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RESUMEN

En la actualidad el consumo de bebidas funcionales ricas en antioxidantes como las
infusiones ha incrementado debido a sus propiedades biolégicas benéficas, las
cuales se han atribuido principalmente a la presencia de compuestos fendlicos. La
produccién de polifenoles puede incrementarse por modificaciones ambientales al
cultivo, como el estrés hidrico, el cual modifica la expresion génica en la planta,
afectando a enzimas involucradas en la sintesis. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto del estrés hidrico en hierbabuena (Mentha piperita) sobre
polifenoles y capacidad antioxidante de infusiones. Se evaluaron diferentes
condiciones de estrés hidrico: 8%, 15%, 22% y 35% de humedad y en rehidratacion
(5 dias). Las condiciones ambientales de cultivo fueron parcialmente controladas en
dos diferentes estaciones del afio (primavera e invierno). Se prepararon las
infusiones al 1% y se cuantificé el contenido de fenoles totales y flavonoides. La
capacidad antioxidante se evalu6 con los ensayos de DPPH y ABTS. Se obtuvo un
mayor efecto en la produccion de compuestos bioactivos para la condicion de
estrés que de rehidratacion. Las infusiones preparadas con las hojas sometidas a
estrés de 22% de humedad presentaron la mayor concentracibn de compuestos
fendlicos y mayor capacidad antioxidante. La aplicacion de estrés hidrico en la
estacion de primavera tuvo mayor efecto en la produccion de polifenoles que en
invierno (20%). Tratamientos severos de estrés hidrico no incrementan la sintesis
de compuestos fendlicos. El estrés hidrico podria ser usado como una herramienta
en el cultivo de hierbabuena para el incremento de compuestos bioactivos,
permitiendo incrementar el valor agregado de este cultivo y de sus productos como
las infusiones.



I. INTRODUCCION

En la actualidad en nuestro pais existe un incremento y prevalencia de
enfermedades crénico degenerativas, las cuales estan estrechamente asociadas al
estrés oxidativo. El estrés oxidativo es un desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccién excesiva de radicales libres (RL) provocando dafio oxidativo a
biomoléculas como proteinas, lipidos y DNA, causando alteraciones que conllevan
al desarrollo de enfermedades como ateroesclerosis, diabetes y/o cancer. De
manera normal el estrés oxidativo puede ser contrarrestado por defensas
endogenas antioxidantes como las enzimas glutation peroxidasa, catalasa, entre
otras. Sin embargo cuando se tiene un desequilibrio y los RL se encuentran en

exceso, el consumo de antioxidantes naturales se vuelve necesario.

Entre los antioxidantes de origen natural se encuentran los polifenoles, los cuales
pueden actuar como atrapadores de especies reactivas de oxigeno, protegiendo la

estructura y funcion de las biomoléculas.

Los polifenoles son los compuestos antioxidantes mas abundantes en las plantas y
son producto del metabolismo secundario de éstas. Diferentes estudios han
demostrado que durante el cultivo se pueden modificar condiciones ambientales,
incrementado la produccion de polifenoles, dando un valor agregado a estos
materiales vegetales. Dentro de las modificaciones que se pueden aplicar a un
cultivo para el incremento de metabolitos secundarios se encuentra el tipo de luz,
temperatura, elicitores y estrés hidrico. Este ultimo, en estudios anteriores ha
demostrado tener un efecto considerable en la expresion génica de las plantas,
relacionado con la produccion de enzimas involucradas en la sintesis de

compuestos fenolicos con conocida actividad antioxidante.



Dentro de los alimentos que contienen compuestos fendlicos y que sus cultivos
pudieran ser modificados con estrés hidrico se encuentran aquellos materiales

vegetales utilizados para elaborar infusiones.

La hierbabuena es uno de los materiales vegetales mas utilizados en México. Su
ingesta esta relacionada con su efecto benéfico a la salud, atribuido al contenido de
compuestos fenolicos y actividad antioxidante. El objetivo de este trabajo es evaluar
la concentracion de polifenoles y la capacidad antioxidante de infusiones de
hierbabuena sometida a estrés hidrico durante dos estaciones del afio (primavera e

invierno).



II. ANTECEDENTES

2.1. Radicales libres y estrés oxidativo

El metabolismo oxidativo, proceso biolégico normal, es capaz de generar radicales
libres (RL) altamente reactivos.

El oxigeno esta asociado a las condiciones de vida aerobia, representa la fuerza
motriz para el mantenimiento del metabolismo y viabilidad celular al mismo tiempo
que involucra un peligro potencial debido a las caracteristicas paramagnéticas de
este gas, responsable de la formacion de intermediarios parcialmente reducidos y
dotados de una reactividad alta conocidas como especies reactivas de oxigeno
(EROS) (Fridovich, 1976).

Los EROS son radicales libres (RL) o precursores de radicales. En los orbitales, los
electrones giran en pares con un espin particular, esto se conoce como maxima
estabilidad natural; por tanto, si hay electrones desapareados en un orbital, se
generan especies moleculares altamente reactivas que tienden a robar un electrén
de cualquier otro atomo para compensar su deficiencia electrénica (Fridovich,
1976).

El oxigeno, es el principal radical libre, ya que tiene dos electrones desapareados.
Entre las ROS destacan:
> Radicales: i6n superdxido (O2¢), radical hidroxilo (OH), alcoxilo (RO),
peroxilo (ROO) y éxido de nitrégeno (NO)
> No radicales: peroxido de hidrogeno (H202), oxigeno singulete Oz y

peroxinitrito.

Las EROS tienen un origen tanto enddégeno, como exdgeno. Entre las fuentes

enddgenas destacan:



1. La cadena respiratoria, donde la reduccion monovalente de la molécula de
oxigeno da lugar a la formacion de la mayoria de las EROS.

2. Las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos o macrofagos), utilizan el
sistema de la NADPH oxidasa generando directamente al iébn superéxido (Oz2+). Por
otra parte, como mecanismo de defensa, dichas células también generan 6xido de
nitrogeno (NO), por accion de la oxido-nitricosintasa sobre la arginina intracelular.
La combinacion del Oz con el NO da lugar a la formacion del ONOO- capaz de

inducir peroxidacion lipidica en las lipoproteinas.

3. La autooxidacién de compuestos de carbono tales como aminoacidos,
proteinas, lipidos, glicésidos y acidos nucléicos dan lugar también a la formacion de

estos radicales.

4. La activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo intermediario
como la hipoxantina, xantina oxidasa, aldehido oxidasa, monoamino oxidasa Yy
ciclooxigenasa, lipoxigenasa, son fuentes representativas de esta produccion
(Fridovich, 1976).

Estos radicales libres también pueden ser producidos por influencias externas
cuando el organismo esta expuesto a contaminantes, el ejercicio fisico excesivo,
los rayos ultravioletas solares, dietas desbalanceadas o pobres en nutrientes,
dietas hipercaldricas y altas en grasas, entre otras (Finkel y Holbrook, 2000; Criado
y Moya, 2009).

Los RL son atomos o grupos de atomos que tienen un electron desapareado o
libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un electron de
moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez
gue el RL ha conseguido sustraer el electron que necesita, la molécula estable que
se lo cede se convierte a su vez en un RL por quedar con un electron desapareado,

4



iniciandose asi una reaccion en cadena que destruye nuestras células. La vida
media bioldgica del RL es de microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar
con todo lo que esté a su alrededor provocando dafio a moléculas, membranas

celulares y tejidos (Criado y Moya, 2009).

Son muchas las EROS que actian como oxidantes biolégicos, pero el Oz¢ es el
mayor reductor, la simple adicion de un protén da lugar a la formaciéon de HOz2e,
convirtiéndose este en un agente oxidante muy activo. Estas transformaciones se

resumen en la Figura 1:

2

O +HO + H —= HO, + O,

HO; + HO» — H,0, + O,

02'+02' +2H+ - H202+O2

Figura 1. Mecanismo de reaccion del radical superoxido.

Las EROS producen acciones diversas sobre el metabolismo de los principios

inmediatos, que pueden ser el origen del dafio celular:

1. Sobre los lipidos poliinsaturados de las membranas produciendo pérdida

de fluidez y lisis celular como consecuencia de la peroxidacioén lipidica (PL).

2. Sobre los glicosidos, actuan alterando las funciones celulares tales como
las asociadas a la actividad de las interleucinas y la formacioén de prostaglandinas,

hormonas y neurotransmisores.



3. Sobre las proteinas produciendo inactivacion y desnaturalizacion.

4. Sobre los acidos nucleicos mediante la modificacion de bases

produciendo mutagénesis y carcinogénesis.

En el caso de los lipidos el acido graso al oxidarse, se convierte en radical de acido
graso con capacidad de oxidar a otra molécula vecina, con lo que se propaga el
proceso oxidativo. Este proceso es conocido como peroxidacion lipidica, y genera
numerosos subproductos, entre ellos el malondialdehido (MDA), cuya
determinacién en tejidos, plasma u orina es uno de los métodos para evaluar el

estrés oxidativo (Avello y Suwalsky, 2006).

En el caso de las proteinas los aminoécidos fenilalanina, tirosina, triptéfano,
histidina y metionina se oxidan preferentemente y como consecuencia se forman
entrecruzamientos de cadenas peptidicas, fragmentacion de la proteina y formacion
de grupos carbonilos e impiden el desarrollo normal de sus funciones
(transportadores i6nicos de membranas, receptores y mensajeros celulares,

enzimas que regulan el metabolismo celular, etc.) (Avello y Suwalsky, 2006).

Otra molécula que es dafiada por los RL es el ADN; el dafio a los acidos nucleicos
produce bases modificadas, lo que tiene serias consecuencias en el desarrollo de
mutaciones y carcinogénesis por una parte o la pérdida de expresion por dafio al
gen especifico (Avello y Suwalsky, 2006).

