable y a los de origen sintético como
téxicos (Gould, 2009).

Debido a lo anteriormente mencionado la industria se ha visto interesada en
remplazar los colorantes sintéticos por naturales con el fin de adaptarse a las
tendencias de los consumidores y satisfacer sus necesidades, ademas de atraer a
mas consumidores en un mercado cada vez mas competitivo como lo es la industria
alimentaria. Las antocianinas actualmente se utilizan en la elaboracion de

productos, la fuente principal de estas antocianinas son las extraidas de la uva y de
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frutos rojos. Las antocianinas han despertado gran interés ademas de su uso como
colorantes de origen natural porque se ha demostrado que estos compuestos tienen
un papel benéfico a la salud, como la reduccion de enfermedades coronarias,

cancer, diabetes y muchas otras (Garzon, 2008).

Por lo tanto, ademas de su funcién como colorantes las antocianinas tienen un
beneficio en la salud, es decir ademés de colorantes son compuestos bioactivos, y
representan un potencial para generar productos que ademas del aporte nutricional
brinden compuestos que ofrezcan un beneficio a la salud de los consumidores. No
obstante, a pesar de las ventajas que tienen estos compuestos existen factores que
limitan sus aplicaciones debido a su baja estabilidad durante el almacenamiento y

procesamiento (Garzon, 2008; Wrolstad, 2000).

2.5.3.1. Factores que afectan la estabilidad de las antocianinas en alimentos

La estabilidad y color de las antocianinas depende de una combinacion de varios
factores como la estructura y concentracion de la antocianina, pH, temperatura, y la
presencia de agentes copigmentadores (polifenoles o metales) (Mazza, 1990), asi
como la luz, oxigeno, enzimas, azlcares, acido ascorbico, sulfitos (Rodriguez,
2019).

Efecto del pH

El pH tiene efecto en la estructura y la estabilidad de las antocianinas. (Figura 12).
La acidez tiene un efecto protector sobre la molécula, en soluciones acuosas a
valores de pH <2, la antocianina se encuentra en su forma mas estable cation flavilio
(AH*) de color rojo intenso. A valores de pH mas altos ocurre una pérdida del protén
y adicion de agua en la posicion 2, dando lugar a un equilibrio entre la base carbinol
(B) y la forma chalcona (C), o de cadena abierta. Tanto la base carbinol como la
chalcona, son bastante inestables y con una coloracién incolora y amarilla,

respectivamente. A valores de pH superiores a 7 se presentan las formas
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quinoidales (A, A°) de color purpura que se degradan rapidamente por oxidacion con
el aire (Gould, 2009; Garzén, 2008).

Efecto de latemperatura

Incrementos de temperatura superiores a 40°C resultan en la degradacion de las
antocianinas por dos mecanismos la hidrélisis de enlace glucosidico con la eventual
pérdida del azucar, principalmente en la posicion 3 de la molécula o bien por la
ruptura hidrolitica generando la apertura de anillo con la consecuente produccion de
chalconas (Garzén, 2008; Castafieda, 2015).

Otros factores

La luz de igual forma se ha visto que acelera la degradacion de las antocianinas,
Castafnieda (2015) reporta que las antocianinas que presentan sustituyentes en el

hidroxilo del carbono 5° son mas susceptibles a la degradacion por la luz.

El oxigeno de igual forma afecta la estabilidad de las antocianinas juntamente con
el 4cido ascérbico dado que la oxidacion del acido ascorbico provoca una pérdida
de las antocianinas, una posible explicacion es que el acido favorece una
condensacion entre el &cido y las antocianinas. Por otro lado, incrementos en la
actividad de agua del medio causan degradacion de las antocianinas
probablemente debido a una mayor interaccién entre el agua y el catién flavilio para

formar la base carbinol. (Garzén, 2008).
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Figura 12. Transformaciones estructurales de antocianina (cianidina-3-glucosido) en soluciones acuosas
dependiente del pH. (Traduccién de Gould, 2009)

Estructura quimica

Como se mencion6 anteriormente en cuanto a la estructura de estos pigmentos,
pueden existir antocianinas aciladas o no, y se ha estudiado y demostrado que las
antocianinas aciladas presentan varias ventajas en cuanto a su estabilidad frente a
las no aciladas. La acilacion del glicésido de las antocianinas puede mejorar la

resistencia a una variedad de factores fisicoquimicos y bioquimicos (enzimas
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digestivas), como por ejemplo calor, luz, cambios de pH, perdoxido de hidrégeno
(H202), y digestion gastrointestinal y pancreética; estando de forma natural, o
durante el procesamiento y almacenamiento como lo explica en su revision Chang
(2017):

o Durante el procesamiento y almacenamiento las antocianinas aciladas de
col roja fue méas estable al calentamiento a 80°C que las mismas
antocianinas no aciladas presentes en uvas rojas.

o En cuanto a su resistencia a la luz, las aciladas presentaron una mayor
estabilidad que las no aciladas presentes en jugos de frutas.

o Larespuesta de las antocianinas aciladas con respecto al pH, es que son
mas estables a valores mas altos de pH que las no aciladas, que solo
permanecen estables a pH en el que domina el cation flavilio.

o Al evaluar la estabilidad de las aciladas a la digestion pancreatica
después ser absorbida por animales, se observa que también son mas
estables que las no aciladas.

Con lo antes mencionado observamos que la acilacion de antocianinas juega un

papel clave en la estabilidad del color de las antocianinas. (Gould, 2009).

2.5.3.2. Estabilizacion de antocianinas

Como se menciond anteriormente existen muchos factores que afectan la
estabilidad de estos colorantes para poder emplearlos como colorantes naturales
en la elaboracion de alimentos, por lo que existen numerosos estudios para lograr
una mejor estabilizacion de estos colorantes y favorecer su posible uso, las
modificaciones probadas han sido glicosilacion y acilacion de antocianinas
empleando enzimas, la encapsulacion de antocianinas asi como el uso de agentes

copigmentadores que al estar en contacto con la antocianina puede estabilizarla.
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Copigmentacion de antocianinas

La copigmentacion de antocianinas con otros componentes (copigmentos) es el
mecanismo de estabilizacion de color en las plantas. (Gauche, 2010). Un
copigmento solo es por lo regular incoloro, pero al ser afiadido a una solucién con
antocianinas mejora en gran manera el color de la solucion. El copigmento puede
ser un flavonoide, alcaloides, aminoacidos, &cidos organicos, nucleotidos,
polisacaridos, metales o mismas antocianinas (Bakowska, 2003); y puede ocurrir de
forma intramolecular e intermolecular. En las primeras el copigmento se une
covalentemente a un cromoforo de antocianina, mientras que en las
intermoleculares los flavonoides incoloros u otros compuestos fendlicos se

relacionan con la antocianina con fuerzas hidr6fobas débiles (Eiro, 2002).

La copigmentacion intramolecular mas especificamente consiste en el apilamiento
de moléculas del copigmento sobre las antocianinas, y como estos tienen electrones
que pueden asociarse con el ion flavilio, proporcionan proteccién de un ataque
nucleofilico del agua. El ataque del agua conduce a la formacion de la base carbinol
y chalcona, que tienen como consecuencia la pérdida del color. (Aubert, 2001;
Bakowska, 2003). Como consecuencia se presentan dos efectos en las
antocianinas, un aumento en la intensidad del color, conocido como efecto
hipercromico, y el efecto batocromico, que es un aumento en la longitud de onda de
absorbancia maxima dentro del espectro visible de la antocianina-copigmento al ser

comparada con la antocianina libre. (Eiro, 2002)

2.5.4. Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos constituyen la mayor parte de los compuestos solubles en agua
de las salvias, existen un gran nimero de compuestos de este grupo identificados,
la mayoria de los acidos fendlicos presentes en las salvias son exclusivos de este
género como los acidos salviandlicos A-K, y ademas de otros derivados del acido

cafeico, este juega un papel muy importante en la bioquimica de la familia
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Lamiaceae, es el bloque de construccion para una variedad de metabolitos producto
de la condensacion de este acido, dando lugar a dimeros, trimeros, y tetrameros. El
mas destacado, que se encuentra distribuido en todas las plantas de esta familia es

un dimero, el acido rosmarinico. (Lu, 2002).

Los &cidos salviandlicos son oligobmeros del acido cafeico, por ejemplo, el acido
salviandlico A, es un trimero, mientras que el salviandlico B es un tetramero, y
ambos compuestos han presentado interesantes propiedades antioxidantes,
antitumorales y efectos de proteccion cardiovascular. (Fotovvat, 2019). Ademas de
los acidos caracteristicos de las salvias también contienen acidos distribuidos en
una gran cantidad de plantas como el &cido ferulico y acido clorogénico (Lu, 2002).
En Figura 13 se observan las estructuras quimicas de los acidos fendlicos més

abundantes en las salvias.
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Figura 13. Acidos fendlicos caracteristicos del género Salvia
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2.5.4.1. Acido rosmarinico

El 4cido rosmarinico es un acido fendlico que también se conoce como acido
labiaténico, por ser encontrado en las plantas de la familia Lamiaceae (antes
Labiatae) como Melissa officinalis, Rosmarinus officinalis y Salvia officinalis. (Ngo,
et al., 2018), desde un punto de vista quimico, RA (férmula molecular: C1sH160s,
masa molecular: 360.3 g/mol es un éster de acido cafeico y acido 3,4-
dihidroxifenilactico. (Figura 14). Este compuesto se aislo por primera vez en 1958
por Scarpi y Oriente de Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae), por lo tanto, el
nombre deriva del de la planta.
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Figura 14. Estructura quimica del acido rosmarinico

El acido rosmarinico es un polvo cristalino amarillo-blanco con un punto de fusion
de 174°C, es un compuesto soluble en disolventes organico y un poco menos
soluble en agua, Abdelkarim 2016 y Zibetti, 2016 reportan que es mas soluble en
acetato de etilo, metanol y etanol. La extracciéon de AR de plantas se realiza con
disolventes organicos polares como metanol, etanol, acetona, agua y mezclas de
estos, también se han reportado extracciones con cloroformo y acetato de etilo (Silk,
2019).

Segun lo reportado, este acido es el mayor responsable de la capacidad
antioxidante del aceite esencial de romero que ya es utilizado en la industria
alimentaria con este propdsito. (Avila et al., 2011). Y en salvias también es

considerado el antioxidante fendlico mas importante de estas plantas (Wu, 2012).
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Las actividades biolégicas que se ha encontrado y que mas interés han tenido en la
industria alimentaria, nutraceudtica y cosmética han sido como antioxidante y por sus
propiedades contra la diabetes, en estudios se ha demostrado que este acido puede
ser inhibidor de la enzima a-amilasa y B-glucosidasa enzimas implicadas en el
aumento de la glucosa en sangre, por lo que se ha comprobado su uso retrasando

la absorcion de glucosa en la diabetes tipo 2 (Ngoa, 2018).
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2. Metodologia

*Recoleccion y preparacion de las muestras
*Recoleccion de la materia vegetal

*Secado y separacion de: hojas tallos y flores
*Molienda y

*Eleccion del disolvente de extraccion
*Prueba de eficiencia de extraccion con metanol, etanol y acetona

*Cuantificacién de fenoles, flavonoides y antocianinas totales
*Extraccion
*Determinaciones espectofotométrica

*Anédlisis cualitativo de fenoles, flavonoides, antocianinas,
terpenos y esteroles
SWEZ2S - Cromatografia en capa fina de muestras y estandares para cada
grupo de compuestos

*Cuantificacion de acido rosmarinico en salvias por HPLC )

*Obtencion de estandar de acido rosmarinico para la elaboracion de
curva patron

*Preparacion de muestras
*Inyeccién de muestras para su cuantificacion Y,

*Evaluacion del mejor método de extraccion de acido rosmarinico

*Prueba de 6 métodos de extraccion y semipurificacion de un extracto
ETAPA rico en acido rosmarinico

*Cuantificacién del acido rosmarinico por cada método

*Prueba de estabilizacion de antocianinas con acido rosmarinico
*Prueba de resistencia al calor de antocianinas con acido rosmarinico

*Elaboracion de una bebida con un extracto de antocianinas
estabilizado con acido rosmarinico como colorante

g @

Figura 15. Esquema general de la metodologia
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A continuacion, se presentan un listado de las muestras empleadas, asi como los

equipos e instrumentos, reactivos y disolventes que se emplearon para la

realizacion de este trabajo.

Muestras vegetales

e Salvias: S. mexicana, S fruticulosa, S. tiliifolia, S polystachya, S. purpurea, S.

microphylla, Salvia sp, S. amarissima, S. leucantha. S. hispanica

¢ Romero (Rosmarinus officinalis): Romero residual de la extraccion de aceite

esencial de romero, romero comercial marca Terana®, Lote 19F40992

e Extractos de antocianinas de alache (Anoda cristata)

Equipos e instrumentos

Molino para café casero marca KRUPS GX 4100

Sonicador Brason 3510 potencia: 100W, 42Hz

Rotavapor R-215, con bafio de calentamiento B-491, controlador de vacio V-
850, Bomba de vacio V-700. Marca Buchi.

