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1. Introduccién

Los efectos terapéuticos que ofrecen las plantas son muy importantes para la
salud humana, de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud cerca del 60%
de la poblacién humana sigue tratando los problemas de salud con remedios
tradicionales (Lobo et al., 2015). Al respecto, méas de 20,000 de plantas han sido
investigadas y son utilizadas por un lado en la medicina tradicional para el
tratamiento de varios dolores o enfermedades, mientras que por el otro se
utilizan como aromatizantes o condimentos para la conservacion y

almacenamiento de diversos alimentos (Kogiannou et al. 2013).

Las infusiones de hierbas y él té verde son bebidas ampliamente consumidas en
el mundo, y son consideradas como los principales reservorios de antioxidantes
naturales. Estas son preparadas a partir de las hojas, flores, frutos y/o cortezas
mediante un proceso de extraccién con agua caliente o fria durante cierto tiempo

(Sentkowsk et al., 2016).

La capacidad antioxidante de las infusiones a base de hierbas se atribuye
principalmente a la presencia de compuestos fenélicos (Sentkowsk et al., 2016),
los cuales son considerados como compuestos bioactivos debido a las propiedades
benéficas que ofrecen como: antioxidante, antiinflamatorio, antimicrobiano,
analgésico, neuroprotector, entre otras (Damiani, et al.,, 2013). Dichos
compuestos tienen la capacidad de actuar como agentes reductores, donadores

de hidrogeno o atenuadores del oxigeno singlete (Fotakis et al., 2016).

Es importante mencionar que la capacidad antioxidante varia de una planta a
otra, debido a que los compuestos que proporcionan dicha actividad pueden verse

afectados por el método de extraccion, la variedad de la planta, condiciones




ambientales, condiciones estacionales y su origen geografico (Fotakis et al., 2016,

Lantano et al., 2015).

Entre las diferentes plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana se
encuentra Melissa officinalis también conocida como balsamo de limén, la cual
pertenece a la familia de las Lamiaceae. Desde hace mas de 2000 anos ha sido
utilizada en la medicina tradicional europea, en la medicina popular de Austria
se utiliza para tratar problemas gastrointestinales y dolencias biliares y
hepaticas, en Croacia, se utiliza para el tratamiento en enfermedades
respiratorias, en Meéxico es utilizada para tratar problemas de gastritis,
epilepsia, trastornarnos nerviosos, asi como molestias estomacales. La planta
también ha sido utilizada para el tratamiento de trastornos mentales,
enfermedades del sistema nervioso central, problemas respiratorios,
cardiovasculares, diversos tipos de cancer, potenciador de memoria y

antidepresivo (Shakeri et al., 2016).

Teniendo como base la importancia que representan las plantas y sus diferentes
propiedades medicinales, el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad
antioxidante y su estabilidad con respecto al tiempo en extractos acuosos de la
hoja, tallo y tallo con hoja de Melissa officinalis, por la técnica del DPPH (1,1-
difenil-2-picril-hidrazilo), a su vez mediante un disefio de experimentos Box
Behnken se evaluaron las variables de estudio (tiempo, temperatura y porcentaje
de muestra) para optimizar las condiciones en las que se tiene mayor actividad
antioxidante en la hoja. Una vez definidas las condiciones 6ptimas se realiz6 la
identificacion de compuestos antioxidantes de la hoja de Melissa officinalis por
HPLC-MS




2. Antecedentes

2.10rigen de Melissa officinalis
Melissa officinalis es una planta perenne, herbacea, pertenece a la familia de las
Lamiaceae (Tabla 1), originaria del Mediterrdneo y Asia (Adinee, Piri, Karami
2008). Se adapta muy bien a diferentes tipos de suelo y clima, por lo que puede
crecer de forma silvestre en prados, riberas, zonas boscosas y zonas de cultivo,
dicha propiedad le ha permitido vivir en diferentes lugares del mundo, por
ejemplo en estado de Hidalgo crece en los municipios de Acaxochitlan, Pacula y

Valle del Mezquital (Pérez, Villavicencio y Ramirez, 2006).

Melissa officinalis reconocida por su agradable aroma a limén es una planta
perenne, herbacea, florece durante la primavera y verano, crece una altura entre
70 y 150 cm, sus tallos son lampifnos y cuadrangulares, sus hojas son pecioladas,
ovadas de 6 cm de largo y 3 cm de ancho. Sus flores crecen desde las axilas de las

hojas y se presentan en color blanco y rosa (Figura 1) (Fonnegra, 2007).