Los RL y el conjunto de especies reactivas que se les asocian juegan un papel
central en el equilibrio homeostatico, esto es normal en el funcionamiento de los
mecanismos de regulacidon que conservan el estado normal fisiolégico de los
organismos. En mamiferos son muchos los procesos fisiopatoldgicos causados por
estas especies tales como los mecanismos patogénicos asociados a virus,

bacterias, parasitos y células anormales, constituyendo un mecanismo de defensa
6



del organismo frente a estos agresores. Sin embargo el problema para la salud se
produce cuando el organismo tiene un exceso de RL durante largos periodos,
producidos mayormente por contaminantes externos. Cuando el aumento del
contenido intracelular de EROS sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula
se produce el estrés oxidativo, que ha sido relacionado con varias enfermedades
como la aterosclerosis, la enfermedad de Parkinson, Alzheimer, derrame cerebral,
artritis, enfermedades inflamatorias cronicas, cancer entre otras enfermedades

degenerativas (Lini y col., 2011; Avello y Suwalsky, 2006).

La accion que las EROS tienen en el cuerpo humano ha aumentado debido a los
cambios en los habitos como la alimentacion, exposicion a contaminantes, etc.
(Criado y Moya, 2009). Estos cambios significativos en la forma de vida también
estan relacionados con la elevada prevalencia de enfermedades cronico
degenerativas, las cuales han aumentado en los ultimos afios (Cuadro 1) (Cordova,
2008).

Cuadro 1. Cambios en la prevalencia de enfermedades crénico degenerativas en
México entre 1994 y 2006.

Encrresta Mocional Cambio porcentua!  Encuesta Nacional  Cambio parcentua!  Encuesta Nacional de Salud
de Enfermedades Cronicas 1994 19942000 de Salud 2000 2000-2008 ¥ Nutricidn 2006

(%) (%) %) (%) (*
Sobrepesc* 8 001 384 36 328
Obesidadt 0.2 13.39 237 199 08
Hipertension arterial 6.6 154 07 003 ing
Colestercl-HDL <40 mg/dl &l 4.2 63.6 Aulin no informado Adn no informado
Triglicéridos > 150 mgfdl 423 13.0 478 Adn no informado Adn no informado
Sindrome metabélico’ 6.6 78 34 Aulin no informado Aln no informado
Diabetes® 4.0 n 58 15 7

* Indice de masa corporal da 25 a 29.9 kgfm’

# [ndice de masa corporal = 30 kg/m?

§ Definido con base en los cricerios dal Programa Nacional da Educacisn en Colesterol 2001
# Diagnostico previo

Fuente: Cérdova, 2008.



La prevalencia y aumento de estas enfermedades cronico degenerativas establece
una necesidad de consumo de alimentos y/o bebidas ricas en antioxidantes para

ayudar a contrarrestar la accion de los radicales libres.

2.1.1. Sistemas de defensa antioxidante

Los antioxidantes son sustancias que retardan o inhiben la oxidacién de sustratos
susceptibles a las especies reactivas del oxigeno ya que donan sus hidrogenos a
estas moléculas protegiendo a las células contra el dafio de los radicales libres (RL)
(Munguia y col., 2011). Los antioxidantes se clasifican en enddgenos, fabricados
por la propia célula, y exdégenos, que ingresan en el organismo a través de la dieta
o de suplementos con formulaciones antioxidantes (Cuadro 2) (Criado y Moya,
2009).

Cuadro 2. Clasificacion de los antioxidantes.

Exdgenos Enddgenos
Vitamina E Glutation
Vitamina C Coenzima Q
Betacaroteno Catalasa
Flavonoides Glutation peroxidasa
Licopeno Superoxido dismutasa

Fuente: Criado y Moya, 2009.

Sistema enzimatico o enddgeno: Los organismos aerobios han desarrollado
enzimas antioxidantes tales como: superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPx) y DT-diaforasa, que actian tal y como se muestra en las

ecuaciones siguientes (Figura 2).



La SOD es la responsable de la reaccion de dismutacion del Oz a H202, que en
reacciones posteriores, catalizadas por la catalasa o por la GPx, se convierte en
H20 y O2. La catalasa se encuentra principalmente en los peroxisomas, y su
funcion principal consiste en eliminar el H202 generado de la oxidacion de los
acidos grasos, mientras que la GPx degrada el H20: citoplasméatico. La DT-
diaforasa, cataliza la reducciéon de quinona a quinol y participa en la reduccién de

drogas de estructura quinonica (Mufiiz y col., 2000).

(1) 202- + 2H T 2H,0,

(2) 2H,0, 2H,0 + O,

Catalasa

(3) H,0, + GSH ——25;——’ GSSH + 2H,0
NADPH
> GR
NADP
2 GSH

(4) Q+2e+2H —» QH,

DT-diaforasa

Figura 2. Mecanismo de reaccion de enzimas antioxidantes.

Sistema no enzimatico o exdgeno: Las células utilizan una serie de compuestos
antioxidantes o captadores de radicales libres como son: vitamina E, vitamina C,
caroteno, ferritina, ceruloplasmina, selenio, glutation reducido (GSH), manganeso,
ubiquinona, zinc, &cido Urico, flavonoides, coenzima Q, melatonina, bilirrubina,
taurina, cisteina, entre otros. Los flavonoides que son extraidos de determinados
alimentos interacttan de manera directa con la especie reactiva para producir
complejos estables o de menor reactividad, mientras que en otras ejerce la funcion

de co-substrato en la accion catalitica de algunas enzimas.



Cuando dos o més antioxidantes se encuentran en un mismo sistema se produce
sinergismo entre ellos, mostrando un efecto total superior al que se puede estimar

por una simple adicion de sus acciones individuales (Criado y Moya, 2009).

Las principales caracteristicas de un compuesto o sistema antioxidante son, la
prevencion o deteccién de una cadena de propagacion oxidativa, mediante la
estabilizacion del radical generado y la regeneracion del antioxidante radicalario
ayudando asi a reducir el dafio oxidativo en el cuerpo humano (Namiki, 1990).

Gordon (1990) da una clasificacién de los antioxidantes, mencionando que; hay dos
tipos principales de antioxidantes, el "primario” (ruptura de la reaccion en cadena,
secuestradores de radicales libres) y el "secundario" o “preventivo". Los
mecanismos antioxidantes "secundarios" pueden incluir la desactivacion de
metales, inhibicion de los hidroperéxidos lipidicos interrumpiendo la produccion de
volatiles indeseables, la regeneracion de antioxidantes "primarios”, eliminar el
oxigeno singulete, etc. Cada antioxidante posee una afinidad hacia un determinado
RL o hacia varios. La vitamina E, el betacaroteno y el licopeno actian en el medio
liposoluble de la célula y su absorcion y transporte se hallan muy vinculados con el
de los lipidos. La vitamina E es considerada el mas importante protector de las
moléculas lipidicas (Rodriguez, 2001); todos estos antioxidantes exdgenos son

adquiridos por el ser humano a través de su dieta.

Ademas de las propiedades nutricionales que brindan los alimentos naturales
existen una gran cantidad de compuestos antioxidantes, en la actualidad es cada

vez mas comun el consumo de antioxidantes derivados de productos naturales.

En México, durante los ultimos afios se ha incrementado el consumo de hierbas
aromaticas, tanto como condimentos de las comidas, como en forma de infusiones
0 bebidas con fines terapéuticos, las cuales recientemente han sido identificadas
como valiosa fuente de diversos fitoquimicos, que actlan como antioxidantes
neutralizando los RL.
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Existe una serie de alimentos naturales con poder antioxidante que ain no se han
estudiado (Rodriguez, 2001). Dentro de estos alimentos se encuentran las
infusiones preparadas a partir de plantas, cuyo consumo ha aumentado, debido a
Su aporte importante de agua, pero principalmente, por el efecto positivo a la salud
que tienen sus fitoquimicos y micronutrientes, dichos beneficios han permitido
incluir a este tipo de productos dentro de las bebidas funcionales (Munguia y col.,
2011).

2.2. Compuestos fenolicos

En los alimentos existen diferentes compuestos denominados metabolitos
secundarios, entre los que se encuentran los polifenoles, los cuales se localizan en
plantas y frutos. Poseen actividad antioxidante, antiinflamatoria, antioxidativa,
guimioprotectora, neuroprotectora, reguladora de la glucosa, moderadora del

metabolismo de lipidos, entre otras (Munguiay col., 2011).

Los fenoles son productos sintetizados en las plantas que poseen la caracteristica
qguimica de tener al menos un grupo fenol en su estructura molecular, los
compuestos fendlicos en alimentos por lo general no se presentan libres sino en
forma glicosilada. Su estructura varia desde moléculas simples como los &cidos
fendlicos a compuestos altamente polimerizados como son los taninos (Bravo,
1998; Ho, 1992).

Los polifenoles se clasifican en tres grupos:
» Fenoles simples y acidos fenolicos
» Flavonoides y

> Taninos
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2.2.1. Fenoles simples y acidos fendlicos

Se caracterizan por poseer un anillo aromatico, un grupo hidroxilo y un grupo
carboxilo. Se diferencian dos grupos principales de acidos fendlicos: los acidos

benzoicos y los acidos cinamicos.

1. Los acidos benzoicos o derivados del acido hidroxibenzoico, tienen una
estructura basica C6-C1. Los principales son el acido galico, acido salicilico,
hidroxibenzoico, protocatécuico, vinilico y siringico; su contenido es generalmente
muy bajo en las partes comestibles de la planta a excepcién de algunas frutas rojas
(Manach y col., 2004).

2. Los acidos cindmicos o derivados del acido hidroxicinamico (Figura 3), se
encuentran ampliamente distribuidos en vegetales en forma conjugada ya que
raramente se les encuentra en forma libre. Casi exclusivamente son derivados de
los &cidos caféico, cumarico y ferulico. Las frutas rojas constituyen una fuente

significativa de estos acidos (Manach y col., 2004).

Sustituyentes

C3 C4 C5

H OH M p-cumarico
OH OH H cafeico
OCH3 OH H ferdlico

OCH3 OH QCH3z  sinapinico

Figura 3. Acidos hidroxicinamicos (Manach y col., 2004).
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2.2.2. Flavonoides

Los flavonoides naturales se han clasificado en varias clases de acuerdo con las
variantes que existen en su estructura quimica, éstos son chalconas, flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavanonoles, antocianidinas, catequinas, epicatequinas,

auronas, isoflavonoides, pterocarpanos y rotenoides (Munguia y col., 2011).