Cromatografo de liquidos de alta resolucion HPLC: Auto inyector waters
2707, bomba Waters 1525, detector UV Waters 2478 y desgasificador.
Sofware Empower

Columna Hypersil GOLD 250x4.6mm, 5um. Thermo Scientific
Espectrofotometro GBC-Cintral

Lampara UV como revelador (254nm-366nm), CAMAG

Cromatoplacas de Silica gel 60 F2s4

Reactivos y disolventes

Estandares de acido ferdlico. acido clorogénico, acido cafeico, acido
cumarico, luteolina, kaempferol, quercetina, rutina. acido ursodlico/acido
oleandlico, esteroles

Reveladores: anisaldehido, cloruro ferrico, DPPH
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e Disolventes: etanol, metanol, cloroformo, acetato de etilo, hexano,
diclorometano, acetona, tolueno, butanol, agua desionizada, acetonitrilo
grado HPLC

Etapa 1. Recoleccion y preparacion de las muestras

Salvias

La recoleccién de salvias se realizé en tres lugares diferentes; Ciudad Universitaria,
Cd. de México: de la seccién de plantas medicinales del Jardin Botanico del Instituto
de biologia de la UNAM, cerca de la Facultad de Quimica y una especie de Nopala,
Hidalgo. El secado de las salvias se realizo a temperatura ambiente, cubriéndolas
de la luz del sol. Una vez secas se separaron en 3 érganos de la planta: hojas, tallos
y flores; cada una se molié y almacené en recipientes cerrados hasta su uso para

las determinaciones.

Romero (Rosmarinus officinalis)

La muestra de romero residual de la extraccién de aceite esencial fue secada en
estufa a una temperatura de 60°C y la muestra comercial de romero ya seca, fueron
molidas y guardadas en frascos para su posterior determinacion.

Etapa 2. Eleccion del disolvente de extraccidon

La extraccion de los compuestos de interés se realizé6 empleando 3 mezclas de
disolventes, metanol:agua:acido aceético (80:19:1), etanol:agua:acido acético
(80:19:1) y acetona:agua:acido acético (40:60:1) para determinar el de mayor
rendimiento de extraccién de los compuestos de interés (fenoles, flavonoides y
antocianina totales). Se peso 0.4g de la muestra de las flores de la Salvia sp. en un
matraz Erlenmeyer de 50 mL y se agregaron 8 mL del disolvente, esta relacion de
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1:20 de muestra:disolvente se utiliz6 en todas las determinaciones en funcion de la
cantidad de muestra. La muestra se sonico por 20 min. a temperatura ambiente. El

extracto se filtro al vacio y se almaceno.

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con una prueba de analisis
de varianza (ANOVA) de un factor, a un nivel de confianza de 95 %, y
posteriormente para determinar con que disolvente existia diferencia se realizo la

prueba Tukey al 95 % de confianza (Anexo V).

Etapa 3. Cuantificacion de fenoles, flavonoides y antocianinas
Fenoles

La determinacién de fenoles totales se determiné por el método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteu. Colocando 100 uL del extracto de acetona de cada salvia, al que
se afiadio 2 mL de Na2COs (2%), después de 2 min. se agreg6 100 uL del reactivo
de Folin:Ciocalteu (diluido 1:1); pasados 30 min se leyd la absorbancia en el
espectrofotometro a 760 nm, con un blanco de metanol. El contenido de fenoles se
calcul6 empleando una curva patrén de acido galico. (y=2.4511x-0.0047, r>=0.9974,
Anexo I). Expresando el resultado como mg de acido gélico/ g de muestra seca (mg
EAG/g (BS)).

Flavonoides

Los flavonoides de igual forma se determinaron con el método espectrofotométrico
reportado por Khanam y Oba en 2013. Colocando 100 pL del extracto de acetona
de cada salvia, al que se afiadio 140 puL de H20 y 30 pL de NaNO:2 (5%), despues
de 5 min. se agregaron 30 pL de AICl3 (10% en etanol), 200 pL de NaOH (1M) y 500
puL de H20. La absorbancia fue leida en el espectrofotometro a 415 nm, con un

blanco de H20. El contenido de flavonoides se obtiene empleando una curva patron
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de catequina. (y=1.5404x-0.0071, r’=0.9983, Anexo II). Expresando el resultado

como mg de catequina/ g de muestra seca (mg EC/g (BS)).

Antocianinas

El contenido de antocianinas se determind por el método de pH diferencial AOAC
2005.02. en el que se afiaden 200 pL del extracto metandlico y 1800 uL de buffer
de acetatos (pH 4.5, 0.4M) y otra con el mismo procedimiento agregando buffer de
cloruro (pH 1, 0.025M). Ambas muestras se leen a una absorbancia de 510 nm y
700 nm. Expresando el resultado como mg de cianidina-3-glucosico/ g de muestra
seca (mg C3G/g (BS)). Los calculos para determinar este contenido se muestran el

anexo lll.

Nota: Cada una de estas tres determinaciones de cada muestra fue realizada por
triplicado, y se hicieron las diluciones pertinentes para que cada muestra tuviera una
lectura adecuada en el espectrofotbmetro. Los datos obtenidos se trataron
estadisticamente obteniendo la media, la desviacion estdndar de las 3
determinaciones y el coeficiente de variacién establecido entre cada medicion fue

de maximo 10 %.

Etapa 4. Analisis cualitativo de compuestos bioactivos por
cromatografia en capafina

Se realizé la identificacion por cromatografia en capa fina (CCF) en los extractos
obtenidos con acetona de cada parte y especie de salvias de los siguientes fenoles
acidos: acido rosmarinico, acido cafeico, acido clorogénico; y los flavonoides

identificados fueron: rutina, quercetina, kaempferol, y luteolina.

De un extracto con Metanol:Diclorometano (1:1) de cada salvias se identificaron
carotenos al igual que terpenos: acido ursolico y acido oleandlico, acido betulinico,
y B- amarina; y para el caso de los esteroles con el extracto anterior se identificd

estigmasterol.
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En la identificacion del perfil de antocianinas se realizé Unicamente en las flores
empleando el extracto de metanol, y sin colocar estandares, se determind el perfil

segun el valor del factor de retencion (Rf).

La fase estacionaria en cada cromatografia fue una placa de silice 60F, la fase movil
se modificd segun la polaridad de los compuestos y se muestran en la Tabla 6. Se
colocaron los estdndares comerciales de los compuestos de interés y los extractos
de las salvias para la identificacion de cada grupo de compuestos y se eluyeron

juntamente para su identificacion.

Tabla 6. Eluyentes empleados para CCF de los compuestos.

Grupo Compuesto Eluyente
Acido _ o _
rosmarinico Cloroformo:Acetato de Etilo:Acetona:Acido formico
. ‘ (40:30:20:10)
Fenoles Acido cafeico
< . Acetato de etilo: H20: acido acético
Acido
clorogénico (3:2:1)
Quercetina
. Acetato de Etilo:Acido acético:Acido
Luteolina

_ férmico:H20:Tolueno (100:10:10:25:20:30)
Flavonoides Kaempferol

Acetato de Etilo:Acido acético:Acido férmico:H20

Rutina (100:10:10:25:20)

Antocianinas Butanol:Acido acético:H20 (6:1:3)

Acido ursélico

Triterpenos ~ Acido

Trmerpen oleandlico Hexano:Acetato de etilo (7:3) con gotas de &cido
, acético

Carotenos  Acido betulinico
B-amirina
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Etapa 5. Cuantificacidén de acido rosmarinico en salvias por HPLC
Método de HPLC

La identificacion por HPLC fue por el método reportado por Torres, 2016 para acidos
fendlicos se realiz6 empleando un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 320
nm, en donde se utilizd una columna Hipersil-Gold C18 (250x4.5 mm, 5um), 20 puL
de inyeccion, flujo de 1.2 mL/min; las fase mdviles que se utilizaron fueron
A:H20/acido formico/acetonitrilo (90:10:01) y B:acetonitrilo (100) con el siguiente

gradiente de elucion (Tabla 7).

Tabla 7. Gradiente de elucion en HPLC para la identificacién de acidos fendlicos y antocianinas
Tiempo | % A | % B
0-45 97 3
45-47 75 25
47-56 70 | 30
56-60 97 3

Preparacion de muestras

Primeramente, se preparé una muestra como lo descrito en la etapa 2, con 1 g de
muestra, empleando la mezcla de acetona como disolvente, obteniendo un extracto
crudo el cual se semipurific6 para poder obtener un extracto concentrado

enriquecido en los compuestos de interés.
Semipurificacion del extracto

El extracto crudo obtenido se semipurific6 segin la metodologia propuesta por M.
en C. Andrea Torres Alcala como se menciona a continuacion, evaporando la
acetona y a la fraccion acuosa se le realizo lavados con aproximadamente 20 ml
de hexano (7 ml x3), la fase acuosa resultante de este primer lavado posteriormente
se lavo con 45 ml de acetato de etilo (15 ml x 3); se conservé la fase organica y se

concentro a sequedad obteniéndose un extracto concentrado (EC). ElI EC se peso
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y se disolvié con metanol a una concentracion conocida, se filtré con una membrana

de 0.45 um PTFE, y finalmente se inyectd en el equipo.

Obtencion del estandar de acido rosmarinico

El estdndar de &cido rosmarinico se aislé y purific6 de romero (Rosmarinus
officinalis), de la siguiente forma: Se utilizé 2 g de tallos de romero residual de la
extraccion de aceite esencial previamente secado y molido, y se realiz6 una
extraccion con acetona como lo mencionado en la etapa 2, y la semipurificacion
antes descrita. El EC se disolvié en metanol y se realizo una cromatografia en capa
fina semipreparativa, en una placa de silice 60 Fzss, empleando como eluyente
cloroformo:acetato de etilo:acetona:acido formico (40:30:20:10), la fraccion del
acido rosmarinico fue extraida con metanol y concentrada a sequedad. La identidad
del solido obtenido se comprob6 por HPLC-masas. Con este estandar obtenido se

realizé la curva patrén para la cuantificacion de &cido rosmarinico.

Cuantificacion de acido rosmarinico en Salvias

La cuantificacion de &cido rosmarinico se realiz6 en nueve especies de salvias
Unicamente, que sobresalieron en contenido de fenoles, el método empleado para
la preparacion de las muestras fue la semipurificacion del extracto, y empleando el

método para HPLC antes descrito.
Etapa 6. Evaluacion del mejor método de extraccion de acido
rosmarinico

En esta etapa se evaluaron 6 condiciones de extraccion y semipurificacion de acido
rosmarinico para la obtencion de un concentrado rico en acido rosmarinico (ECAR)

en muestras de romero residual de la extraccién de aceite esencial. Se probaron 2

54



condiciones de extraccion con dos distintos disolventes: agua y acetona:agua:acido
acético (40:60:0.1). y 2 condiciones de semipurificacion: extraccion liquido- liquido,
como se describe en la etapa de preparacion de semipurificacion del extracto,
guardando las relaciones de volumen y masa. Asi como una extraccién sdlido-
liquido utilizando como fase sélida Amberlite 7 XAD (5 g), y la desabsorcion de esta
misma probando 2 disolventes: etanol y acetato de etilo, dando un total de 6
meétodos diferentes (Tabla 8), se explica de una manera mas clara en las Figura 16

y 17 cada uno de los métodos, asi como sus condiciones.

Tabla 8. Condiciones de extraccion de acido rosmarinico probados

Condiciones
Abreviacion del
Extraccion Semipurificacion Disolvente método
e Acetato de
Extraccion liquido-liquido atilo 1: H,O/lig-lig/ACEt
Agua caliente Etanol 2: H,0/sol-lig/EtOH
Extraccion solido-liquido | aAcetato de
etilo 3: H>O/sol-lig/AcEt
Extraccion liquido-liquido Acetato de
_ 9 9 etilo 4: Acet/lig-lig/AcEt
Acetona: H>O: acido E | ]
acético S tano 5: Acet/sol-lig/EtOH
Extraccion solido-liquido | acetato de
etilo 6: Acet/sol-lig/AcEt

Ademas de utilizar romero residual, se probaron los 2 mejores métodos (método 3
y 4) para la obtencién del extracto enriquecido ahora con muestras de 50 g romero
comercial para cada uno. Después de comprobar el mejor método este se probd
con la muestra de salvia con un mayor contenido de AR, las proporciones de

volumen y masa se respetaron segun lo establecido en cada metodologia.
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Extraccion con agua

Método 1. Extraccion con agua
caliente y liquido-liquido
(H,0/1lig-lig/AcEt)

Concemrar a
sequedad

e ‘ )

Extraccion liquido- liquido

Sonicar 20
min /T.