La estructura comun de los flavonoides (Figura 4) consiste en dos anillos
aromaticos enlazados a través de 3 carbonos que usualmente forman un
compuesto heterociclico oxigenado. Los flavonoides se agrupan en antocianinas y
antoxantinas. Las antocianinas son pigmentos rojos naranjas, azules y purpura,
presentes en las plantas cuya estructura fendlica les confiere una marcada
actividad antioxidante por la donacién de electrones 6 transferencia de atomos de
hidrégeno a RL. Las antoxantinas incluyen flavonoles, flavonas, e isoflavonas que
son moléculas incoloras o de colores que oscilan desde blanco hasta amarillo (King
y Young, 1999).
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Estructura basica 3 Isoflavonas

Flavoncles

Figura 4. Flavonoides (Manach y col., 2004).

Los flavonoides pueden exhibir su actividad antioxidante de varias maneras:

(i) Actividad captadora hacia cualquiera de las especies reactivas (por ejemplo,
especies reactivas de oxigeno: EROS) tales como OH, Oz, o hacia los radicales
lipidicos como R*, RO*, y ROO"; generalmente se realiza a través de transferencia
de un atomo de hidrégeno o donacién electrones; (ii) quelan iones metalicos como
el Fe3*, Cu?* y zZn?% y (iii) la interaccion con otros antioxidantes (acciones

cooperativas) (Resat y col., 2007).
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2.2.3. Taninos

Son compuestos que contienen gran numero de grupos hidroxilo y otros grupos
funcionales, Los taninos se clasifican en dos grupos: taninos hidrolizables o
proantocianidinas, florotaninos y taninos condensados dependiendo de la via
biosintética en que se producen, son antidiarreicos, antioxidantes, antitumorales,
antibacteriales y agentes hepatoprotectores, y estos se encuentran en plantas de
las familias leguminosae, rosaceae, polygonaceae, fagaceae, ryzophoraceae,

myrtaceae y melastomaceae (Munguia y col., 2011).

2.2.4. Biosintesis de compuestos fendlicos en plantas

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones
de estrés. Para defenderse del dafio ocasionado por heridas y el ataque por
insectos o microorganismos patégenos, ellas sintetizan las enzimas que degradan
la pared celular de microorganismos. La composicién y la estructura de la pared
celular vegetal también cambian, formando una barrera mas rigida y menos
digerible para los insectos. Asi mismo y como parte de la proteccion quimica, otra
estrategia utilizada por las plantas es la produccion de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana, en contra de herbivoros, o con actividad antioxidante
(Sepulveda y col., 2003).

2.3. Fitohormonas y su relacién con estrés en plantas

Las hormonas vegetales son una serie de moléculas derivadas de diversas vias

metabdlicas esenciales. Estos compuestos son importantes reguladores del

crecimiento de las plantas y median las respuestas al estrés.

En general, estos compuestos estan presentes en concentraciones muy bajas y

actian de forma local, en o cerca del sitio de la sintesis, o en tejidos distantes.

Algunas de las hormonas vegetales conocidas son el acido abscisico (ABA), indol-
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3-acético (IAA o auxina), brasinoesteroides (BRs), citoquininas, &cido giberélico
(GA), etileno, &cido jasmonico (JA) y &cido salicilico (Figura 5). En conjunto, estos
compuestos regulan todos los aspectos de la vida vegetal, de las respuestas a
estrés (Santner, 2009).

Acido
Jasmonico

Citoquinina

H
0.1 o
o]
S
Estrigolactona

Figura 5. Fitohormonas (Santner, 2009).

| Acido Abscisico |

El ABA se define como una hormona del estrés debido a su rapida acumulacion en
respuesta a las tensiones y su mediacion de las respuestas de estres.

En condiciones de estrés, la acumulacién de ABA en respuesta a estrés hidrico o
salino es un proceso de sefalizacion celular, que abarca la percepcién inicial de la
sefal de estrés, transduccion de sefales celulares y la regulacion de la expresion

de genes que codifican las enzimas clave en la biosintesis de ABA (Zhang, 2006).
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El ABA esta involucrado en el proceso de adaptacion de la planta a diferentes tipos
de estrés ambiental, y se ha comprobado que durante estos estreses los niveles de
ABA se incrementan en los tejidos vegetativos. Esta fitohormona produce una
pérdida de iones K* (calculada en 4-8 veces de disminucion, desde 400-800 mM
hasta 100 mM) y de aniones CI- en las células estomaticas, que provoca una salida
de agua del citoplasma, dando lugar al cierre del estoma (Moreno, 2009). El cierre
de estomas esté relacionado con una defensa de la planta para resistir condiciones
de sequia, evitando la mayor pérdida de agua del citoplasma de las células
vegetales. De tal manera que, cuando el organismo vegetal se encuentra en

condiciones de sequedad, sus niveles de ABA aumentan hasta 40 veces.

En las células oclusivas parece que existen receptores especificos para ABA
(Figura 6). Estos se encuentran sobre la superficie exterior de la membrana
plasmatica de dichas células y su unién con el ABA, regula la apertura de los
canales idnicos de la membrana y la actividad de las bombas de protones (Squeo y
Ledn, 2007).

El ABA produce la apertura de los canales de Ca?*, y una despolarizacién temporal
de la membrana. Esta despolarizacion temporal promueve la apertura de los
canales de CI, que posteriormente despolarizan la membrana. El ABA incrementa
los niveles de Inositol trifosfato (IP3). El IPs abre los canales de Ca?* dependientes
de IPs, produciendo una liberacion de calcio desde la vacuola. El incremento del
calcio citosoélico activa la apertura de los canales de salida de CI- e inhibe la de los
canales de entrada de K*. Este flujo neto de cargas negativas se traduce en una
gran despolarizacién de la membrana. EI ABA causa un incremento en el pH
citosdlico. Este incremento de pH, produce la apertura de los canales de K* y la
salida de K* al exterior. La turgencia de las células oclusivas disminuye por ello, y

los estomas se cierran (Squeo y Ledn, 2007; Kwak, y col. 2003; Song y col., 2008).
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MEMBRANA PLASMATICA\ CELULA ESTOMATICA
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éH incrementado
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Canal de Cl-
CITOSOL

T~

Canal de K+

Figura 6. Modelo de célula oclusiva (Squeo y Ledn, 2007).

El calcio juega un papel fundamental actuando como un mensajero, este es
necesario en casi todas las etapas de crecimiento y desarrollo de las plantas, es
fundamental en la regulacion del crecimiento polar de células y tejidos y participa
en la adaptacion de las plantas a diversos factores de estrés. Muchas
investigaciones muestran que las sefiales de calcio decodifican elementos que
estan involucrados en el ABA que induce el cierre de los estomas y adaptacion de
las plantas a la sequia, el frio, la sal y otros tipos de estrés. Las sefiales de calcio
incluyen principalmente canales de iones Ca?*/H*, que se han investigado con

enfoques electrofisioldgicos, bioquimicos y moleculares. En las plantas, el ion calcio

18



ha surgido como un mensajero secundario para mediar las acciones de respuesta a

estrés (Song y col., 2008).

En las células estomaticas, las especies reactivas de oxigeno, en particular el idn
superoxido (Oz2*) son producidas por la activacion, y/o fosforilacion de la enzima
NADPH oxidasa, localizada en la membrana plasmética. También se ha sugerido
gue estaria involucrada en la produccion de peroxido de hidrogeno (Covarrubias,
2007). La produccién de estas especies reactivas de oxigeno induce la accién de la
enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) la cual lleva a cabo la sintesis de

compuestos fendlicos.

La biosintesis de compuestos fendlicos naturales en las plantas se deriva de la via
del &cido siguimico (Figura 7) en la cual estan directamente involucradas la
molécula de acido gélico y sus galotaninos poliméricos y elagitaninos derivados. Un
producto de esta via es el aminoacido fenilalanina; este aminoacido es el precursor
de fenilpropanoides y mas clases de compuestos fendlicos derivados de ellos.
Estos son los flavonoides, isoflavonas, pterocarpanos, estilbenos, cumarinas,

phenolamines, auronas, chalconas, lignanos y lignina.

La accién de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) es fundamental para la
fisiologia de las plantas y por ello estd estrictamente modulada. En general, la
actividad de PAL aumenta cuando a las plantas se les somete a situaciones de
estrés, como la falta de agua, infecciones fungicas o bacterianas y radiaciones UV,

otro factor que activa la enzima PAL es el frio (Cohen y Kennedy, 2010).
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Figura 7. Ruta del acido siquimico (Cohen y Kennedy, 2010).

2.4. Tipos de estrés

Las condiciones adversas (estrés) a las que son sometidas las plantas pueden ser
clasificadas en dos grupos principalmente: estrés abiotico y estrés biodtico (Figura
8). El estrés abiotico, se refieren a los cambios en el medio ambiente, es decir,
aumento en la temperatura, exceso de humedad, la sequia, el incremento en la
salinidad del suelo y el frio. El estrés bibtico, por otro lado, se refiere al ocasionado
por organismos Vivos, como son microorganismos patégenos (hongos y bacterias),

insectos y herbivoros (Reyes y col., 2007; Dixon y Palva, 1995).
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Figura 8. Diversos tipos de estrés abibtico y bibtico, asi como los metabolitos

derivados por estos (Dixon y Palva, 1995).

2.4.1. Estrés hidrico

Las tensiones ambientales principalmente se dan en la planta por falta de agua. La
disponibilidad de agua para sus funciones biolégicas, como solvente, medio de
transporte, como donante de electrones en reacciones, y como refrigerante de
evaporaciéon es a menudo afectada por las condiciones del medio ambiente

(Bohnert y col., 1995).

Las plantas a lo largo de su desarrollo experimentan algun grado de estrés por
déficit hidrico. En los sistemas naturales, un déficit de agua puede ser el resultado
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de bajas precipitaciones, baja capacidad de retencion de agua del suelo, excesiva
salinidad, temperaturas extremas frias o calientes, baja presion de vapor

atmosférica o una combinacion de estos factores.

El estrés hidrico da lugar a la induccién de modificaciones postraduccionales; es
decir, en modificaciones que alteran la funcionalidad de proteinas con diferentes
actividades, ya sea quinasas, fosfatasas, transportadores de iones, fosfolipasas
gue degradan ciertos lipidos para producir segundos mensajeros como el inositol
trifosfato (IP3), enzimas que hidrolizan el ATP (ATPasas) y que estan implicadas en
la generacion del gradiente de protones necesario para la activacion de
transportadores, factores transcripcionales, etc. (Covarrubias, 2007). La expresion
de los genes de respuesta dan como resultado la sintesis de proteinas necesarias
para la produccion de ciertos compuestos con actividad protectora, o bien
directamente a la produccién de proteinas con capacidad de proteger diferentes

tipos de macromoléculas.

A pesar de que a la fecha se han sobre-expresado aproximadamente de 60 a 70
genes diferentes implicados en la respuesta a sequia, s6lo en muy pocos casos,
quizas 3 0 4, se han obtenido resultados alentadores en cuanto a las caracteristicas

de resistencia de las plantas a la sequia (Covarrubias, 2007).

La sefial primaria en la aplicacibn de estrés serd seguida por mensajeros
secundarios y una cadena de sefal activa induciendo la expresion de los genes, la
transcripcion de las enzimas y la formacién y almacenamiento de los metabolitos
(Figura 9).
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Figura 9. Mecanismos fisioldgicos de adaptacion y sobrevivencia de las plantas al

estrés hidrico (Covarrubias, 2007).

2.5. Infusiones

Una infusién es una bebida obtenida de las hojas secas, partes de las flores o de
los frutos, a las cuales se les vierte o se los introduce en agua a una temperatura

mayor a la ambiente, pero sin llegar a hervir.

Los efectos de las infusiones se asocian principalmente a la accion antioxidante de
sus componentes, ya que pueden actuar como atrapadores de especies reactivas
de oxigeno, protegen la estructura de los acidos nucleicos, de las proteinas y de los
lipidos (Wolfram, 2005).

El té verde es la infusion mas estudiada hasta el momento, presenta importantes

beneficios a la salud. Sin embargo, para la poblacion mexicana, el consumo de té
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verde es aun poco comun, ya que el mayor porcentaje de la poblacion consume
infusiones de hierbas locales, por lo que se requieren estudios que demuestren los
posibles beneficios atribuibles a productos cultivados y elaborados en nuestro pais
y de esta manera contribuir con bases cientificas para disminuir el riesgo de
enfermedades cronico degenerativas. Entre las infusiones procesadas mas

consumidas por la poblacion se encuentran la de hierbabuena (Mentha piperita).

2.6. Hierbabuena (Mentha piperita)

2.6.1. Generalidades

El género Mentha pertenece a la familia de las Lamiaceae, consiste de alrededor
de 32 especies. La mas conocida es la Mentha piperita, (Figura 10) ya que tiene un
alto valor comercial; principalmente de ella se extrae el mentol, sustancia que se
emplea en la fabricacion de medicamentos, dulces, licores, cigarrillos y otros

productos (Diaz y col., 2003).

Figura 10. Hierbabuena (Mentha piperita).
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Las especies pueden ser comercializadas frescas o secas. En el caso del secado
da la menta, éste es un método efectivo que incrementa la vida media del producto
ya que retarda el crecimiento de microorganismos y previene ciertas reacciones
bioquimicas que pueden alterar las caracteristicas organolépticas. Sin embargo, el
secado puede provocar cambios en el producto, principalmente asociados con el
olor y la apariencia, aunque la naturaleza quimica exacta de estos cambios no es

clara (Diaz y col., 2003).

La preparacion de las hojas de la planta y su aceite esencial son usados en la
medicina tradicional. Tomada como infusion, estimula la digestion, el sistema
nervioso y el organismo en general. Es Util en los catarros, facilita la expectoracion,
fortifica el estdbmago, disuelve los gases, tonifica el organismo, calma los nervios y
las palpitaciones del corazon, alivia el vomito y la nausea, ayuda a mitigar los
dolores menstruales y expulsa las lombrices. En infusién con vino y agua, a partes
iguales, tomada durante varios dias, elimina la fetidez del aliento. En infusiones con

leche, mitiga los dolores del vientre y elimina gases (Hoffman, 2005).

2.6.2. Condiciones climéticas de crecimiento

La hierbabuena, Mentha piperita, es una planta cuyo cultivo, poco extendido, solo
se realiza en pequefios huertos. Se encuentra también espontaneamente, en

ribazos y zonas himedas.

Se trata de una planta herbacea, las hojas, opuestas y sencillas, son pecioladas y
con los bordes aserrados. Tienen forma ovalada y terminan en punta. Las flores,
tipicas de las labiadas, se agrupan en glomérulos. Son de color rosa o purpura y
desprenden un olor agradable.

La hierbabuena es una planta que crece en climas humedos y templados para su
desarrollo normal. Requiere espacios bien iluminados. Aunque es muy sensible al
25



frio y se hiela facilmente, resiste mejor las bajas temperaturas que los grandes
calores. Por estar dotada de raices superficiales, no resiste la sequia (Quintero,
1985).

La plantacion al aire libre suele hacerse normalmente durante los meses de marzo
y abril. En algunas zonas suelen hacerse también plantaciones de otofio.
En zonas frias, el cultivo en superficies muy reducidas, tiene que realizarse en

invernadero (Quintero, 1985).

2.6.3. Compuestos bioactivos en hierbabuena

Los principales constituyentes quimicos reportados para la hierbabuena son los

siguientes:

e Aceites volatiles: mentol, mentona, acetato de mentilo, neomentol,
isomentona, mentofurano, limoneno, pulegona, alfa y beta pineno.

e Monoterpenos

e Acido caféico

e Flavonoidesy

e Taninos

El contenido de polifenoles totales de hojas en hierbabuena es de
aproximadamente 19-23% (flavonoides 12%), que incluye 59-67% eriocitrina y
acido rosmarinico, 7-12% luteolina 7-O-rutinésido, 6-10% hesperidina (McKay y
Jeffrey, 2006).

Nickavar y col. (2008) determinaron el contenido de compuestos fendlicos de
diferentes especies de Mentha en extracto etandlico, mediante el método Folin-
Ciocalteu, reportando una variacion en el contenido de polifenoles ante el método

variaron entre cada especie, siendo mayor el contenido de compuestos para la
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especie de Mentha piperita, la cual es la mas usada para la elaboracion de

infusiones (Figura 11).

500+
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300+

200+

Contenido de polifenoles totales (ug/mg)

100+

Figura 11. Contenido total de los compuestos fendlicos en especies de Mentha
(Nickavar y col., 2008).

Kuli y col.,, (2008) realizaron la determinacion de compuestos fendlicos de
diferentes infusiones, entre los cuales se encontraba la infusién de hierbabuena. En
el Cuadro 3 se muestra los compuestos fendlicos identificados para infusion de
hierbabuena mediante analisis de HPLC-PDA.

Entre los compuestos fendlicos, se identificé la presencia de acido rosmarinico, el
acido galico, luteonina, eriocitrina en infusion de hierbabuena. El acido ferulico se

detectd en pequefias concentraciones en todas las infusiones.
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Cuadro 3. Compuestos fendlicos identificados en infusiones.

Compuesto Hierbabuena
trans-Resveratrol 0.03+0.0010
(+)-Catequina 2.76+£0.1340
Acido galico 5.37+0.2150
Acido vinilico n.d.
Vanilina n.d.
trans-4-Acido cumarico 0.57+0.0290
Acido ferlico 1.30+0.0051
trans-Acido cinamico 0.03+0.0010
o-Acido hidroxicinamico 0.46+0.0020
Acido neoclorogénico n.d.
3-p-Acido cumaroquinico n.d.
Acido clorogénico n.d.
Acido rosmarinico 13.28+1.0573
Acido cafeico 1.02£0.1598
Luteolina n.d.
Luteolina 7-O-glucosido 4.07+0.2394
Eriocitrina 6.25+0.7710
Quercetina 3-galactosido n.d.
Quercetina 3-arabinosido n.d.
Quercetina 3-rutindsido n.d.
Quercetina 3-ramnosido n.d.

Fuente: Kuli y col., (2008).

2.6.4. Actividad antioxidante

Nickavar y col. (2008) evaluaron la propiedad para estabilizar radicales libres de
cinco especies de Mentha (Figura 12), en extracto etandlico, entre las cuales se
encontraba Mentha piperita, usando los esnayos de DPPH y ABTS. Estos autores
reportaron que la especie M. piperita exhibié la mayor actividad antioxidante
evaluada por el ensayo DPPH. Por otro lado, también reportaron que todos los
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extractos estabilizaron el radical ABTSe+ sin diferencia estadistica significativa entre
especies. Esta diferencia observada entre ensayos y entre especies de Mentha fue
atribuida principalmente a la las caracteristicas propias de cada ensayo y a la
composicién de compuestos fenodlicos y otros compuestos en la mezcla que pueden
ejercer un efecto sinérgico.

De igual manera Nickavar y col. (2008) concluyeron que los constituyentes
fendlicos presentes en las especies de Mentha son, al menos en parte, responsable
de las actividades de captacion de radicales libres y de la capacidad antioxidante

de estas plantas.
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Figura 12. Porcentaje de inhibicién de radicales (a) ABTS vy (b) DPPH de extractos
etandlicos de cinco variedades de Mentha (Nickavar y col., 2008).

En base a lo anteriormente mencionado la infusion de hierbabuena presenta

propiedades benéficas a la salud que pueden ser incrementadas al someter la

planta al estrés hidrico.
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I1l. JUSTIFICACION

En México existe un incremento y prevalencia de enfermedades cronico
degenerativas como diabetes, enfermedades cardiovasculares y el céncer,
constituyendo a las primeras causas de muerte en nuestro pais. Todas estas
enfermedades cronico degenerativas estan estrechamente relacionadas con el
estrés oxidativo, el cual es un desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccién excesiva de radicales libres que producen dafio a las biomoléculas
como proteinas, lipidos y DNA causando alteracion y pérdida de su funcién.

En los Ultimos afos se ha incrementado el consumo de alimentos y bebidas
naturales con propiedades antioxidantes que ayudan a contrarrestar el dafo
causado por los radicales libres. Asi mismo, existe una permanente busqueda
de mejoras a estas fuentes exdgenas de antioxidantes naturales, teniendo como
una alternativa incrementar la produccion de metabolitos secundarios como los
polifenoles. Entre estas nuevas alternativas, se encuentra el estrés hidrico en
plantas, el cual modifica la expresion génica relacionada con la produccién de
enzimas involucradas en la sintesis de compuestos fendlicos con conocida

actividad antioxidante.

La hierbabuena es la planta mas usada en México para la preparacién de
infusiones, bebido a su sabor y a sus propiedades benéficas para la salud.