- - con Hex y AcEt Método 2. Extraccion con
) agua caliente y solido-liquido
T = con etanol
—~— H,0 /sol-liq /EtOH)
. L. Concenlrar a (H
Extraccién con Filtrar y acuijficar ‘ sequedad

. o o con HCI pH=
agua-acido acético (90°C) Etanol caliente

Desasorber

Meétodo 3. Extraccion con
Agregar

Concentrar a
sequedad

Acetato de
etilo caliente

; ) 20 min agua caliente y solido-
Amberlite ) 950 rpm/min liquido con acetato de etilo
(H,0 /sol-liq /AcEt)
Agitacion Filtrar y secar

Figura 16. Esquema de método de extraccion de acido rosmarinico (Método 1-3)
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.
Extraccion con acetona n
Meétodo 4. Extraccion con acetona

? caliente y liquido-liquido
Evaporar (Acet/lig-lig/AcEt)

acetona
Concentrar a
‘ , sequedad

= /A
Sonicar 20 ( g, JER
min /T. am

Extraccion liquido- liquido
con Hex y AcEt Método 5. Extraccion con
acetona y solido-liquido con

etanol
(Acet/sol-lig/EtOH)

Concentrar a

Extraccion con Filtrar ‘ sequedad
Etanol caliente

acetona:agua:acido acético
(40:60:0.1)
Desasorber
Aoresar Método 6. Extraccion con
Aibgrlite 20 min acetona y solido-liquido con
250 rpm/min - acetato de etilo
(Acet/sol-lig/AcEt)
Agitacion Filtrar y secar
Concenfrar a
sequedad
Acetato de

etilo caliente

Figura 17. Esquema de método de extraccion de &cido rosmarinico (Método 3-6)
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Etapa 7. Prueba de estabilizacion de antocianinas con acido
rosmarinico

Prueba de resistencia al calor de antocianinas con acido rosmarinico

Se realiz6 una prueba de estabilizacion por copigmentacion de antocianinas aislada
de flores de alache (Anoda cristata) proporcionado por Cecilia Romero en la
investigacion de su tesis en proceso, en este extracto la antocianina mayoritaria es
definidina-3-rutinosido ya purificada. Esta antocianina fue la que se mezcl6é con un
extracto enriquecido en acido rosmarinico (agente copigmentador), se realizé a una
relacion de 1 mg de antocianina con 10 mg del extracto concentrado que contenia
3 mg de acido rosmarinico, en 5 ml de solucién acuosa de pH 2 con acido lactico,
la solucion se coloco en viales de vidrio transparentes cerrados y se colocaron en
un bafio a 60 °C por 60 min. Asi mismo, se coloc6 un control en el que solo se
afadio la antocianina sin el agente copigmentador, cada extracto se realizé por
duplicado, teniendo un total de cuatro muestras.

Posterior al tratamiento térmico los cuatro viales con soluciones fueron colocados
en una ventana en contacto directo con la luz de sol. Se realizaron observaciones
cualitativas del color que presentaba las soluciones control y copigmentado antes 'y
después del tratamiento térmico, asi como con el paso de los dias, hasta la perdida

de color.

Aplicacién de acido rosmarinico en una bebida

Se elaboro una bebida con el fin de probar una posible aplicacion del acido
rosmarinico como agente copigmentador de antocianinas para aportar color a la
bebida. La bebida se prepar6 con los siguientes ingredientes: agua, azucar, acido
lactico, saborizante artificial sabor fresa, y el colorante elaborado con antocianina
de origen natural y extracto de romero extraido con acetona:agua:acido acético
(40:60:1), a la cual se le evaporo la acetona quedando Unicamente con la fraccion
acuosa de romero. Se preparararon un total de 4 bebidas a dos pH diferentes, 2

bebidas con un pH 3y 2 con pH>3, todas las bebidas fueron sometidas a un proceso
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térmico de pasteurizacion a 85 °C/15 min y envasada en frascos de vidrio en
caliente, previamente esterilizados para generar el vacio. Las bebidas fueron
colocadas en 2 circunstancias ambientales diferentes, cerca de una ventana en
donde estaba en contacto con los rayos del sol y a temperatura ambiente, y en
refrigeracion (4 °C), en cada una de las condiciones se colocaron 2 bebidas, una
bebida de pH 3 y una de pH>3. Las bebidas fueron monitoreadas por el cambio de

color de manera visual con el paso de los dias.
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2. Resultados y discusion

Etapa 1. Recoleccion y preparacion de muestras

Se recolectaron un total de 10 especies de salvias, las cuales fueron secadas y

separadas en hojas, tallos y flores; cada parte fue molida, etiquetada y almacenada

a temperatura ambiente. En la Tabla 9 se muestra la especie, asi como fecha y el

lugar donde fue recolectada.

Tabla 9. Datos de muestras estudiadas de salvias

Especie

Lugar de recoleccion

Fecha de recoleccién

Salvia mexicana

Ciudad Universitaria UNAM

Octubre 2018

Salvia fruticulosa

Jardin Botanico del Instituto
de Biologia UNAM

Octubre 2018

Salvia tiliifolia

Jardin Botanico del Instituto
de Biologia UNAM

Octubre 2018

Salvia polystachya

Jardin Botanico del Instituto
de Biologia UNAM

Octubre 2018

Salvia purpurea

Jardin Botanico del Instituto
de Biologia UNAM

Octubre 2018

Salvia microphylla

Jardin Botanico del Instituto
de Biologia UNAM

Octubre 2018

Salvia sp.

Nopala Hidalgo

Salvia amarissima

Jardin Botanico del Instituto
de Biologia UNAM

Octubre 2018

Salvia leucantha

Jardin Botanico del Instituto
de Biologia UNAM

Octubre 2018

Salvia hispanica

Sembrada individualmente

de chia comercial

Junio 2018

Salvia polystachya 2

Facultad de Quimica UNAM

Noviembre. 2018
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Figura 24. Salvia sp.
CONABIO

s

Figura 25. Salvia leucantha
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Figura 26. Salvia amarissima Figura 27. Salvia hispanica
CONABIO

De las diferentes muestras y la separacién en los tres érganos de las 11 salvias
diferentes se obtuvieron un total de 31 muestras diferentes que se estudiaron, a
causa de que de la especie de S. hispanica se conté unicamente con las hojas y
tallos, mientras que en Salvia sp. solamente se estudio flores y tallos; de las demas

especies si se contd con las hojas, tallos y flores de cada una.

Etapa 2. Eleccion del disolvente de extraccion

En esta etapa las flores de la Salvia sp. fue la que se tom6 como modelo para
determinar que disolvente es el mas adecuado para la extraccion de los compuestos
bioactivos de nuestro interés (fenoles, flavonoides y antocianinas totales), la mezcla
de disolventes: agua, etanol, metanol y acetona se utilizan comunmente en la
extraccion de fenoles de plantas de la familia Lamiaceae, (Sun y Ho, 2005), por lo
tanto, con estos se probo la eficiencia de extraccion en las muestras de salvias. los

resultados se muestran en las Graficas 1-3.

Fenoles

Los fenoles determinados en flores de Salvia sp empleando cada uno de los
diferentes disolventes: acetona, metanol y acetona se observan en la Gréfica 1, los

resultados estan expresados en mg de acido galico/g muestra base seca.
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= Acetona = Metanol = Etanol

100.00
84.71

90.00 a1
80.00

62.95

70.00
60.00
50.00
40.00
30.00

mg acido galico/g muestra

20.00
10.00

0.00

Gréfica 1. Extraccion de fenoles con diferentes disolventes para Salvia sp
Los valores con diferentes letras fueron significativamente diferentes con Tukey al 95 %.

En la Grafica 1 se observa que se obtuvieron una mayor concentracion de fenoles
utilizando la mezcla de acetona:H20, en comparacioén con los alcoholes, es decir
una mayor polaridad de la mezcla del disolvente favorece una mejor extraccion
(Tapia et al., 2014). Pues esta mezcla al tener una mayor proporcion de agua hace
gue el disolvente sea mas polar y favorece la extraccion. Los fenoles aumentan su
extraccion un 34 % mas con acetona al comparar el contenido de acido gélico con
etanol y de un 21 % mas cuando se utiliza metanol. Al observar el andlisis
estadistico se observa que entre metanol y etanol no existe diferencia significativa,
mientras que al comparar lo obtenido con acetona se observa que si existe una
diferencia significativa ya que con este disolvente los valores de fenoles son mucho
mayores. Estos resultados coinciden con lo reportado por Zengin, et al., en 2018,
trabajo en el que el agua es un disolvente en el que obtiene mayor extraccién de
fenoles en muestras de salvias. Ademas, en un trabajo publicado por Sun y Ho en
2005 encontraron un mayor rendimiento con acetona para la extraccion de fenoles,
es decir la mezcla de estos dos disolventes favorece considerablemente el
rendimiento de extracciéon y por lo tanto exhibe mayores valores en el contenido de

fenoles.
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Flavonoides

Los flavonoides fueron cuantificados por medio de un método espectrofotométrico
empleando una curva patron de catequina y las cantidades obtenidas de la

extraccion con los 3 disolventes probados se muestran en la Gréfica 2.

= Acetona =Metanol =Etanol

25.00

N
o
o
o

15.00

1185 b 1049 b

10.00

mg catequina/g muestra

5.00

0.00

Grafica 2.Extraccion de flavonoides con diferentes disolventes en flores de Salvia sp.
Los valores con diferentes letras fueron significativamente diferentes con Tukey al 95 %.

En la Grafica 2 se observa el mismo comportamiento que en fenoles, el empleo de
acetona como disolvente favorece considerablemente el rendimiento de extraccion
de los flavonoides con un aumento del 43 % y 49 % al ser comparado con los
resultados obtenidos con metanol y etanol, respectivamente, lo antes mencionado
se comprueba estadisticamente por medio de los grupos obtenidos mediante la
prueba Tukey en donde se encuentra que existe diferencia significativa entre
acetona y metanol, asi como acetona y etanol, pero no existe diferencia entre
metanol y etanol, ya que al ser ambos alcoholes su comportamiento es muy similar.
Lo cual estad intimamente relacionado pues al existir una mayor cantidad de
flavonoides el valor de los fenoles aumenta, considerando que en la cuantificacion

de fenoles estan incluidos estos compuestos.
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Antocianinas

Las flores de Salvia sp. contienen antocianinas como responsables de la coloracion
de la flor, la extraccion de estos colorantes fue probado con los disolventes metanol,
acetonay etanol, después fueron cuantificados por el método de pH diferencial para
antocianinas expresando el contenido como mg de cianidina-3-glucésido/g muestra

base seca como se observa en la Grafica 3.

= Acetona =Metanol =Etanol

0.50
0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15

mg C3G/g muestra BS

0.10

0.05
—————————
0.00

Antocianinas (ug cianidin-3-glucésido/g muestra)
Gréfica 3. Extraccion de antocianinas en flores de Salvia sp.
Los valores con diferentes letras fueron significativamente diferentes con Tukey al 95 %.
En cuanto a lo encontrado en antocianinas, se obtiene una mayor extraccion
utilizando metanol con un 30 % y un 26 % mAas en comparacion con acetona y
etanol, respectivamente, esto estadisticamente se puede observar en que acetona
y metanol no tienen diferencia significativa, pero al ser comparado con metanol si
existe diferencia, demostrando que el metanol favorecen la extraccion de las
antocianinas porque ayudan a una mejor solubilizacion, ademas comprobando lo
mencionado en la literatura, que el metanol es de los disolventes mas empleados
para el estudio de estos pigmentos debido a un mejor rendimiento de extraccion
(Gould, 2009).

Por lo tanto, se determinG emplear acetona como disolvente para las

determinaciones de fenoles y flavonoides, ya que exhibieron un mejor rendimiento

65



y estadisticamente existe una diferencia al emplearse acetona; y la utilizacion de

metanol para la extraccion y posterior determinacion de antocianinas.