El incremento en la sintesis de polifenoles en respuesta al factor de estrés
hidrico en hierbabuena, la cual es usada para elaborar bebidas funcionales
como las infusiones, puede proporcionar un valor agregado no solo a los
cultivos, si no en los productos originados de este material vegetal, los cuales
pueden ser una alternativa auxiliar en el control de enfermedades cronico

degenerativas relacionadas con estrés oxidativo.
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IV. HIPOTESIS
Las infusiones de hierbabuena (Mentha piperita) elaboradas con plantas sometidas

a condiciones de estrés hidrico presentan mayor contenido de polifenoles vy

capacidad antioxidante.

31



V. OBJETIVOS

5.1. General

Evaluar el efecto del estrés hidrico en hierbabuena (Mentha piperita) sobre

polifenoles y capacidad antioxidante de infusiones.

5.2. Especificos

- Establecer condiciones de estrés hidrico en plantas de hierbabuena en
dos diferentes estaciones del afio (primavera e invierno) que aseguren el
crecimiento de la planta.

- Cuantificar la concentracion de compuestos polifendlicos en infusiones de
hierbabuena a diferentes condiciones de estrés hidrico.

- Evaluar la capacidad antioxidante in vitro en infusiones de hierbabuena a

diferentes condiciones de estrés hidrico.
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VI. METODOLOGIA

6.1. Materiales

6.1.1. Compuestos quimicos

Acido galico marca Aldrich, reactivo de Folin Ciocalteu, (+)-catequina y ABTS
marca Sigma, carbonato de sodio marca Sigma ultra, persulfato de potasio marca
Sigma-Aldrich, hidroxido de sodio, metanol y demés reactivos fueron obtenidos de
la marca J. T. Baker.

6.1.2. Material biol6gico

Se obtuvieron 120 plantulas de hierbabuena (Mentha piperita) de la empresa
Floraplan S.A de C.V. Las cuales fueron sembradas en macetas de plastico y se

mantuvieron en condiciones ambientales parcialmente controladas y a cielo abierto.

6.2. Metodologia experimental

Las plantas fueron cultivadas en macetas de plastico de capacidad de 2 L con tierra
Sunshine Mix No. 3 (Mezcla profesional para cultivos a base de musgo, utilizada
como sustituto de suelo) en el invernadero de la Facultad de Quimica, con un
porcentaje de humedad en suelo del 70% (la humedad en suelo fue medida
mediante un higrometro) y se dejaron crecer de 2 a 3 meses para que las plantas
llegaran a su crecimiento 6ptimo, en esta etapa las plantas también se aclimataron

a las condiciones ambientales y a su entorno.

Una vez que las plantas de hierbabuena llegaron a su crecimiento O6ptimo se

iniciaron los tratamientos de estrés hidrico (Figura 13), se clasificaron
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homogéneamente en 4 grupos de 30 unidades experimentales cada uno,
denominados:

e Estrés 8%

e Estrés 15%

e Estrés 22%

e Estrés 35%

Para iniciar el experimento las plantas de cada grupo tenian una humedad del 70%,
cuando se encontraron homogéneas se tomaron las muestras control para cada
grupo, correspondientes a la humedad Optima de crecimiento para las

hierbabuenas.

El estrés hidrico en las hierbabuenas se indujo limitando el suministro de agua. Se
medié la humedad en suelo de cada maceta todos los dias mediante un higrémetro
(Kelway soil modelo HB-2). Se colectaron muestras de cada grupo cuando las 30
plantas correspondientes se encontraron en el porcentaje de humedad de cada

tratamiento (estrés 8%, estrés 15%, estrés 22% y estrés 35%).

Posterior al estrés se llevd a cabo la rehidratacibn de las plantas de cada
tratamiento por 5 dias; al quinto dia se tomaron las correspondientes muestras

denominadas:

e Rehidratacion 8%
e Rehidratacion 15%
e Rehidratacién 22%

e Rehidratacion 35%
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Figura 15. Esquema de la metodologia.

Para la obtencién de material vegetal (muestras) se tomaron al azar treinta hojas de
cada maceta correspondientes al tratamiento; se realizé sujetando el tallo y
tomando la hoja para jalar en sentido contrario al crecimiento, de esta forma la hoja

se separ6 del tallo sin causarle dafio a la planta.

Se llevd a cabo el secado del material vegetal en estufa a una temperatura de 50
°C. Posteriormente se realizé una molienda de las hojas para obtener un tamafio de
particula aproximado de 1-1.5 mm de acuerdo al tamafio reportado en industria
para infusiones comerciales. El material vegetal seco y se guardd para su posterior
analisis.
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6.3. Cuantificacion de compuestos fenélicos

6.3.1. Obtencion de infusiones

Al momento de preparar las infusiones se agreg6 1 g de material seco a 100 mL de
agua en ebullicion. Posteriormente se dejé reposar durante 10 minutos a
temperatura ambiente, la infusiones se filtraron con filtros de cafetera comerciales

y se dejaron protegidas de la luz. La concentracion de las infusiones fue al 1%.

6.3.2. Cuantificacion de compuestos fendlicos por el método de Folin-Ciocalteu

Para la determinaciéon de polifenoles totales se utiliz6 el método de Folin y
Ciocalteu (1927), descrito por Singleton y col. (1999). Dicho método cuantifica la
concentracion total de grupos hidroxilicos fendélicos presentes en la muestra que se
estd analizando. Este método se basa en la capacidad de los fenoles para

reaccionar con agentes oxidantes (Julkunen-Titto, 1985).

Se tomé una alicuota de 20 pL de cada una de las infusiones, la cual se colocé en
un vial de vidrio y se complet6 a 250 pL con agua destilada, se adicion6 125 pL del
reactivo de Folin Ciocalteu 1N, se agitdé en voértex por 5 minutos, posteriormente se
agrego 625 pL de Na2COs al 20% y se dejé reposar dos horas en la oscuridad,
transcurrido este tiempo se tomd la medicibn de la absorbancia en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 760 nm, los resultados fueron
expresados como mg equivalentes de acido galico por mL de muestra. La
cuantificacion se realizé por interpolacion de los resultados en una curva estandar
de acido galico, y se expresaron como mg equivalentes de acido galico por gramo

de peso seco (mg eq EAG/g de peso seco).
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6.3.3. Cuantificacion de flavonoides

El compuesto 2-aminoetildifenil borato reacciona en metanol con el grupo hidroxilo
de los flavonoides en la posicion 2’ del anillo B para formar el 2"-difenilborato del
flavonoide correspondiente, estos compuestos presentan una coloracién amarilla,
(Figura 14) La presencia de ese compuesto, se determina a partir de
espectrofotometria a una longitud de onda de 404 nm. La rutina pertenece al grupo
de los flavonoles y se usa rutinariamente como estandar en esta técnica. Cabe
sefialar que la determinacién de flavonoides se hace en un medio neutro
(Robertson y Hall, 1989).

HO
90
o]

\

2-aminoetildifenilborato rutina OH O Az (car

2'-difenilborato de rutina
Producto coloreado

Figura 14. Mecanismo de reaccion de 2’-aminoetildifenilborato con la rutina.

Para la determinacion de estos compuestos en las infusiones de hierbabuena, se
tomaron 50 pL de cada infusiéon y se le adicionaron 180 uL de agua destilada,
posteriormente se agregd 20 pL de la solucion 2-aminoetildifenilborato al 1%,
inmediatamente después se medio la absorbancia a 404 nm, los resultados fueron
expresados como mg equivalentes de rutina por mL de muestra. La cuantificacion
se realiz6 por interpolacion de los resultados en una curva estandar de rutina, y se
expresaron como mg equivalentes de rutina por gramo de peso seco (mg eq.

rutina/g de peso seco).
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6.4. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método de DPPH

Brand-Williams y col., (1995) evaluaron la actividad de compuestos especificos o
extractos usando el radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe) en una
solucion metandlica. La reduccion del DPPHe se monitorea por la disminucion en la
absorbencia a una longitud de onda caracteristica. En su forma de radical libre, el
DPPH+ absorbe a 515 nm y cuando sufre reduccidén por un antioxidante, esta
absorcion desaparece. En consecuencia, la desaparicion del DPPHe proporciona un
indice para estimar la capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales.
El modelo que explica la actividad de un compuesto como antirradical se ejemplifica

con la siguiente ecuacion:

DPPH. + (AH), —» DPPH—H + (As)y

Donde AH es un antioxidante que actia como antirradical donando atomos de
hidrogeno, dando como resultado radicales con estructuras moleculares estables
gue detendran la reaccién en cadena, tal es el caso de los fenoles. El nuevo radical
formado (A) puede interactuar con otro radical para formar moléculas estables
(DPPH-A, A-A).

Se prepar6 una solucién 0.1 mM de DPPH" (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) en metanol,
1 mL de esta solucion se adicion6 a las diferentes infusiones a diferentes
concentraciones a un volumen de 50 pL. Después de 30 minutos de incubacion a
temperatura ambiente y protegido de la luz, se leyé la absorbancia de la mezcla a
517 nm. La actividad para secuestrar radicales de las infusiones se determiné en
base a la disminucion de los valores de absorbancia, y posteriormente los
resultados fueron expresados como porcentaje de inhibicion de la formacion del
radical DPPH. Para el calculo de ICso se grafico el logaritmo de la concentracion
contra el porcentaje de reduccién de la oxidacion, y se realizé una comparacion con

un estandar de (+)-catequina.

38



6.5. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método de ABTS

A diferencia del radical DPPH, el radical ABTS++ tiene que ser generado tras una
reaccion que puede ser quimica (dioxido de manganeso, persulfato potasio, ABAP).
Con este ensayo se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza
hidrofilica y lipofilica, ademéas el radical ABTS tiene un espectro maximos de
absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm (Fogliano y col., 1999).