Etapa 3. Cuantificacidon de fenoles, flavonoides y antocianinas

Fenoles totales

A continuacion, se muestran los resultados de fenoles obtenidos por el método

espectrofotométrico en cada una de las flores, tallos y hojas de cada salvia se

presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Resultados de fenoles totales en cada salvia y drgano.
Fenoles (mg acido galico/ g muestra BS)

Organo
Especie Flores Tallos Hojas

S. mexicana 87.74 + 2.37 56.66 + 2.37 73.67 £1.05
S. fruticulosa 51.24 + 1.49 59.96 +1.92 75.70 £ 0.96
S. tiliifolia 49.10 + 4.21 2851 +£1.15 80.18 £ 5.87
S. polystachya 75.79 = 3.54 69.08 £ 2.29 74.34 +1.22
S. purpurea 34.86 = 3.50 36.98 £1.76 33.36 £ 1.14
S. microphylla 34.17 + 3.27 30.04 +1.11 51.73 + 1.86
Salvia sp. 84.71 +8.11 32.13+2.16 -

S. amarissima 45.51 + 4.65 33.95+2.15 141.39 + 341
S. leucantha 50.32 + 2.52 29.52 £ 2.31 41.02 + 0.74
S.polystachya2  65.51 + 4.65 34.43 +3.39 69.99 + 1.41
S. hispanica - 32.08 £1.44 54.12 + 4.32
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Los valores que se obtuvieron nos indica que las especies de salvias en general
contienen de 28.51+1.15 a 141.39+3.41 mg acido galico/g correspondiendo a los
tallos de S. tilifolia y hojas de S. amarissima, respectivamente. Analizando la parte
de la planta se observa que en general existe una mayor concentracion de fenoles
en hojas con valores de 33.36+1.14 mg/g en S. purpurea a 141.39£3.41 mg/g de S.
amarissima. Las flores de salvias también sobresalen en cuanto al contenido de
fenoles las especies de S. mexicana, S polystachya, Salvia sp., y S. leucantha
representan la mayor concentracion al ser comparadas con los valores obtenidos
en hojas y tallos. En trabajos previos se han encontrado concentraciones de 22-119
mg EAG/g B.S (Gezek, et al., 2019), y de 13-97mg/g extracto seco (Zengin, et al.,
2018) en diversas especies de salvias estudiadas en previos trabajos, lo cual nos
da una idea de la cantidad de compuestos que se han reportado en otras especies
de salvias de otras regiones del mundo, estos fueron los valores tomados como
referencias ya que no existen publicaciones sobre fenoles de especies de salvias
mexicanas, sin embargo los valores obtenidos coinciden con los rangos de fenoles
publicados previamente. Las flores de Salvia mexicana con 87.74+2.37 mg/g y hojas
de Salvia amarissima con 141.39+3.41 son la que presenta un mayor contenido de

fenoles mg/g.

Los valores obtenidos en tallos de las especies de salvias son menores al
compararlos con hojas y flores, con valores que van de 29.52+2.31 mg/g en S.
hispanica y 69.08+2.29 en S. polystachya, sin embargo, aqui la funcion fisiol6gica
gue tiene el tallo es de soporte de la planta, por lo que la mayor cantidad de su peso
esta constituido principalmente por polisacaridos estructurales, teniendo en cuenta
esta consideracion las concentraciones de fenoles obtenidas en tallos pueden

representar una buena fuente para la obtencion de fenoles.
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Flavonoides totales

La concentracion del total de flavonoides encontrado en cada salvia expresado
como mg de catequina/g de muestra en base seca se pueden observar en la Tabla
11.

Tabla 11. Resultados de fenoles totales en cada salvia y 6rgano

Flavonoides (mg catequina/g muestra BS)

Organo
Especie Flores Tallos Hojas
S. mexicana 39.60+2.82 19.36+1.91 4595+3.21
S. fruticulosa 21.33+1.80 36.82+2.10 61.56 + 3.68
S. tiliifolia 29.49+0.86 16.42 +0.98 46.46+1.01
S. polystachya 50.35+£0.52 41.12+£3.09 48.87 £ 3.66
S. purpurea 24.24 +2.60 9.16 £0.55 20.23+1.87
S. microphylla 17.84+6.39 18.11+1.86 32.43+0.66
Salvia sp. 20.78£1.27 16.69+2.02 0.00+£0.00
S. amarissima 37.87+3.53 24.88+2.02 70.12+1.11
S. leucantha 8.60+0.58 15.45+0.39 2841+1.34
S. polystachya 2 42.05+2.64 17.99+2.05 49.88 £3.25
S. hispanica 0.00+0.00 13.55+0.61 19.50+1.60

Las determinaciones de flavonoides muestran concentraciones que van de
8.60+0.58 a 70.12+1.11 mg catequina/g, en las flores de S. leucantha y en las hojas
de S. amarissima, respectivamente, al igual que en fenoles existe una mayor
concentracion de flavonoides en las hojas y en las flores. Se puede mencionar que
el érgano que presenta un mayor contenido de flavonoides son las hojas de las
salvias. En especies de salvias se han reportado valores de 18 mg catequina/g BS
en S. officinalis (Abdelkader, 2014), de 16-60 mg quercetina/g BS (Bahadori, 2015)
en especies de salvias de Iran, tomando como referencia estos valores
comprobamos que el contenido total de flavonoides determinado en este estudio se

asemeja a valores reportados. Analizando el contenido de fenoles y flavonoides
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observamos que las concentraciones de flavonoides representan mas del 30% de

su totalidad.

Las concentraciones de fenoles y a su vez de flavonoides en las plantas son
sintetizadas en gran cantidad como producto de su metabolismo secundario, su
funcién radica en su participacion en la fisiologia y el metabolismo celular,
morfologia, crecimiento, reproduccion, defensa contra plagas, depredadores, y
procesos germinativos, (Jurado, 2016). Otros participan en funciones de defensa
ante situaciones de estrés y estimulos diversos (hidrico, luminoso, etc.) (Quifiones
et al, 2012). Por lo tanto, las concentraciones de estos compuestos dependen de la
etapa de crecimiento de la planta, asi como las condiciones ambientales. Se
observo que las hojas y flores de las salvias en general tienen un mayor contenido
de estos compuestos. En general la salvia que exhibié un mayor contenido de

fenoles y a su vez de flavonoides fue las hojas de S. amarissima.
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Antocianinas totales

Las antocianinas se determinaron unicamente en las flores debido a que es la Unica
parte de las plantas que se sabe estan presentes estos pigmentos, en un extracto
metanol:agua:acido, la concentracion obtenida expresado como mg cianidin-3-

glucosido/g muestra base seca (mg C3G/g muestra BS) estan en la Grafica 4.

mmg C3G/g muestra BS

S. polystachya 2 mmm 0.19
S. leucantha 1.15
S. amarissima mmm 0.18

Salvia sp IS 0.42

S. microphylla
S. purpurea 1.56
S. polystachya mmeH 0.21
S. tiliifolia  wmm 0.24
S. fructiculosa IS 1.03

S. mexicana NNNIMIImEE— 0.55

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00

Gréfica 4. Concentracion de antocianinas determinadas en flores de salvias.

Las concentraciones determinadas de estos pigmentos son de 0.18+.005 a
3.31+0.29 mg C3G/g. La mayor concentracion corresponde a las flores de S.
microphylla, S. purpurea y S. leucantha, con valores mayores a 1 mg mientras que
en las demas flores las cantidades son inferiores a 0.55 mg una explicacién de los
bajos es debido a que el extracto empleado es un extracto crudo, en el que existe
la presencia de una gran cantidad de otros compuestos como carotenos, clorofilas,
flavonoides, ademas de que se empled la flor en su totalidad, es decir con la parte
de sépalo, parte de la flor que no contiene antocianinas, pero si representa un
porcentaje del peso total de la muestra y al haberse empleado una pequefia
cantidad de muestra para su extraccion estos compuestos no se hayan extraido en

su totalidad, asi como factores propios de las flores, como la etapa de maduracion.
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Etapa 4. Analisis cualitativo de compuestos bioactivos

El andlisis cualitativo se realiz6 con cromatografia en capa fina (CCF), que nos
permitio identificar el perfil de compuestos presentes en las salvias al compararlos
con los estandares de las moléculas que se esperaba encontrar. En cada imagen
en la parte inferior se indica de que 6rgano de la salvia se trata (H: hojas; T: tallos;

F: flores) y en el siguiente rengldn la especie de la que se trata.

Acidos fendlicos

Se realiz6 la identificacion de acido rosmarinico, acido cafeico, acido clorogénico,
de los extractos obtenidos para la cuantificacion de fenoles y flavonoides; para una
mejor identificacion de estos compuestos se utilizé cloruro férrico y DPPH como

revelador de las cromatoplacas que se muestran en las Figuras 28 y 29.

Figura 28. CCF revelada con FeCls para la identificacion de &cido rosmarinico y cafeico en cada muestra de
salvia.

AC: &cido cafeico; AR: acido rosmarinico; MEX: S. mexicana; FRU: S. fruticulosa; TIO: S. tiliifolia; POL: S.
polystachya; PUR: S. purpurea; MIR: S. microphylla; SP: Salvia sp.; AMA: S. amarissima; LEU: S. leucantha;
POL2: S. polystachya 2; HIS: S. hispanica. H: hojas; T: tallos; F: flores. Fase movil: Cloroformo:Acetato de
Etilo:Acetona:Acido férmico (40:30:20:10)
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MEX FRU TIO POL PUR MIR AMA LEU POL2 SP HIS

Figura 29. CCF revelada con DPPH para la identificacion de acido rosmarinico, cafeico y clorogénico en cada
muestra de salvia
AC: acido cafeico; AR: &cido rosmarinico; ACI: acido clorogénico; MEX: S. mexicana; FRU: S. fruticulosa; TIO:
S. tiliifolia; POL: S. polystachya; PUR: S. purpurea; MIR: S. microphylla; SP: Salvia sp.; AMA: S. amarissima;
LEU: S. leucantha; POL2: S. polystachya 2; HIS: S. hispanica. H: hojas; T: tallos; F: flores. Fase movil:
Cloroformo:Acetato de Etilo:Acetona:Acido formico (40:30:20:10)

En las Figuras 28 y 29 se muestran las cromatografias en capa fina se observa que
se logro identificar el &cido rosmarinico en la mayoria de los extractos de cada parte
de las salvias, el factor de retencion (Rf) de este compuesto fue de 0.65 (Tabla 12)
gue es muy similar a lo reportado por la literatura de 0.6 (Islas, 2013). Las flores y
hojas de la mayoria de las especies son las que presentan una mayor intensidad,
de modo que indica una mayor concentracion de este compuesto. Este 4cido es el
mayor componente identificado en muestras de salvias (Hamdy, et al., 2013; Kocak,
et al., 2016; Zengin, et al.,2018); por lo tanto, se comprobé la presencia de este

compuesto caracteristico.

En cuanto al acido cafeico se observa un menor nimero de muestras en que se
pudo identificar, en especies como S. mexicana, S. polystachyay S. tiliifolia se logra
identificar mas claramente, no obstante, se observa una notable disminucion de la
intensidad de la mancha del compuesto con respecto al acido rosmarinico, lo cual
nos sugiere una menor concentracion. Ademas de poder identificar estos
compuestos en la Figura 29 que esta revelada con DPPH se puede ver que el

extracto posee capacidad antioxidante.

72



Figura 30. CCF revelada con FeCls para la identificacion de acido clorogénico en cada muestra de salvia.
ACI: &cido clorogénico; MEX: S. mexicana; FRU: S. fruticulosa; TIO: S. tiliifolia; POL: S. polystachya; PUR: S.
purpurea; MIR: S. microphylla; SP: Salvia sp.; AMA: S. amarissima; LEU: S. leucantha; POL2: S. polystachya

2; HIS: S. hispéanica. H: hojas; T: tallos; F: flores. Acetato de etilo: H20: acido acético (3:2:1)

El &cido clorogénico se logra identificar en la CCF de la Figura 30 de manera clara
en la mayoria de las salvias, las que presentan una mayor intensidad son S.
hispanica; S. polystachya y S. microphylla. Estos compuestos también han sido
identificados en otras muestras de salvias, sin embargo, no es un compuesto tan
caracteristico de las salvias como los son los derivados del acido cafeico y la
concentracion de este es notablemente menor. (Hamdy, et al., 2013; Kocak, et al.,
2016).

Tabla 12. Valores de Rf obtenidos experimentalmente en la deteccién de acidos fendlicos

Compuesto Rf
Acido rosmarinico 2 0.65
Acido cafeico @ 0.71
Acido clorogénico ? 0.60

Fase movil: 2 Cloroformo:Acetato de Etilo:Acetona:Acido formico (40:30:20:10); ); P Acetato de etilo: H20:
acido acético (3:2:1).

En la Tabla 13 se muestra en cuales especies y 6érgano de cada salvia se logro la

identificacion de cada uno de los acidos fendlicos.
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Tabla 13. Compuestos de acidos fendlicos identificados por CCF en cada érgano y especie de salvia.

Salvia/Parte

Acido rosmarinico?® Acido cafeico? Acido clorogénico®

S. mexicana

Hojas
Tallos
Flores

*kk

**

*k%k

**

*k%k

S. fruticulosa

Hojas
Tallos
Flores

*k%k

*%*

*k%k

*%*

*k%

*k%k

**

**

S. tiliifolia

Hojas
Tallos
Flores

**

**

**

n.i
*%

*k%k

S. polystachya

Hojas
Tallos
Flores

*kk

*kk

*kk

*%*

*k%k

*k%k

S. purpurea

Hojas
Tallos
Flores

**

**

k%%

**

*%

S. microphylla

Hojas
Tallos
Flores

k%%

*%*

*%

Salvia sp.

Hojas
Tallos

*kk

*kk

n.i

*k%k

S. amarissima

Hojas
Tallos
Flores

*kk

**

n.i

**%x

S. leucantha

Hojas
Tallos
Flores

*k%k

n.i

n.i

**

n.i
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Tabla 13. Continuacion
Salvia/Parte  Acido rosmarinico Acido cafeico Acido clorogénico
S. polystachya 2

HO]aS *%k% *% *%k%

Tallos ok n.i *x

Flores el * *
S. hispanica

Hojas * n.i Fxk

Tallos * n.i n.i

Fase movil: 2 Cloroformo:Acetato de Etilo:Acetona:Acido formico (40:30:20:10); P Acetato de etilo: H20: acido
acético (3:2:1)

*Baja intensidad, **Moderada intensidad, ***Alta intensidad de las manchas del compuesto; n.i: no
identificado.

Flavonoides

Los flavonoides que se determinaron por CCF, fueron quercetina, luteolina,
kaempferol, rutina, son solo algunos de los que se han reportado como compuestos
presentes en especies de salvias. Las cromatoplacas fueron reveladas con cloruro
férrico para lograr una mejor identificacion. Las Figuras 31y 32 muestran lo obtenido

de estos compuestos bioactivos.

' Kaemferol

"' Quercetina
i
:
% |t
-
X
&
£

Luteolina

debo o

MEX FRU TIo POL PUR MIR Sp AMA LEU POL2 HIS

Figura 31. CCF para la identificacion de quercetina, luteolina, kaemepferol en cada muestra de salvia.

Q: quercetina; L: luteolina; K: kaemperol; MEX: S. mexicana; FRU: S. fruticulosa; TIO: S. tiliifolia; POL: S.
polystachya; PUR: S. purpurea; MIR: S. microphylla; SP: Salvia sp.; AMA: S. amarissima; LEU: S. leucantha;
POL2: S. polystachya 2; HIS: S. hispanica; H: hojas; T: tallos; F: flores. Fase movil: Acetato de Etilo:Acido
acético:Acido formico:H20:Tolueno (100:10:10:25:20:30)
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Luteolina y quercetina son los dos flavonoides que se pudieron observar con mayor
claridad en las muestras por CCF (Figura, 31), quercetina es el flavonoide con
mayor distribucion dentro de las muestras analizadas, las flores de S. fruticulosa
sobresale en el contenido de quercetina seguido de las hojas de S. microphyllay S.
leucantha, por presentar una mayor intensidad de la mancha, S. polystachya y S.
tilifolia fueron las que sugieren un mayor contenido de luteolina en hojas, tallos y
flores.

Kaempferol fue dificil de identificar en las muestras estudiadas, se logra identificar
ligeramente en las hojas de S. amarissima y S. polystachya, este flavonoide si se
ha logrado identificar en pequefias concentraciones en algunas muestras de salvias
en trabajos previos por medio de HPLC, método que presenta una mayor
sensibilidad, ademas de que gran parte de los flavonoides identificados en salvias
en la literatura corresponde a flavonoides glicosilados (Kocak, et al., 2016) y en esta
CCF solo se realiz6 la identificacion de los flavonoides en su forma libre, para la
identificacion de los flavonoides glicosilados es necesario un nuevo sistema de
elucion y estandares de referencia como el trabajo reportado por Jesionek, et al.,
2015.

Figura 32. CCF revelada con FeClI3 para la identificacién de rutina en cada muestra de salvia.
R: rutina; L: luteolina; MEX: S. mexicana; FRU: S. fruticulosa; TIO: S. tiliifolia; POL: S. polystachya; PUR: S.
purpurea; MIR: S. microphylla; SP: Salvia sp.; AMA: S. amarissima; LEU: S. leucantha; POL2: S. polystachya
2; HIS: S. hispanica; H: hojas; T: tallos; F: flores. Fase movil: Acetato de Etilo:Acido acético:Acido férmico:H20
(100:10:10:25:20)
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Para el caso de rutina fue uno de los que menos se logr6 identificar por CCF (Figura
32), las flores de la Salvia sp. y hojas de S. polystachya son las que presentan una
mayor separacion y se logra identificar un compuesto al mismo Rf de la referencia
de rutina, la baja identificacion de este flavonoide coincide con el trabajo de Kocak,
et al, 2016, en el que no fue posible la identificacion de este flavonoide en una

muestra de S. cadmica. Asi como en el trabajo de Zengin, et al., 2018.

Cada uno de los flavonoides que se buscaron en las salvias fue corroborado con el

Rf de los estandares, los valores calculados se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Valores de Rf obtenidos experimentalmente en la deteccidn de flavonoides.

Compuesto Rf
Quercetina 2 0.51
Luteolina @ 0.40
Kaempferol @ 0.62
Rutina P 0.44

Fase movil: 2 Acetato de Etilo:Acido acético:Acido férmico:H20:Tolueno (100:10:10:25:20:30);  Acetato de
Etilo:Acido acético:Acido formico:H20 (100:10:10:25:20).

Si comparamos la cantidad de compuestos que se pudieron identificar de acidos
fendlicos y flavonoides por CCF observamos que fueron identificados més acidos
gue flavonoides. Esto debido a que los acidos fenélicos identificados se encuentran
en mayores concentraciones en las muestras de salvias que los flavonoides, aunado
a que la mayoria de los flavonoides que se han logrado identificar en muestras de
salvias se encuentran glicosilados. El resumen de cada uno de estos compuestos

identificados se muestra en la Tabla 15.
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Tabla 15. Compuestos de flavonoides identificados en cada especie y 6rgano de salvias.

Salvia/Parte Quercetina? Luteolina? Kaempferol2 Rutina®

S. mexicana

Hojas Nn.i ** n.i n.i

Tallos n.i * n.i n.i

Flores * *x n.i n.i
S. fruticulosa

Hojas * Nn.i Nn.i *

Tallos * n.i n.i n.i

Flores *x * n.i n.i

S. tiliifolia

Hojas * Nn.i n.i n.i

Tallos * *x n.i n.i

Flores * n.i n.i n.i
S. polystachya

Hojas * *% * *

Tallos n.i n.i n.i n.i

Flores n.i n.i n.i n.i

S. purpurea

Hojas * n.i n.i n.i

Tallos * n.i n.i n.i

Flores * n.i n.i n.i
S. microphylla

Hojas o o n.i n.i

Tallos * n.i * n.i

Flores n.i n.i n.i n.i

Salvia sp.

Hojas Nn.i * n.i n.i

Tallos * n.i n.i n.i
S. amarissima

Hojas Nn.i n.i * n.i

Tallos n.i n.i n.i *k

Flores n.i n.i n.i *
S. leucantha

Hojas ** n.i * n.i

Tallos n.i n.i n.i n.i

Flores * n.i n.i n.i




Tabla 15. Continuacion

Salvia/Parte Quercetina Luteolina Kaempferol Rutina
S. polystachya 2

Hojas * * Nn.i *

Tallos n.i n.i n.i n.i

Flores * *x n.i n.i
S. hispanica

Hojas Nn.i n.i Nn.i o

Tallos n.i n.i n.i n.i

Fase movil: @ Acetato de EtiIo:Acido acético:,f&cido formico:H20:Tolueno (100:10:10:25:20:30); P Acetato de
Etilo:Acido acético:Acido férmico:H20 (100:10:10:25:20).

*Baja intensidad, **Moderada intensidad, ***Alta intensidad de las manchas del compuesto; n.i: no
identificado.

Antocianinas

El extracto de metanol obtenido de antocianinas fue el empleado en CCF para
elucidar el perfil de antocianinas que tiene las flores de las salvias estudiadas, el
extracto crudo fue el que se empled y no fue necesario revelar esta placa debido a
que estos compuestos ya presentan su color caracteristico y se puede observar la

separacion en las diferentes antocianinas de cada muestra.

En la Figura 33 se puede observar el perfil de las antocianinas de las muestras de
salvias, para su identificacion se empled Unicamente los extractos de las flores,
debido a que es poca la disponibilidad de estandares de antocianinas, aunado a
gue en cada muestra existe una gran diversidad de antocianas glicosiladas, aciladas
con una gran cantidad de posibles moléculas. Lo que se utiliz6 para poder
identificarlas fue la coloracion de las manchas y el Rf de las mismas, ya que se logra
diferenciar entre antocianinas glicosilas y aciladas por el valor del factor de retencion
segun lo reportado por Fernandez en 2014. Se observa que en la mayoria de las
salvias hay coloraciones moradas y azules que son caracteristicas de cianidina,
malvidina y delfinidina, respectivamente. (Haque, et al., 1981). En S. microphylla es
la Unica en la que se observan antocianinas con tonalidades rojas. Segun lo

reportado para antocianinas por Fernandez en 2014, el Rf de estos compuestos
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indica que se tratan de antocianinas aciladas que tienen un Rf menor a 0.52, lo que
indica que para todas las antocianinas elucidadas en las salvias corresponde a este
grupo. En CCF en la parte superior quedan los compuestos con un peso molecular
menor, pues al ser mas pequefias eluyen con mayor facilidad, y en este caso al
tratarse de antocianinas aciladas que generalmente son glicosiladas, son moléculas
con un alto peso molecular por lo que se quedan en la parte media o inferior de la
placa.

N
N -

.
WN -
WN =
N =
N

MEX FRU TIO POL PUR MIR POL2 SP AMA LEU

Figura 33. CCF de antocianinas en flores de salvias.

MEX: S. mexicana; FRU: S. fruticulosa; TIO: S. tiliifolia; POL: S. polystachya; PUR: S. purpurea; MIR: S.
microphylla; SP: Salvia sp.; AMA: S. amarissima; LEU: S. leucantha; POL2: S. polystachya 2; HIS: S.
hispénica. Fase mavil: Butanol:Acido acético:H20 (6:1:3). *Los nimeros indican el nimero de antocianinas
que se logran identificar en cada muestra de flores.

Terpenos y esteroles

Se realiz6 la identificacion de algunos los componentes mayoritarios reportados en
trabajos previos del extracto metanol:diclorometano; las moléculas que se
identificaron por CCF fueron, acido ursdlico, acido oleandlico, 3-amirina del grupo

de terpenos y de esteroles Unicamente se identific6 estigmasterol. Las
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cromatoplacas fueron reveladas con anisaldehido para lograr un mejor contraste en

la identificacion de los compuestos.

Los resultados del analisis fitoquimico de terpenos y esteroles por CCF se observan
en la Figura 34, se identificaron acido ursolico y su isémero el acido oleandlico,
compuestos muy caracteristicos de la familia Lamiaceae y por lo tanto de las salvias,
estos acidos y fueron los de mayor concentracion en el trabajo Kontogianni, et al.,
2013 en muestra de S. officinalis. En esta CCF se logro identificar la presencia de
estos compuestos en todas las muestras de salvias analizadas, coincidiendo con el
trabajo de Islas en 2013, con muestras de salvias de México, un buen nimero de
las de especies presentan una intensidad mayor de la mancha en tallos y hojas, lo
cual sugiere una mayor concentracion en estos érganos de las salvias. De igual
manera Argumedo y colaboradores en 2003, ha reportado la presencia de acido
oleandlico en S. mexicana en concentraciones considerables en relacion con la

presencia de otros terpenos.
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Figura 34. CCF para la identificacion de terpenos y esteroles presentes en muestras de salvias.
Terpenos: a: Acido oleandlico: b: Acido ursdlico; c: B-amirina Esteroles:d: B-sitoesterol ; MEX: S. mexicana;
FRU: S. fruticulosa; TIO: S. tiliifolia; POL: S. polystachya; PUR: S. purpurea; MIR: S. microphylla; SP: Salvia

sp.; AMA: S. amarissima; LEU: S. leucantha; POL2: S. polystachya 2; HIS: S. hispanica. H: hojas; T: tallos; F:
flores. Fase movil: Hexano:Acetato de etilo (7:3) con gotas de acido acético.
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Con respecto a 3-amirina este compuesto se logroé identificar de forma clara en la
mayoria de las especies, en S. fruticulosa, S. purpurea, S. microphylla y S.
amarissima se observa una mayor intensidad en la mancha. En el trabajo de Cuevas

de 2018, ese logro identificar este compuesto en S. purpurea por CCF.

El acido betulinico en el sistema de elucién empleado no logré ser identificado ya
gue presenta un Rf igual al del estigmasterol (Tabla 16), ahora bien, en la literatura
no se menciona la presencia de este compuesto en muestra de S. officinalis, en
HPLC por Kontogianni con lo que asumimos que este compuesto no es comun en
salvias, considerando esto asumimos que el compuesto con ese Rf corresponde al

esterol.