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante por el ensayo ABTS se sigui6 la
metodologia descrita por Re y col. (1999). La obtencién del radical se realizé
mezclando una solucién 7 mM de ABTS (2,2’-azinobis (3—etilbenzotiazolina-6-6
acido sulfénico) y una solucion 2.45 mM de persulfato de potasio (K2S20s), para
producir el radical ABTSe+. Posteriormente la solucion concentrada del radical
ABTSe<+ se diluyé con buffer de fosfatos salino (PBS), pH 7.4, hasta obtener una
absorbancia final de 0.7 + 0.02 a una longitud de onda de 734 nm. Después se
adiciono 20 pL de las diferentes infusiones a diferentes concentraciones con el fin
de evaluar la concentracién inhibitoria media en 990 yL de la dilucion antes
mencionada de ABTS. Después de 6 minutos se medié la absorbancia a la misma
longitud de onda (734 nm). Los resultados son expresados como porcentaje de
inhibicién de la formacion del radical. Para el calculo de ICso se graficé el logaritmo
de la concentracion contra el porcentaje de reduccién de la oxidacion, y se realiz6

una comparacion con un estandar de (+)-catequina.

6.6. Andlisis estadistico

Los resultados fueron reportados como la media + error estandar. Se realizé el
analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. Para la
comparacion entre todos los tratamientos se realizé la prueba de Tukey con un
nivel de significancia de 0.05. También se realiz6 un analisis de correlacion de

Pairwise. Los datos se analizaron con el paquete estadistico JMP 5.0.1.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Condiciones ambientales

Debido a que el cultivo de las plantas se llevo a cabo a cielo abierto en condiciones
semi-controladas, uno de los factores que se tomé en consideracion fue el medio
ambiente. Los cambios presentados durante el experimento se muestran en el
Cuadro 4. Los datos son reportados por la estacion meteoroldgica: 766250 (MMQT)
Latitud: 20.58 | Longitud: -100.38 | Altitud: 1813 para Mayo 2011 y Enero 2012.

Cuadro 4. Temperatura ambiental, humedad relativa y precipitacion pluvial

registrados en Querétaro durante el mes de mayo 2011 y enero 2012.

Primavera (Mayo 2011) Invierno (Enero 2012)

T ™ m H PP T ™ Tm H PP

23 33 139 369 941 138 24 51 518 7.11

*Los datos representan la media mensual

T = Temperatura media (°C), TM =Temperatura maxima (°C), Tm = Temperatura
minima (°C), H = Humedad relativa media (%), PP = Precipitacion total de lluvia
(mm).

El promedio de la temperatura media registrada durante el trabajo experimental
durante la época de primavera fue de 23 °C y para invierno 13.8 °C. El promedio
de la humedad relativa ambiental fue de 36.9 y 51.8% respectivamente. Estas

diferencias son propias de la estacion.

7.2. Cambios visuales en la planta de hierbabuena sometida a estrés hidrico

Cuando una planta se encuentra sometida a condiciones significativamente

diferentes de las Optimas para la su desarrollo y mantenimiento se dice que esta
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sometida a estrés, si bien las diferentes especies o variedades difieren en sus
requerimientos 6ptimos y por tanto a su susceptibilidad a un determinado estrés
(Hsiao, 1973; Levitt, 1980).

El alto grado de organizacion de los seres vivos, incluyendo las plantas, supone la
presencia de relaciones complejas y multiples en relacion al ambiente.

La influencia ambiental sobre una planta estara determinada tanto por la intensidad
como por la duracién del correspondiente factor en interaccion con los rasgos
genéticos caracteristicos de la planta. Para cada uno de los numerosos procesos
fisiologicos que constituyen un sistema viviente existe siempre un “limite de
estabilidad” (Zlatev y col., 2003) a partir del cual una determinada variable

ambiental o factor abibtico generan estrés en un organismo.

En sistemas bioldgicos se ha adoptado el concepto fisico de tensién-deformacién
(stress-strain) para analizar los procesos que ocurren cuando una planta se
encuentra sometida a una situacion de estrés (Valladares y col. 2004). Asi, el estrés
biolégico seria cualquier factor ambiental capaz de producir una deformacion
(strain) potencialmente nociva en un organismo (Levitt, 1980). La deformacién o
strain seria la respuesta a una tension o estrés determinado al que esta sometido la
planta, mismo que se puede observar en la Figura 15, donde el cambio o strain
ocasionado a la planta debido al estrés hidrico al cual fue sometida es claro en las
hojas de hierbabuena. Al momento en que la planta percibe el déficit de agua
genera una respuesta a nivel tanto fisiol6gico como metabdlico. Al término del
estrés las plantas fueron rehidratadas observandose una recuperacion y reparacion

del dafio causado, es decir, una disminucién del estado de strain.
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Figura 15. Cambios visuales en la planta de hierbabuena sometida a estrés hidrico

y Su posterior rehidratacion.

Las plantas se sometieron al déficit hidrico hasta lograr los porcentajes de 35, 22,
15y 18%, en la Figura 16 se observan los dias que se necesitaron para que las 30
plantas llegaran al porcentaje de humedad indicado para cada estrés.

En primavera las hierbabuenas tardaron menos dias para los correspondientes
tratamientos respecto a invierno, esto debido a que los dias en invierno son menos
célidos; cuando la temperatura media ambiental es mas alta como en el caso de
primavera la planta tiene mayores requerimientos hidricos, por lo que se estresan

con mas rapidez.
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Figura 16. Tiempos determinados para inducir los porcentajes de estrés hidrico en

las plantas de hierbabuena en la estacion de primavera e invierno.

La Figura 17 se muestra a las plantas de hierbabuenas antes de ser sometidas a

estrés, se observa que se encuentran en 6ptimas condiciones. Para el tratamiento

8% de humedad que es el mas severo se pueden observar los cambios fisioldgicos

gque la planta sufre, al aumentar el porcentaje de humedad las plantas se

encuentran sometidas a un menor estrés siendo el tratamiento humedad al 35% el

menos agresivo. Después de cada periodo de estrés, las plantas se sometieron a

rehidratacion volviendo a las condiciones ideales de la planta, observandose

manera fisioloégica igual que al inicio, es decir antes de aplicar las diferentes

condiciones de estrés hidrico.
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Figura 17. Plantas de hierbabuena sometidas a condiciones 6ptimas de humedad y

después de los diferentes porcentajes de estrés hidrico.

Al someter a estrés hidrico a las plantas, pasan por un marchitamiento incipiente
caracterizado por cierre de estomas, marchitamiento temporario con
manifestaciones macroscoépicas (flacidez, hojas dobladas, etc.) hasta el
marchitamiento permanente, situacion donde aun cuando el vegetal cuente con
agua no puede recuperarse. Con el cierre de estomas la planta se previene de la
pérdida de agua a través de las hojas y para poder soportar las necesidades
hidricas de la planta (Squeo y Ledn, 2007).

Esta respuesta fisiologica se observo en todos los tratamientos, siendo mayor el
fendmeno en las plantas sometidas a una humedad de 8%, presentando un mayor
namero de hojas enrolladas debido al cierre de estomas, esto debido a que era el

tratamiento mas severo. Sin embargo al momento del proceso de rehidratacion
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todas las plantas recuperaron sus condiciones ideales, de tal manera que el estrés

mas severo no es considerado un estrés fulminante para la planta.

7.3. Contenido de compuestos fendlicos totales de infusiones de hierbabuena

sometida a estrés hidrico

7.3.1. Concentracion de fenoles totales en infusiones

El contenido de fenoles totales expresados como mg equivalentes de &cido gélico/
g de muestra seca (mg eq. ac. galico/ g de muestra seca) se muestran en el
Cuadro 5. En el caso de la muestra control (inicio) se obtuvieron concentraciones
aproximadas de 56.83 + 0.26 mg eq. ac. galico/g de muestra seca sin diferencia
estadistica significativa entre tratamientos. Morales y col., (2008) determinaron el
contenido de compuestos fendlicos en infusiones de menta, hierbabuena, té verde
entre otras, donde la hierbabuena fue una de las muestras que presentaron el
mayor contenido de compuestos fendlicos. De igual manera estos autores reportan
una concentracion de polifenoles totales para hierbabuena de aproximadamente 35
mg eq. ac. galico/g de muestra seca, menor al obtenido en este trabajo. Horacio-
Guzman y col., (2005) reportan un contenido de fenoles totales en infusion de
hierbabuena de 52 mg eq. ac. galico/g de muestra seca el cual es similar al
encontrado en este trabajo en las plantas en su estado 6ptimo y antes de aplicar el
estrés, cuando las plantas fueron sometidas a diferentes condiciones de estrés
hidrico se puede observar que hay un incremento estadisticamente significativo de
fenoles totales en todos los tratamientos. Kayoko y col., (2010) demostraron que en

una variacion de factores como humedad afecta el contenido de fenoles totales.

En cuanto al estrés el tratamiento bajo una humedad en suelo de 22% en la
estacion de primavera obtuvo la mayor concentracion de polifenoles totales siendo

esta de 107.71 £ 0.98 mg eq. ac. galico/g de muestra seca, de igual manera para
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rehidratacion el tratamiento 22% obtuvo el mayor contenido siendo este de 70.48 +

0.35 mg eq. ac. galico/g de muestra seca.

Ayaz y col., (1999) estudiaron el estrés hidrico en Calatea rosea (Ctenanthe setosa)
donde las plantas se dejaron sin riego para inducir enrollamiento de las hojas
(estrés). Después de 35 dias de tratamiento observaron un enrollamiento general, y

un incremento en la concentracion de compuestos fendlicos.

Como se observa en el Cuadro 5, los mejores resultados en cuanto al contenido de
compuestos fendlicos en infusiones fueron aquellas plantas con un estrés hidrico
intermedio, cuando las plantas fueron sometidas a un mayor estrés no se llevo a
cabo una mayor sintesis de compuestos comparado con el control. Algunos autores
como Said-Al y col., (2009) estudiaron el efecto del estrés hidrico en orégano (80,
60 y 40% de humedad disponible en el suelo) sobre la produccion de aceite
esencial de plantas de orégano, ellos observaron que una condicion de tension
media (tratamiento 60% de humedad en suelo) acelera la produccién del metabolito
de interés, mientras que las condiciones de estrés severo debido al déficit de agua
(tratamiento 40% de humedad en suelo) disminuyen la biosintesis de este
metabolito. Resultados similares son reportados por Said-Al y Omer (2009) para
Dracocephalum moldavica L. Sin embargo en estudios realizados en plantas de La
vid, Ojeda y col. (2001) encontraron una mayor biosintesis de polifenoles en el
déficit hidrico severo que en un déficit hidrico moderado. De tal forma que este
fendmeno puede estar relacionado con el tipo de planta a la cual se somete a
estrés hidrico y su resistencia al mismo, es decir que en el caso de hierbabuena al
encontrarse en condiciones muy severas su estado de sintesis de cualquier
metabolito (aunque sea de defensa) disminuye al no ser viable las funciones vitales

de la planta.