Por lo tanto, para el caso de los esteroles se logré identificar estigmasterol en todas
las salvias analizadas, las hojas S. polystachya aparenta una mayor concentracion
debido a la intensidad de la mancha, y si se compara la intensidad de esta especie
con sus tallos y flores la tendencia es hojas>flores>tallos, y en las demas especies
se observa la misma intensidad en los tres 6rganos. Se ha reportado la presencia
de este compuesto en S. mexicana, y S. leucanthay al perteneces a la misma familia

de plantas se espera una composicion similar (Argumedo, 2003 y Cely, 2014).

Tabla 16. Rf obtenidos experimentales en la identificacion de terpenos y esteroles.

Compuesto Rf
Acido ursolico 0.41
Acido oleanolico 0.29
B-amirina 0.62
Acido betulinico 0.46
Estigmasterol 0.46

Fase movil: Hexano:Acetato de etilo (7:3) con gotas de acido acético.

En esta fraccion del extracto de Diclorometano:MeOH se logra apreciar la presencia
de mas compuestos, que no fue posible identificar por no contar con mas

estandares, pero se logra evidenciar que existen un buen nimero de compuestos
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pertenecientes al grupo de esteroles y terpenos, en la Tabla 17 se observa un
resumen de todos los compuestos identificados. Un estudio fitoquimico realizado a
la especie Salvia leucantha dio como resultado la identificacién de triterpenoides
como acetato de lupeol, a-amirina, acetato de a-amirina y y-sitosterol, indicando que
esta especie, al igual que otras del mismo género y familia, son ricas en triterpenos
(Cely, 2014). En un trabajo publicado por Wu en 2012 sobre la composicién de
fitoquimicos en salvias muestra que se han logrado identificar cerca de 550 terpenos
y esteroles en este grupo de plantas, lo cual nos da una idea de la riqueza de su

composicion, responsables de un gran niumero de efecto farmacoldgicos.

Tabla 17. Compuestos de terpenos y esteroles identificados en cada especie y 6rgano de salvias
Acido ursolico

Salvia/Parte o o B-amirina Estigmasterol
Acido oleandlico
S. mexicana
Hojas *k*k * *%
Tallos ** * o
Flores *k%k * *%
S. fruticulosa
HOjaS *%k*% *%k% *%
Ta”os *%% *% *%
Flores Fkk * *
S. tiliifolia
Hojas *%% * *%
Tallos *rk n.i b
Flores fai * *k
S. polystachya
Hojas *%k*% * *
Ta”os *%% * *%
Flores *%% *% *%
S. purpurea
HO]aS *%k% *% *%%
Ta”OS *%k% * *%
Flores *%k% * *%
S. microphylla
HOjaS *%k% *%k% *%
Tallos *%k% *% *
Flores *k n.i *
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Tabla 17. (Continuacion)

Acido ursolico

Salvia/Parte o s B-amirina Estigmasterol
Acido oleanélico
Salvia sp.

Hojas *%k*%k * *%*
Ta”os *%k*% * *%

S. amarissima
Hojas *%k*%k *%* *
Ta”os *%k*% *% *%
Flores *%k*%k *%k%k *%*

S. leucantha
Hojas rxk Nn.i *
Ta”os *%k*%k * *%
Flores o n.i b

S. polystachya 2

Hojas *rx n.i *
Tallos o n.i *
Flores *%k*k * *%

S. hispanica
Hojas *k * *k
Tallos x* * x*

Fase movil: Hexano:Acetato de etilo (7:3) con gotas de &cido acético.

*Baja intensidad, **Moderada intensidad, ***Alta intensidad de las manchas del compuesto; n.i: no
identificado.

Carotenos

De la misma CCF elaborada para terpenos y esteroles, antes de ser revelada e
inmediatamente después de ser eluida se logrd apreciar carotenos presentes en las
muestras, pues la extraccion con metanol: diclorometano también se extraen estos
componentes al ser compuestos no polares. Fue muy importante el observarlos
inmediatamente después de la elucion, debido a que son compuestos muy sensibles
a la luz, y al estar en contacto con ella se descomponen perdiendo el color
caracteristico que permite identificar de qué tipo de caroteno, juntamente con el Rf
(Tabla 18). En la Figura 35 y 36 se logra apreciar la fotografia de la CCF que permite

observar los carotenos observados en las muestras.
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MEX FRU Tio POL PUR

Figura 35. CCF para la identificacién de carotenos presentes en muestras de salvias
MEX: S. mexicana; FRU: S. fruticulosa; TIO: S. tilifolia; POL: S. polystachya; H: hojas; T: tallos; F: flores. Fase
movil: Hexano:Acetato de etilo (7:3) con gotas de acido acético.

H I E T F H T F H T F H T F H T
MIR SP AMA LEU POL2 HIS

Figura 36. CCF para la identificacion de carotenos presentes en muestras de salvias
PUR: S. purpurea; MIR: S. microphylla; SP: Salvia sp.; AMA: S. amarissima; LEU: S. leucantha; POL2: S.
polystachya 2; HIS: S. hispanica; H: hojas; T: tallos; F: flores. Fase movil: Hexano:Acetato de etilo (7:3) con
gotas de &cido acético.

85



Tabla 18. Rf experimentales y reportados de carotenos.
Compuesto Rf experimental Rfreportado Referencia

0.96 0.97 Yuangsoi, 2008;
-caroteno ' Hayashi, 2003
Zeaxantina 0.17 - -
Luteina 0.35 0.36 Hayashi, 2003

Fase movil: Hexano:Acetato de etilo (7:3) con gotas de acido acético.
*Baja intensidad, **Moderada intensidad, ***Alta intensidad de las manchas del compuesto; n.i: no

identificado.

Se lograron observar dos carotenos de color amarillo correspondientes a -caroteno
y zeaxantina, el primero se ubica en la parte superior de la CCF mientras que el
segundo se observa en la zona inferior. El [(-caroteno se logra observar
principalmente en las hojas, y seguido en las flores, los tallos de Salvia sp. es la
Gnica muestra en la que se observa. Zeaxantina se logra observar en todas las
muestras de salvias, pero se observa una mayor intensidad de la mancha en hojas.
Luteina fue el caroteno que se logro identificar Unicamente en una especie en S.

fruticulosa, mayoritariamente en hojas, flores y por dltimo tallos.

Los tres carotenos se han reportado en hojas de S. officinalis en el trabajo de Daly,
2010, las concentraciones de [-caroteno fueron superiores a la mezcla de
luteina+zeaxantina. Cada caroteno identificado en cada muestra se muestra en la
Tabla 19.

Tabla 19. Carotenos identificados en cada muestra de salvia

Salvia/Parte B-caroteno Zeaxantina Luteina

S. mexicana

Hojas * ok n.i

Tallos n.i * n.i

Flores n.i * n.i
S. fruticulosa

Hojas * n.i Fxk

Tallos n.i * *k

Flores n.i n.i ok
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Tabla 19. Continuacion

Salvia/Parte B-caroteno Zeaxantina Luteina
S. tiliifolia
Hojas Frx * n.i
Tallos o * n.i
Flores o * n.i
S. polystachya
Hojas * * Nn.i
Tallos n.i * n.i
Flores n.i * n.i
S. purpurea
Hojas * ko n.i
Tallos n.i ** n.i
Flores n.i * n.i
S. microphylla
Hojas * ko n.i
Tallos n.i * n.i
Flores n.i * n.i
Salvia sp.
Hojas * * Nn.i
Tallos n.i * n.i
S. amarissima
Hojas rxk kk Nn.i
Tallos n.i * n.i
Flores n.i * n.i
S. leucantha
Hojas * * n.i
Tallos n.i * n.i
Flores * * n.i
S. polystachya 2
Hojas * kk Nn.i
Tallos n.i * n.i
Flores * * n.i
S. hispanica
Hojas * ok n.i
Tallos n.i * n.i

Fase movil: Hexano:Acetato de etilo (7:3) con gotas de acido acético.
*Baja intensidad, **Moderada intensidad, ***Alta intensidad de las manchas del compuesto; n.i: no

identificado.



Como se pudo observar la cromatografia en capa fina es una técnica facil que nos
permite identificar de una manera cualitativa el perfil de fitoquimicos presente en
salvias. Los compuestos que se lograron identificar en la mayoria de las muestras
fueron acidos fendlicos: 4cido rosmarinico, acido clorogenico; flavonoides: el
mayoritario fue Unicamente luteolina; terpenos: acido ursolico/acido oleandlico y -
amirina, y finalmente un esterol: estigmasterol. Mientras que en las antocininas la
CCF sugiere que en su mayoria se trata de antocianinas aciladas y que son
derivados de pelargonidina, definidina, malvidina y cianidina. Y de carotenos el

mayoritario fue Zeaxantina.

Etapa 5. Cuantificacion de &cido rosmarinico en salvias por HPLC
Preparacion de muestras

La semipurificacion de la muestra de flores de S. mexicana realizando extracciones
liquido-liquido con acetato de etilo y hexano, permiti6 una mejor separacion
logrando una identificacién de los compuestos y una posible cuantificacion (Figura,
37).
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Figura 37. Cromatograma de HPLC a 320 nm del extracto semipurificado de flores de S. mexicana
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Adicionalmente una de las ventajas de esta metodologia es que al obtenerse 3 fracciones:
acuosa, de hexano y de acetato de etilo, cada una de estas se enriquece en ciertos

compuestos, esto se aprecia en la Figura 38.
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Figura 38. Fracciones y compuestos de la extraccion liquido-liquido.

Ademas, si se parte de una muestra de flores la fraccidbn acuosa se enriquece
ademas en antocianinas, ya que son compuestos hidrosolubles, sin embargo, para

conservarlos es necesario mantener un pH acido.

Obtencion del estandar de acido rosmarinico

Se logré obtener 3.41 mg de acido rosmarinico a partir de un extracto de romero
residual de la extraccion de aceite esencial por medio de una cromatografia en capa
fina preparativa. Este compuesto se empled6 como estandar al comprobarse la
identidad del compuesto y la pureza por medio de HPLC masas, la pureza obtenida
fue de 96 % y la masa molecular fue de 360 g/mol (Linares, 2011), mientras que el
tiempo de retencion experimental de 21.8 min. concuerda con el reportado para este
acido de 22.8 min. por Fotovvat, 2018; el cromatograma obtenido fue el de la Figura
39.
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Figura 39. Cromatograma HPLC masas del estandar de acido rosmarinico.

Con este compuesto se elabor6 la curva patron de acido rosmarinico empleada para
la cuantificacion en salvias. La ecuacion obtenida fue y = 2 x 107x + 3 x 10%;7r2 =
0.9765.

Cuantificacién de acido rosmarinico en muestras de salvias

Las nueve muestras de salvias a las que se le cuantificdé el contenido de acido
rosmarinico se muestran en la Tabla 20. Estas muestras fueron elegidas por tener
un alto contenido de fenoles, se eligieron a S. polystachya por ser la especie que
presentd contenido interesante de fenoles en sus tres drganos, mientras que se
eligieron otras dos muestras que presentaran un contenido elevado de fenoles en
cada oOrgano, esto con el fin de tener un total de tres determinaciones de acido

rosmarinico en hojas, tallos y flores de salvias.

Tabla 20. Muestras de salvias analizadas por HPLC

Muestra Organo Muestra Organo
S. polystachya Flores Salvia sp. Flores
S. polystachya Tallos S. mexicana Flores
S. polystachya Hojas S. fruticulosa Tallos
S. amarissima Hojas S. purpurea Tallos
S. fruticulosa Hojas
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Los resultados se obtuvieron con la ecuacion de la curva patron de &cido
rosmarinico (AR) en cada una de las muestras, y se expresaron de 2 diferentes
maneras con respecto al contenido de AR en el extracto concentrado de acetato de
etilo (EC), como mg de AR/mg EC, Grafica 5, el otro resultado fue respecto al
contenido de AR en la muestra en base seca como mg de AR/g de muestra BS,

Gréafica 6.
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Gréafica 5. Contenido de acido rosmarinico en extracto concentrado de salvias

La cuantificacion de acido rosmarinico con respecto a la cantidad de concentrado
de acetato de etilo se observa que los tallos de S. polystachya es la que presenta
una mayor cantidad con 0.879 mg AR/mg EC, lo cual representa que el acido
rosmarinico equivale al 88% del total del concentrado de la muestra, seguido de las
flores de S. mexicana con 0.750 y de 0.582 mg AR/mg de las hojas de S.
amarissima, es decir aqui se observa que existe un mayor contenido de AR en el
siguiente orden tallos>flores>hojas. Al observar los tres érganos de S. polystachya

observamos que esta tendencia se conserva.
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Grafica 6. Contenido de acido rosmarinico en muestras de salvias

Ahora bien, al observar y analizar la Grafica 6 en el que los resultados estan
expresados como mg de AR/g de muestra BS, observamos que la tendencia
cambia, hay un mayor contenido en las flores de S. polystachya con 26.98 mg/g y
S. mexicana seguido de las hojas de S. amarissima, con 26.91 y 23 mg/g,
respectivamente, es decir que al considerar la masa de salvia de la que se parte
para poder preparar el extracto, se demuestra que hay un mayor contenido en las
flores, esto como resultado de como se menciond en la determinacion de fenoles,

en los tallos hay un gran porcentaje de masa que corresponde a tejido de soporte.

En este caso al observar el contenido de AR en los tres érganos de S. polystachya
se observa que la tendencia es la siguiente: flores>tallos>hojas. Previos trabajos
indican que el contenido de AR en muestras de partes aéreas y hojas S. officinalis
estan en un rango de 5.5 a 39.3 mg/g extracto seco, dependiendo del método de
extraccién y sitio de colecta (Fotovvat, 2019) ademas, mientras que el trabajo de
Shan, 2005 reporta 21.86 mg de AR/g muestra BS; los resultados obtenidos en
estas especies mexicanas de salvias entran dentro del rango de concentraciones

obtenidas en muestras de S. officinalis.

Al comparar los resultados con los valores de fenoles determinados (Tabla 10) se

observa que se obtuvo resultados contrarios a lo esperado, ya que se esperaba que
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las hojas de S. amarissima resultara con el mayor contenido de acido rosmarinico
al ser la muestra con el mayor contenido de mg de acido géalico/g muestra, esto
como posible consecuencia de que las hojas de las salvias presentaron un

contenido elevado de flavonoides.

El método utilizado para la semipurificacion y cuantificacion de AR fue eficiente ya
que permite enriguecer en mas del 60% el extracto en contenido de este compuesto,
esto se puede observar en los cromatogramas de cada una de las muestras
cuantificadas de salvias. (Anexo V).

Los datos obtenidos demuestran que existe una mayor concentracion de acido
rosmarinico en flores y tallos. En un trabajo publicado por Li en 2015 se observa
gue existe un mayor contenido de AR en flores que en hojas de S. officinalis, esta

tendencia fue corroborada en este trabajo.

Etapa 6. Evaluacion del mejor método de extraccion de acido
rosmarinico

En esta etapa ya no fue posible seguir trabajando con muestras de salvias
mexicanas, porque son especies gue no se consumen, por lo tanto se empleé como
muestra, romero ya que es una especie comestible, de facil adquisiciéon y con un
alto contenido de &cido rosmarinico con el fin de en la siguiente etapa emplearlo
para una aplicacion en alimentos. La extraccion de acido rosmarinico se
experimentd en hojas de romero residual de la extraccion de aceite esencial, esto
tuvo como ventaja la presencia de trabajar con una muestra con un menor contenido
de compuestos volatiles, significando una muestra con un menor numero de
compuestos que facilitan la preparacion y obtencion de extractos ricos en acido
rosmarinico, ademas de la utilizacion de un residuo para la obtencion de un

subproducto con mayor valor agregado.

Los 6 métodos que se probaron y las caracteristicas de la semipurificacion se

observan en la Tabla 8. Estos métodos fueron determinados segun los resultados
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obtenidos en la cuantificacion de &cido rosmarinico en las muestras de salvias
juntamente con la metodologia reportada por Pires, 2018 para el método en el que
realizan extracciones liquido-liquido, ademas las extracciones con agua caliente
también han sido reportadas como un buen método para la extraccion de AR en
muestras de romero, segun lo mencionado en la patente ES 2 285 714 T3 Alimentos
y bebidas que contienen antocianinas estabilizadas por extractos vegetales de

Naturex Inc.

Los resultados se expresan como mg &cido rosmarinico/mg extracto concentrado
rico en acido rosmarinico (mg AR/ mg ECAR) asi como mg AR/ 100 g de romero BS
en la Tabla 21.

Tabla 21. Concentracion de acido rosmarinico en los 6 métodos probados.

Método mg AR/ mg ECAR mg AR/ 100 g
romero
1: H20/lig-lig/AcEt 0.30 293.38
2: H20/sol-lig/EtOH 0.19 448.52
3: H20O/sol-lig/AcEt 0.14 488.06
4: Acet/lig-lig/AcEt 0.32 729.39
5: Acet/sol-lig/EtOH 0.10 601.68
6: Acet/sol-lig/AcEt 0.15 602.21

De los seis métodos de la extraccion de acido rosmarinico en romero obtenemos
que se favorece la utilizando una mezcla de acetona:agua como disolvente en
comparacion con el agua caliente al obtenerse mayores concentraciones con el
extracto preparado con acetona:agua, esto concuerda con el trabajo de Sun, 2005;
en el que menciona que un extracto de acetona-agua contiene concentraciones
mayores de AR en muestra de romero. Con respecto al método de semipurificacion
se observa que para el extracto de agua se favorece la obtencién de un extracto
rico en AR utilizando una extraccion solido-liquido mientras que con el extracto

obtenido de acetona hay un mayor rendimiento con una extraccion liquido-liquido.

Ahora bien, si nos centramos en la extraccion sdlido-liquido observamos que para
ambos métodos de extraccion hay un ligero mayor recobro del AR adsorbido en la

superficie de la resina Amberlite al utilizar acetato de etilo que con etanol. El método
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con el que se obtiene el concentrado con un mayor contenido de AR es al emplearse
una extraccion solido-liquido y una desabsorcion con acetato de etilo es mas
efectiva, al obtener 488.06 mg AR/100 g muestra en el extracto a partir de agua,
mientras que del extracto con acetona se obtiene una mayor cantidad al emplear la
extraccion liquido-liquido con 729.39 mg AR/100 g de muestra.

Si comparamos la presencia de impurezas en los 6 extractos obtenidos de cada
método, por medio de los cromatogramas de las Figuras 40 y 41, podemos observar
que los 2 métodos con mayor concentracién Figuras 40 (H20/sol-lig/AcEt) y 41
(Acet/lig-lig/AcEt) presentan una menor presencia de impurezas notandolo como un

menor nimero de picos.
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Figura 40. Cromatograma de HPLC a 320 nm de extractos concentrados enriquecidos en acido
rosmarinico a partir de extracto de aaua
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Figura 41. Cromatogramas de HPLC a 320 nm de extractos concentrados enriquecidos en acido rosmarinico a
partir del extracto de acetona

Retomando lo mas importante de esta etapa es que existe una mayor extraccion de
AR al emplear acetona:agua y que el acetato de etilo es el disolvente que permite
una mayor recuperacion del compuesto de interés, tanto en la extraccion liquido-
liquido, asi como en la soélido-liquido; sin olvidar que esta metodologia fue probada
en residuos de romero usado para la obtencién de aceite esencial, demostrando
qgue el residuo aun es rico en AR, y es posible la obtencién de un producto con

mayor valor agregado.

Asimismo, después de determinar cuéles fueron los mejores métodos de extraccion
en romero residual de la extraccion de aceite esencial se realizaron estas

metodologias pero ahora con romero comercial seco, en el que se esperaba obtener
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una mayor concentracion de acido rosmarinico, ya que en la muestra anterior, al
haber sido sometida a una destilacion por arrastre de vapor para la obtencion de
aceite esencial el AR es extraido en la fraccion acuosa empleada, se comprobé la

presencia de AR en el agua residual de este proceso por CCF.

Las dos metodologias elegidas que se probaron en la muestra comercial de romero
fueron las que presenté una mayor concentracion de AR en cada extracto de agua
y acetona, es decir, H,O/sol-lig/AcEt y Acet/lig-lig/AcEt, los resultados se pueden ver en
la Tabla 22.

Tabla 22. Concentraciones de acido rosmarinico obtenidas en muestra de romero comercial

m % AR
Método AR/%g mg AR/1009 | (o AR100
romero
ECAR romero)
H20/sol-lig/ACcEt 0.32 887.96 0.89
Acet/lig-lig/AcEt 0.55 1809.31 1.81

Los datos obtenidos de AR ahora empleando romero comercial como muestra
exhibe mayores concentraciones de AR por ambos métodos empleados al
compararse con los resultados obtenidos con el romero residual, la concentraciéon
de mg AR/mg ECAR es de un 56 % mas para el de agua y de 41 % mas del método
de extraccidn con acetona, esto concuerda con lo sefialado anteriormente ya que
en el proceso de obtencion de aceite esencial se pierde el compuesto en la fraccién
acuosa de la hidrodestilacion. Enfocandonos unicamente en los 2 métodos
probados en el romero comercial se observa que existe una mayor concentracion
de AR en el extracto enriquecido con el extracto de acetona con el 1.81 %, mientras

gue el de agua un 0.90 % y es practicamente un 50 % mas.

La razon por la que se decidié probar ambos métodos es porque existe una mayor
facilidad con respecto al nUmero de pasos involucrados en la metodologia de la
extraccién con agua que con el de acetona, a pesar de que previamente ya se

conocia que se obtiene una mayor concentracion partiendo del extracto de acetona
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y se quiso determinar que tanta variacion habia al emplear romero sin ninguin

procedimiento previo.

Pires en 2018 realiz6 una metodologia similar a la empleada para el extracto de
acetona; trabajo en el que se emple6 romero extrayendo con etanol al 70 % y se
realizaron extracciones con acetato de etilo obteniéndose 115 mg AR/g extracto
concentrado (ECAR), comparando nuestros valores obtenidos por ambos métodos
obtenemos valores muy superiores a esta referencia con 320 y 550 mg/g ECAR,
con esto comprobamos que la metodologia desarrollada y empleada es eficiente

para la obtencién de un concentrado rico en acido rosmarinico.

Después de determinar que el mejor método para la obtencién de un extracto
enriquecido en AR es una extraccion con acetona para la obtencién de un extracto
gue posteriormente es semipurificado con extracciones liquido-liquido con hexano
y acetato de etilo, este procedimiento se utilizd con las flores de S. polystachya,
muestra de salvias que presentd un mayor contenido de AR, los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23. Datos de ECAR en flores de S. polystachya

0
Muestra AFT/gwg mg sAaT\iile?O 9 A/()Rﬁgo(%
ECAR salvia)
Flores de 0.49 2697.98 2.70
S. polystachya

Los resultados obtenidos en la muestra de S. polystachya muestra concentraciones muy
interesantes, pues se obtienen concentraciones mayores a las encontradas en romero, con
un 50 % mas que lo encontrado en romero, por lo tanto, puede representan una nueva
fuente para la obtencion de &cido rosmarinico. No obstante. al tratarse de una muestra no
comestible los usos que se le pueden dar son limitados para la industria alimentaria, por lo

que es necesario profundizar mas en la investigacion de esta especie de salvia.
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Etapa 7. Prueba de estabilizaciéon de antocianinas con acido
rosmarinico

Prueba de resistencia al calor de antocianinas con acido rosmarinico

La prueba que se realiz6 para observar la resistencia al calor de la antocianina fue
con el fin de observar si existe una diferencia entre la solucion con la antocianina
junto con el el acido rosmarinico, como copigmentador, con respecto con la
antocianina sola, ya que el fin fue aplicarlo en una bebida, la gran mayoria de
alimentos son sometidos a tratamientos térmicos ya sea para su preparaciéon o como
método de conservacion, y como se conoce que las antocianinas son altamente
sensibles a altas temperatura, por lo tanto el realizar esta prueba nos dio un

indicativo de la viabilidad del usarlo como colorante para alimentos.

A lo largo del procesamiento térmico los extracto tanto del control como el de prueba
gue contenia acido rosmarinico presentaron cambios visibles muy ligeros en cuanto
al color de las soluciones (Figura 43), las soluciones controles presentan una ligera
disminucion del tono de rojo, indicando una disminucién del contenido de
antocianinas y que la solucién que contiene el extracto de romero se observa un

color mas intenso y por lo tanto sugiere una mayor resistencia al tratamiento térmico.

1a 1b 2a 2b
Figura 42. Soluciones para la prueba de Figura 43. Soluciones para la prueba de
copigmentacion antes de tratamiento térmico. copigmentacion después de tratamiento térmico.
(1ay 1b: Control; 2ay 2b: con AR) (1ay 1b: Control; 2a 'y 2b: con AR)
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Aunque los cambios no son tan evidentes con los resultados obtenidos en el
tratamiento térmico los mismos viales al ser expuestos al sol, simulando condiciones
aceleradas de descomposicién de antocianinas se logré observar cambios mas
interesantes entre el control y el que contiene &cido rosmarinico (AR). Las Figuras
44-45 muestran que con el paso de los dias el color en las soluciones control se fue
perdiendo hasta que en dia 5 ya hay una pérdida total del color observando la
solucion color amarillo, evidenciando la degradacion de la antocianina por la
formacién de la chalcona; mientras que las soluciones que contenian AR se observo
de igual forma una pérdida de la tonalidad roja pero el color se mantiene mas que
el control, por lo tanto esto nos indica de manera cualitativa que la presencia de AR

(con un alto contenido de acido rosmarinico) en una antocianina presento un efecto

de proteccién contra el tratamiento térmico y a la luz solar.