Para la estaciéon de invierno, se observé el mismo comportamiento que primavera,
sin embargo los valores obtenidos son menores a los que se obtuvieron en
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primavera. Como ha sido observado por otros investigadores, el contenido fendlico
foliar aumenta durante la primavera y verano, lo que se atribuye a que la mayoria
de estos compuestos cumplen funciones de defensa contra depredadores,
patdgenos e irradiacion solar, caracteristicos en esta estacion; mientras que su
disminucién durante el otofio-invierno se atribuye a la moderacion de esos factores
(Salminen y col., 2004). Y esto pudiera estar relacionado con los resultados de

concentraciones de polifenoles entre las plantas para las diferentes estaciones.

El contenido de fenoles totales proporciona informacion relevante sobre la posible
accion bioldgica que pudieran presentar las infusiones analizadas. Algunos autores
reportan que alimentos y bebidas con compuestos polifendlicos ademas de su
capacidad antioxidante pueden tener un efecto antiinflamatorio, antiobesigénico,
hepatoprotector, antimicrobiano, antiviral, asi como retardar la progresion de
ateroesclerosis y reduciendo la incidencia de enfermedades cardiovasculares,

previniendo estrés oxidativo (Gil y col., 2000, Aviram y col., 2004).
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Cuadro 5. Contenido de fenoles totales de infusiones de hierbabuena (Mentha piperita) sometidas a estrés hidrico y

posterior rehidratacion.

Fenoles totales (mg eq. ac. galico/g de muestra seca)

Primavera Invierno
Inicio Estrés Rehidratacion Inicio Estrés Rehidratacion
T 8% 56.83 £ 0.268%2  83.44 £ 0.28~*  73.03 + 0.29B% 63.26 + 0.95° 79,59 + 0.148°  77.3 + 0.49°%
T15% 56.84 +£0.25832  89.22 + 1.47A  67.54 + 0.17A% 63.27 £ 0.94°  81.47 + 0.30B"¢  65.61 + 0.41B%
T22% 56.83 +0.2683 107.71 +£0.98”%  70.48 + 0.35”% 63.27 £ 0.95°%  87.02 £ 1.408%  70.74 + 0.37A%
T35% 56.82+0.24%32 62.66 + 0.898%*  60.03 + 0.198% 63.28 + 0.96"  66.68 + 0.46°  63.96 + 0.21A%

Cada valor representa la media + EE.

A B Indica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre estaciones con la prueba de Tukey.

a,b,¢.d |ndica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre renglones de la misma estacion con la prueba de

Tukey.

* ¥z Indica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre columnas de la misma etapa con la prueba de

Tukey.
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7.3.2. Concentracion de flavonoides totales en infusiones

Los flavonoides tienen la propiedad de donar electrones y atomos de hidrégeno, asi
como quelar metales, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante (Martinez
y col., 2002). Los resultados obtenidos para el contenido de flavonoides en las
infusiones de hierbabuena a diferentes condiciones de estrés fueron expresados en
mg equivalentes de rutina/g de muestra seca (mg eq. rutina/ g) y se muestran en el
Cuadro 6. Como se puede observar, los resultados para inicio primavera e invierno
muestran diferencia estadistica significativa entre tratamientos, de igual manera
para el contenido entre estaciones. Los mejores tratamientos en cuanto a
flavonoides totales fueron las infusiones realizadas con las muestras de primavera
8% de humedad e invierno 8% de humedad, las cuales obtuvieron una

concentracion de 15.29 + 0.10 y 20.50 + 0.14 mg eq. rutina/g respectivamente.

Esto nuevamente puede ser debido a la influencia ejercida del medio ambiente
caracteristico de la estacion, que a pesar de observarse un incremento en estos
compuestos en las diferentes condiciones de estrés en cada estacion del afio, tanto
la temperatura como la humedad del medio ambiente ejerce un efecto sobre la
sintesis de flavonoides. Sin embargo se podria decir que aunado a las condiciones
climaticas la aplicacion de un periodo corto de estrés hidrico producird un

incremento de flavonoides en este material vegetal.

También se puede observar que las infusiones que obtuvieron mayor concentracién
de polifenoles totales no fueron aquellas que obtuvieron mayor concentracién en
flavonoides. Algunos autores como Bedascarrasbure y col., 2004 reportan que el
contenido de flavonoides, antocianinas y compuestos fendlicos no flavonoides
estan relacionado con el contenido de fenoles totales, sin embargo un mayor
contenido de fenoles totales no necesariamente determina un mayor contenido de

flavonoides.
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Cuadro 6. Contenido de flavonoides totales de infusiones de hierbabuena (Mentha piperita) sometidas a estrés hidrico

y posterior rehidratacion.

Flavonoides totales (mg eq. rutina/g de muestra seca)

Primavera Invierno
Inicio Estrés Rehidratacion Inicio Estrés Rehidratacion
T 8% 10.82 £ 0.20822 15.29 + 0.108  11.59 + 0.098aby 20.19 £ 0.15**  20.50 £ 0.14"%  16.40 + 0.05°2
T15% 10.81 +0.258% 14.35+0.098°  11.25 + 0.358% 20.20 £ 0.25°>  16.58 £ 0.17A2  18.14 + 0.07”%
T22% 10.82+£0.23B% 13.11 +0.048  12.02 + 0.045% 20.18 £ 0.16"> 15.17 £0.10~  16.14 + 0.10~%
T35% 10.80 +£0.20%% 12.42 +0.06B%  12.04 + 0.258 20.19 £ 0.15°*  16.62 +£ 0.20"%  18.47 + 0.15"%

Cada valor representa la media + EE.
A B Indica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre estaciones con la prueba de Tukey.

a,b.¢.d Indica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre renglones de la misma estacion con la prueba de

Tukey.

* ¥z Indica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre columnas de la misma etapa con la prueba de

Tukey.
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7.4. Capacidad antioxidante de las infusiones

La medida de la capacidad antioxidante en productos alimenticios es una
determinaciéon de cuestionamientos interesantes, porque puede proveer una
variedad de informacion, tal como la resistencia a la oxidacion, contribucion
cuantitativa de sustancias antioxidante o la actividad antioxidante que ellos pueden
presentar dentro del organismo cuando es consumido (Zuleta y col., 2009).
Numerosos estudios han conducido a evaluar la capacidad antioxidante de los
productos alimenticios, sin embargo no hay un método oficial estandarizado y por lo
tanto es recomendado que cada evaluacidén se realice con varias condiciones de
oxidacion y diferentes métodos (Frankel y Meyer, 2000). Para evaluar la capacidad
antioxidante de las infusiones, se usaron las técnicas DPPH' y ABTS™, cuyo

mecanismo de accion se basa en la transferencia de electrones.

7.4.1. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH

Los métodos para determinar capacidad antioxidante se basan en comprobar que
un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable el cual es inhibido
o reducido en presencia de un antioxidante, por lo que esta inhibicion es
proporcional a la actividad antioxidante del compuesto (Frankel y Meyer, 2000). La
concentracion inhibitoria media es una herramienta importante para medida de la
capacidad antioxidante, ya que establece la concentracion de una sustancia,
(infusiones) que es necesaria y efectiva para la obtencién de un 50% de un maximo
efecto de inhibicion del radical que estd provocando el dafio. De manera que
valores menores en la ICso reflejarian una mayor capacidad antioxidante de la

muestra.

Los resultados de la concentracion inhibitoria media (ICso) para el ensayo de DPPH
se muestran en el Cuadro 7. Se puede observar que las infusiones de los
tratamientos primavera con estrés hidrico del 22%, invierno estrés 8%, 22%, 35% y

51



rehidratacion 15% fueron las que obtuvieron una menor concentracion, incluso
menor que el estandar utilizado, esto puede ser debido a que los compuestos que
estan presentes en las infusiones podrian actuar de forma sinérgica, ya que como
reportan algunos autores como Frankel y Meyer (2000), Sanchez (2002) y Aruoma
(2003), la capacidad antioxidante total de una muestra estd determinada por
interacciones sinérgicas entre los diferentes compuestos, y no solamente por el
método de accion especifico de cada uno de ellos. De tal manera que este
sinergismo puede incrementar dicha capacidad antioxidante, la cual puede ser
superior incluso al de estdndar usado, el cual de manera general es un compuesto

puro.

Para el caso de las demas infusiones de hierbabuena estas muestran un mayor
valor de ICso, lo cual nos puede indicar que los compuestos que estan otorgando
esta capacidad antioxidante no son tan efectivos como los encontrados en el resto
de las infusiones esto podria ser debido a la estructura quimica de los compuestos,
algunos de ellos tiene una mayor o menor capacidad de donar atomos de
hidrogeno o electrones, es posible inferir que las muestras contienen diferentes

compuestos con potencial antioxidante.

52



Cuadro 7. Capacidad antioxidante (DPPH) de infusiones de hierbabuena (Mentha piperita) sometidas a estrés hidrico y

posterior rehidratacion.

DPPH- (ICs0)
Primavera Invierno
Inicio Estrés Rehidratacion Inicio Estrés Rehidratacion
T 8% 36.69 + 0.70°* 31.97 + 0.25%%  31.07 + 0.98Aa% 35.87 £ 0.15°* 25,38 £ 0.1082  30.54 + 0.10~%
T15% 36.68 £0.7173 29.47 +0.158%  29.99 + 0.58A 35.86 £ 0.15°* 34.08 £ 0.18”%  27.28 + 0.058¢
T22% 36.67 £0.70° 25,19 + 0.407%2  31.25 + 0.30%ab 35.87 £ 0.16">  23.18 +£ 0.25B%2  30.69 + 0.94A%
T35% 36.68+0.70% 34,7 +£0.38°%  33.56 + 0.86"% 35.88 + 0.15°* 23,76 £ 0.118%2  33.81 + 0.21°%

(+)-Catequina

31.96 +1.334°

31.96 +1.33%

31.96 + 1.33A%

31.96 +1.33P

31.96 +1.33P

31.96 +1.33A%

Cada valor representa la media + EE.
A B Indica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre estaciones con la prueba de Tukey.

a,b.¢.d Indica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre renglones de la misma estacion con la prueba de

Tukey.