Figura 44. Soluciones para la prueba de Figura 45. Soluciones para la prueba de
copigmentacion después de 4 dias de copigmentacién después de 5 dias de tratamiento
tratamiento térmico. térmico.
(1ay 1b: Control; 2a'y 2b: con AR) (1ay 1b: Control; 2a 'y 2b: con AR)

1a 1b 2a 2b

Figura 46. Soluciones para la prueba de copigmentacién después de 6 dias de tratamiento térmico.
(1ay 1b: Control; 2a 'y 2b: con AR)

100



El &cido rosmarinico ha sido probado como agente copigmentador con malvidina-3-
glucosido en un trabajo de Eiro en 2002, y menciona que se encontrd que este acido
en comparacion con otros acidos fendlicos probados obtuvo el mayor efecto
batocrémico con 19 nm y el mas fuerte efecto hipercrémico dando como resultado
un incremento en la intensidad de color de un 260 %, sin embargo la solucion
probada fue almacenada y durante un tiempo la estabilidad del color se vio afectada,
este efecto se observo con los resultados obtenidos ya que con el paso del tiempo
la estabilidad del color se vio afectada aunque no se ve una pérdida total de color.
Sin embrago para obtener datos cuantificables se sugiere realizar esta misma
prueba con datos de efectos batocromicos e hipercrémicos, y/o a su vez

determinaciones con un colorimetro.

Aplicacién de acido rosmarinico en una bebida

La bebida elaborada se realizé con el fin de observar si la presencia de extracto de
romero mejora el color de la bebida, se elaboraron un total de 4 bebidas, 2 con un
pH=3 y 2 con pH>3, después del tratamiento térmico se observo que las bebidas
mantenian una coloracion roja (Figura 47) demostrando que habian soportado el
tratamiento térmico de 85°C y se observd que en la bebida con un pH de 3 se nota
una coloracién mas intensa, debido a que las antocianinas presentan una mayor

intensidad de color a pH mas acidos.

Las bebidas a diferentes pH que se colocaron en cada una de las 2 condiciones
diferentes, en condiciones ideales a temperatura de refrigeracion (4°C) y en
contacto con la luz solar a temperatura ambiente, es decir condiciones que
representan una degradacion acelerada de las antocianinas, presentaron cambios
gue se monitorearon de forma visual. En la Figura 47 y 48 se observan las bebidas
después de 1 dia de elaboracion de las bebidas, y se puede observar que existié un
cambio en la intensidad del color, en las bebidas expuestas a sol sin importar el pH
se observa que la coloracién roja es muy ligera, pero aun presentan coloracién, pero

al observar las bebidas de pH 3 en las 2 condiciones se observa una diferencia muy
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notable en cuanto al tono de color, esto nos indica que la antocianina si se degrad6

con la presencia de luz, y que en condiciones ideales el color permanece.

Al dia 4 (Figura 49) la bebida expuesta a sol presenta una coloracion roja aun mas
ligera y al dia 7 (Figura 50) esa coloracion se pierde, observando la bebida con una
coloraciéon ligeramente marron indicando que la antocianina ya se degrado en su
totalidad. Sin embargo, en esas mismas figuras se puede comparar con la bebida
almacenada en condiciones ideales, y se observa que esta bebida sigue

manteniendo la coloracion roja.

Al dia 76 (2.5 meses) de almacenamiento las bebidas en condiciones ideales tanto
de pH 3 y pH>3 mantienen la coloraciéon roja, demostrando que el colorante
empleado de antocianina mas extracto de romero como copigmentador logra
mantener el color de la bebida después de tratamiento térmico, Figura 52. Por lo
que si se emplea este colorante para la elaboracion de alimentos es indispensable
mantenerlo en refrigeracion para mantener la coloracion deseada, ya que como
observamos al estar a temperatura ambiente y en contacto con la luz la antocianina
se degrada rapidamente perdiendo el color, y si este efecto se observa en un
alimento el consumidor lo rechazara por no cumplir con las caracteristicas

sensoriales esperadas.

T =

Figura 47. Bebidas después de tratamiento térmico, Figura 48. Bebidas dia 2
dial (derecha: pH>3 y expuesta a sol; izquierda: pH 3
(derecha: pH 3, izquierda: pH>3) expuesta a sol)
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Figura 49. Bebidas dia 2 Figura 50. Bebidas dia 4

(derecha: pH 3, condiciones ideales; izquierda pH 3  (derecha: pH 3 condiciones ideales; izquierda pH 3
expuesta a sol expuesta a sol)

Figura 52. Bebida dia 76 condiciones ideales
(derecha pH 3; izquierda pH>3)

Figura 51. Bebida dia 7
(derecha: pH 3 expuesta a sol; izquierda: pH 3
condiciones ideales.
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Conclusiones

La utilizacion de acetona:agua como disolvente para la extraccion de fenoles
y flavonoides aumenta la concentracion en comparacion con la utilizacion de
mezclas de agua con metanol y etanol, mientras que las antocianinas son

favorecidas con la mezcla metanol:agua:acido acético

Las muestras de salvias de origen mexicano presentan concentraciones de
fenoles en un rango de 28.51 a 141.39 mg acido galico/g muestra, mientras
que flavonoides de 8.60 a 70. 12 mg catequina/ g muestra; estas
concentraciones van de acuerdo con las tendencias determinadas en
diferentes especies de salvias. Las hojas y flores son los 6rganos de las
salvias que presentan un mayor contenido de fenoles, en el caso de
flavonoides son las hojas. En general las hojas de S. amarissima es la que
presentdé mayores concentraciones de fenoles y flavonoides.

La cromatografia en capa fina es una técnica que permite identificar de una
manera sencilla el perfil de fitoquimicos presentes en salvias. Los
compuestos que se lograron identificar en todas las muestras fue el &cido
rosmarinico y en la mayoria de las muestras fueron acido clorégenico y acido
cafeico; flavonoides: luteolina; terpenos: acido ursolico/acido oleandlico y B-
amirina, y un esterol: estigmasterol. En los carotenos el mayoritario fue

Zeaxantina.

. El' &cido rosmarinico se cuantificé por HPLC en 9 muestras de salvias con un

método que permitid obtener un concentrado enriquecido en acido
rosmarinico, las muestras contienen de 3.03-26.98 mgAR/g muestra, la
muestra con un mayor contenido corresponde a flores de S. polystachya con

26.98 mg AR/g muestra.
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V.

VI.

VII.

De los 6 métodos probados para la obtencion de un extracto enriquecido en
acido rosmarinico en romero residual de la obtencion de aceite esencial, los
2 mejores fueron la extraccion acetona:agua con extraccion liquido-liquido, y
la extraccion con agua con extraccion solido-liquido con acetato de etilo, y
fue demostrado que a partir del residuo de romero es posible la obtencion de
un extracto enriquecido en acido rosmarinico. A partir de romero comercial
se obtuvieron extractos enriquecidos en acido rosmarinico con una
concentracion de 1809.31 y 887.96 mg AR/ 100 g romero, para el método
Acet/lig-lig/AcEt y H20/sol-lig/AcEt respectivamente. La muestra de flores de
Salvia polystachya presenta una concentracion muy interesante, pues se
obtienen concentraciones mayores a las encontradas en romero, con un 50
% mas que lo encontrado en romero, por lo tanto, representan una posible

nueva fuente para la obtencién de &cido rosmarinico.

La adicion de un extracto de romero enriquecido en &cido rosmarinico en una
solucién de antocianina presenta un efecto copigmentador al proteger de la
degradacion de la antocianina al estar en contacto con la luz del sol,
visualmente se observa que la solucion con AR mantiene el color rojo de la
antocianina después de 5 dias, mientras que la solucion control ha perdido
el color, observandose la coloracion amarilla de la formacién de la chalcona.

La adicion de un extracto de romero en una solucion de antocianinas
empleado como colorante en la elaboracion de una bebida logra mantener el
color rojo después del tratamiento térmico y el color se mantiene después de

ser almacenada en condiciones de refrigeracion (4°C) por 76 dias.
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ANEXOS

I.  Curva patron de fenoles

Fenoles
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[ll.  Ecuacion para el calculo de antocianinas totales

A *= (Asz0 nm — A700 nm)le — (As20 nm — A700 nm)pH4,5
A x= absorbancia corregida
A=¢eCl
€ = coeficiente de absortividad molar
C = concentracion molar
[ = longitud de la celda =1 cm

A = absorbaancia

°=(z1)

A * 1000 m vol ext (L
g) 9. ()XFD

AT = g( - )l(cm) xPM(

cm * mol

mol g g muestra

AT = antocianinas totales (mg C3G /g muestra)
PM = peso molecular

FD = factor de dilucion = 10 (200 uL/2000 ulL)

Datos de cianidina — 3 — glucésido (C3G)
£ =26900 L/cm = mol

PM = 449.2 g/mol

AxX PM X FD x 100

AT = (ex 1)
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IV. Andlisis estadistico de la eleccidn del disolvente de extraccién

Fenoles

ANOVA

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Acetona 3 254.1373203 84.71244011 65.8364375
Metanol 3 188.8414658 62.94715528 42.8930801
Etanol 3 167.4621668 55.82072227 3.19602161
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados de Promedio de . Valor critico

las . los F Probabilidad

. cuadrados libertad para F
variaciones cuadrados
Entre grupos 1359.245031 2 679.6225156 18.2162852 0.00282719 5.14325285
Dentro de
los grupos 223.8510784 6 37.30851307
Total 1583.09611 8
Prueba Tukey

Grupos

Disolventes | Casos Media homogéneos
Acetona 3 84.71|a
Metanol 3 62.95|b
Etanol 3 55.82|b
Contraste | Sig. Diferencia | +/- limites
A-M * 21.77 15.30499078
A-E * 28.89 15.30499078
M-E 7.13 15.30499078

*indica una diferencia significativa
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Flavonoides

ANOVA

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1.61889
Acetona 3 62.35133 20.78377738 7
0.18707
Metanol 3 35.55985 11.85328308 2
Etanol 3 31.45678 10.48559269 0.40561
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las  Suma de Grados Promedio de Probabilida Vg!or
variaciones cuadrados . de los cuadrados F d critico
libertad para F
127.291
Entre grupos  187.6769 2 93.83845675 6 1.2E-05 5.14325
Dentro de los
grupos 4.423159 6 0.737193124
Total 192.1001 8
Prueba Tukey
Grupos
Disolventes | Casos Media homogéneos
Acetona 3 20.78 |a
Metanol 3 11.85|b
Etanol 3 10.49 |b
Contraste | Sig. Diferencia | +/- limites
A-M * 8.93 2.151392944
A-E * 10.30 2.151392944
M-E 1.37 2.151392944

*indica una diferencia significativa
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Antocianinas

ANOVA

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0.88214
Acetona 3 8  0.29404936  0.00036
1.26142
Metanol 3 4 0.42047466  0.00119
0.94215
Etanol 3 3 0.31405101 0.00048
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade  Grados Promedio de . Vg!or
variaciones cuadrado _de los cuadrados F Probabilidad — critico
S libertad para F
Entre grupos  0.027709 2 0.01385471 20.4912 0.002083 5.14325
Dentro de los
grupos 0.004057 6 0.00067613
Total 0.031766 8
Prueba Tukey
Grupos
Disolventes | Casos Media homogéneos
Acetona 3 0.29 |a
Metanol 3 0.42|b
Etanol 3 0.31)a
Contraste | Sig. Diferencia | +/- limites
A-M * -0.13| 0.06515447
A-E -0.02| 0.06515447
M-E * 0.11| 0.06515447

*indica una diferencia significativa
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V. Cromatogramas de HPLC de muestras para la cuantificacion de

acido rosmarinico
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Figura 53. Cromatograma de HPLC a 320 nm de hojas de S. polystachya
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Figura 54. Cromatograma de HPLC a 320 nm de hojas de S. amarissima
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Figura 55. Cromatograma de HPLC a 320 nm de hojas de S. fruticulosa
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Figura 56. Cromatograma de HPLC a 320 nm de tallos de S. polystachya
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Figura 57. Cromatograma de HPLC a 320 nm de tallos de S. fruticulosa
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Figura 58. Cromatograma de HPLC a 320 nm de tallos de S. purpurea
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Figura 59. Cromatograma de HPLC a 320 nm de flores de S. polystachya
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Figura 60. Cromatograma de HPLC a 320 nm de flores de Salvia sp.
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Figura 61. Cromatograma de HPLC a 320 nm de flores de S. mexicana
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