* ¥z Indica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre columnas de la misma etapa con la prueba de

Tukey.
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7.4.2. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS

Los resultados de la concentracién inhibitoria media (ICso) para ABTS se muestran
en el Cuadro 8. Se puede observar que todas las infusiones presentan capacidad
antioxidante debido a que inhiben el radical ABTS, sin embargo la infusion del
tratamiento con hierbabuena sometido al estrés hidrico 22% durante la primavera
es la que tiene un menor ICso siendo este de 9.70 + 0.09; el analisis estadistico nos
muestra que entre las muestras y el estandar existe diferencia significativa, esta
informacién nos indica que los componentes de la hierbabuena que le confieren la
capacidad antioxidante pueden estar actuando de manera sinérgica incrementando

la capacidad antioxidante.

Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y
lipofilica, mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio organico
(Anolovich y col., 2002). De tal manera que algunos de los compuestos presentes
en las infusiones como son los flavonoides son de caracter hidrofilico, por lo cual se
expresan su mayor actividad en microambientes ideales, de tal manera que las
infusiones lograron una mayor inhibicién del radical ABTS. El método de DPPH
detecta solo aquellos antioxidantes que se disuelven en solventes organicos, como
alcoholes (Arnao, 2000). Una desventaja de este método es la inaccesibilidad de
DPPH estérico (es decir las moléculas pequefias pueden tener una mejor
oportunidad de acceder a los radicales dando valores mas altos para la capacidad
antioxidante), ademas de un estrecho rango lineal de la absorbancia frente a la
concentracion. Roginsky y Lissi (2005) analizaron las diferencias entre ABTS y
DPPH encontrando que este ultimo no reacciona con flavonoides carentes de
grupos hidroxilos en el anillo B, ni con acidos aromaticos que contengan un solo
grupo hidroxilo. De manera que los antioxidantes pueden actuar por multiples
mecanismos dependiendo del sistema de reaccion o la fuente radicalaria u
antioxidante (Prior y col., 2005). Con el fin de conocer las diferencias en cuanto a
mecanismos Yy tipos de compuestos que estan presentes en las infusiones es de
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suma importancia analizar esta actividad biol6gica con diferentes metodologias que

permitan ampliar el margen de conocimiento sobre los materiales de analisis.

Rodriguez y col. (2006) estudiaron la actividad antioxidante de la hierbabuena
(Mentha spicata L.), menta (Mentha piperita L.), entre otras, las cuales exhiben
actividades antioxidantes diferentes, de acuerdo con los valores estimados por el
ensayo de ABTS, observaron que tanto la hierbabuena como la menta se
distinguen por su elevado poder antirradical.
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Cuadro 8. Capacidad antioxidante (ABTS) de infusiones de hierbabuena (Mentha piperita) sometidas a estrés hidrico y

posterior rehidratacion.

ABTS™ (ICs0)

Primavera Invierno
Inicio Estrés Rehidratacion Inicio Estrés Rehidratacion
T 8% 18.45 +0.16” 1579 + 0.28"%  10.84 + 0.17Ab2 13.91 £0.108  13.38 + 0.06B>  10.55 + 0.25A%
T15% 18.44 +0.17A& 1253 +0.08"2 14.31 + 0.19°% 13.92 £ 0.128%  10.86 + 0.098%Y  13.86 + 0.17A
T22% 18.44 +0.16*  9.70 £ 0.09B¢ 14.10 £ 0.27°% 13.91 £0.108  14.16 + 0.10A>  12.58 + 0.178%
T35% 18.43+0.18% 12.66+0.178%  11.57 + 0.228bz 13.93 £ 0.118  14.48 + 0.24A>*  12.63 + 0.36A%

(+)-Catequina

7.54 +0.157°

7.54 + 0.15Ad

7.54 + 0.15%¢

7.54 + 0.157°

7.54 + 0.15°d

7.54 + 0.157d

Cada valor representa la media + EE.
A B Indica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre estaciones con la prueba de Tukey.

a,b.¢.d Indica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre renglones de la misma estacion con la prueba de

Tukey.

* ¥z Indica diferencia estadistica significativa (a 0.05) entre columnas de la misma etapa con la prueba de

Tukey.

56



Los mejores resultados en cuanto a capacidad antioxidante (ICso) fueron los
obtenidos para el tratamiento estrés hidrico 22% primavera, con valores de 25.19 +
0.40 para DPPH y 9.70 + 0.09 para ABTS, estas diferencias pueden deberse a la
naturaleza del ensayo. Los métodos como ABTS y DPPH para la evaluacion de la
capacidad antioxidante presentan una excelente estabilidad en ciertas condiciones,
aunque también muestran diferencias (Antolovich y col., 2002). EI ABTS es una
técnica que se lleva a cabo en medio acuoso (mayor polaridad), mientras que
DPPH se realiza en un medio organico. La diferencia entre estos ensayos pude ser
atribuida a factores como las condiciones de reaccion y solubilidad, ademas de que
los antioxidantes son dependientes de diversos factores como la polaridad del
medio, la temperatura, el tipo de sustrato, las condiciones de oxidacién, el estado
fisico del sistema y la presencia de otros compuestos, que pueden ejercer
relaciones contrarias o sinérgicas con las moléculas evaluadas (Arnao, 2000;
Roginsky y Lissi, 2005).

Con el fin de observar una relacion entre el contenido de compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante de las infusiones preparadas con hojas de plantas de
hierbabuena sometidas a diferentes condiciones de estrés hidrico y posterior
rehidratacion se realizO un analisis estadistico de correlaciébn, mostrando los
resultados tanto para la estacion de primavera como de inverno en el Cuadro 9. Se
puede observar que la mayor relacion fue para el experimento realizado en la
estacion de primavera que en invierno, esto puede ser debido a que en esta
estacion se produjo una mayor sintesis de estos compuestos viéndose reflejado en
una mayor capacidad antioxidante medida por la estabilizacion del radical ABTS y
DPPH.
En el caso de condicion de estrés hidrico y de rehidratacion, fue mayor la
correlacion observada para condicion de estrés, especialmente para radical ABTS.
Esto pudiera estar relacionado con las caracteristicas del radical y del compuesto
sintetizado a causa del estrés hidrico. Okawa y col., (2001) menciona que la mayor
capacidad antioxidante de una muestra esta relacionado con la caracteristicas
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propias del antioxidante, es decir, a la posicion del grupo hidroxilo de los fenoles
presentes en la solucibn. De manera que esto pudiera explicar una mayor
correlacion en radical ABTS que en DPPH.

En el caso de rehidratacibn se muestra una relacion positiva menor que en
condicién de estrés, lo cual pudiera estar relacionado a que se observé un menor
contenido de sintesis de compuestos ya que la planta estaba fuera de estrés y no

requeria activar esta via como defensa.
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Cuadro 9. Correlaciones de Pairwise para las variables de contenido total de fenoles y contenido total de flavonoides y
capacidad antioxidante medido por los ensayos de DPPH y ABTS de los diferentes tratamientos de estrés hidrico

sobre hierbabuena.

Tratamiento 8% Tratamiento 15%
Primavera Invierno Primavera Invierno
ABTS2 DPPH3® ABTS® DPPH3 ABTS2 DPPH3® ABTS® DPPHS3
Inicio Inicio
Fenoles?! 0.40 0.98 0.19 0.19 Fenoles? 0.40 0.98 0.19 0.19

Flavonoides? 0.32 0.49 0.35 0.40 Flavonoides? 0.32 0.49 0.35 0.40
Estrées Estrés

Fenoles! 0.84 0.80 0.68 0.66 Fenoles?! 0.93 0.50 0.16 0.72

Flavonoides? 0.27 0.22 0.07 0.71  Flavonoides? 0.27 0.60 0.15 0.60

Rehidratacion Rehidratacion

Fenoles! 0.78 0.70 0.44 0.70 Fenoles! 0.11 0.89 0.06 0.58

Flavonoides? 0.61 0.62 0.57 0.69 Flavonoides? 0.31 0.96 0.34 0.13
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Tratamiento 22%

Primavera Invierno
ABTS® DPPH3® ABTS® DPPHS3
Inicio Inicio
Fenoles? 0.40 0.98 0.19 0.19 Fenoles?

Flavonoides? 0.32 0.49 0.35 0.40 Flavonoides?
Estrées Estrés
Fenoles? 0.95 0.65 0.16 0.59 Fenolest!
Flavonoides? 0.20 0.40 0.38 0.51 Flavonoides?
Rehidratacion Rehidratacion
Fenoles?! 0.62 0.79 0.03 0.59 Fenoles!

Flavonoides? 0.46 0.65 0.67 0.36  Flavonoides?

Tratamiento 35%

Primavera Invierno
ABTS2 DPPH® ABTS® DPPH3
0.40 0.98 0.19 0.19
0.32 0.49 0.35 0.40
0.96 0.93 0.47 0.36
0.52 0.49 0.46 0.45
0.38 0.30 0.30 0.72
0.43 0.51 0.36 0.20

!Resultados expresados en mg eg. ac. galico/ g de muestra seca.
’Resultados expresados en mg eq. rutina/ g de muestra seca.
3Resultados expresados como |Cso (ug/g de muestra seca).
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VIIl. CONCLUSIONES

-Tratamientos severos de estrés hidrico (8%) afecta el crecimiento de las plantas y

no aumentan la sintesis de compuestos fendlicos.

-El estrés hidrico 22% incrementa la produccién de metabolitos secundarios como
los polifenoles en hierbabuena, aumentando a su vez la capacidad antioxidante de

infusiones preparadas con hojas de plantas sometidas a estas condiciones.

-Las condiciones climaticas afectan la produccion de fenoles, siendo mejor la

respuesta de la planta de hierbabuena durante la estacion de primavera.

-Se observé una menor sintesis de compuestos polifendlicos en condicion de
rehidratacion, lo cual se atribuyé al hecho de que la planta recuperaba su estado

ideal para su mantenimiento, inhibiendo asi cualquier via de defensa.

-El estrés hidrico representa una herramienta importante para el incremento de
compuestos con actividad biolégica como los polifenoles en hierbabuena.
Permitiendo incrementar el valor agregado de este cultivo y de sus productos como
son las infusiones, las cuales se pueden considerar como una fuente exégena de

compuestos bioactivos con alta capacidad antioxidante.
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