Tabla 1. Clasificaciéon botanica de Melissa

officinalis

Reino Plantae

Sub-genero Tracheobionta

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae

Genero Melissa

Especie Melissa Officinalis L.
Goetz, 2012




Figura 1: Variedad de Melissa officinalis: a) blanco y b) rosa

e Usos y aplicaciones
En la medicina tradicional mexicana las hojas de Melissa officinalis es utilizadas
como infusién para tratar afecciones nerviosas (insomnio, palpitaciones,
depresién, nerviosismo), dolor de cabeza, molestias estomacales y respiratorias.
Algunas otras propiedades de la planta son: sedante, carminativo,
antibacteriano, antiinflamatorio, antioxidante y neuroprotector (Kamdem et al.,

2013).

También es muy utilizada en procedimientos culinarios para aromatizar
vinagres, salsas, vinos y como ingrediente de licores; sus hojas se consumen en
ensaladas y sopas. Por otra parte, el aceite esencial es empleado en la
preparacién de jabones, cosméticos y lociones. Shakeri et al. (2016) reportaron
que el aceite esencial es el responsable de la actividad antibacteriana y

antifungica.




2.2 Compuestos presentes en Melissa officinalis

De acuerdo al perfil fitoquimico de la planta se ha demostrado la presencia de
diferentes compuestos, incluyendo terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos y
triterpenos) asi como, compuestos fenélicos (4cidos fendlicos, flavonoides y

taninos) (Calderon, 2011).

Se ha considerado que la actividad medicinal que posee la planta puede
atribuirse a compuestos presentes en el aceite esencial, principalmente
aldehidos monoterpenicos entre los cuales se encuentran isémeros del citral
(neral y geranial), citronelal y geraniol (Shakeri et al.,2016); en la Figura 2 se

muestra la estructura quimica de dichos compuestos.

CHs
X, _-CHO N ., - CHOH
CHO -
O
a) b) c) d)

Figura 2: Estructura quimica de: algunos compuestos presentes en el aceite a) geranial, b)
neral, ¢) geraniol y d) citronelal

e Triterpenos
Los terpenoides son hidrocarburos ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
cuya unidad estructural basica es el isopreno, constituido por cinco atomos de
carbono. Su unién sucesiva da lugar a distintos tipos de terpenos en los que se
encuentran  monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos,

tetraterpenos y politerpenos (Pala, 2002).

Los triterpenos tienen 30 carbonos, los cuales son sintetizados por la mayoria de

las plantas, hasta ahora mas de 20,000 triterpenos diferentes se han identificado




en diversas plantas. Los principales triterpenos que han sido aislados e
1dentificados en Melissa officinalis son el acido ursoélico y oleandlico, que de
acuerdo a algunas investigaciones son los responsables de la actividad
antifingica, citotéxica y hemolitica de la planta (Shakeri, Sahebkar y Javadi,

2016).

e Acidos fenélicos
Los acidos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas, derivados del
acido benzoico y acido cinamico, de acuerdo a su estructura quimica poseen al
menos un anillo aromatico, un grupo hidroxilo y un grupo carboxilico. Estos

compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal.

La actividad antioxidante que presenta Melissa officinalis se ha atribuido a la
presencia del acido rosmarinico, tal como lo demuestran los estudios de Ziakova
et al. (2002) quienes reportaron que entre los principales componentes
antioxidantes de Melissa Officinalis procedente de Eslovaquia, la presencia de

este compuesto, asi como el 4cido cafeico y acido clorogénico (Figura 3)

a O b) 5
HOL O & <F O
2 OH
OH
OH OH " OH
OH
c)
HO A
HO 2N O~ Son
o) OH
OH

Figura 3. Estructura de algunos 4cidos fenélicos: a) acido clorogénico, b) 4cido cafeico y ¢) 4cido

rosmarinico
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¢ Flavonoides
Los flavonoides son metabolitos secundarios de bajo peso molecular. De acuerdo
a su estructura quimica (Figura 4), poseen dos anillos de

fenilos unidos mediante un anillo pirano (heterociclico).

Figura 4. Estructura béasica de los flavonoides

Investigaciones cientificas sugieren que estos compuestos poseen actividad
biolégica y farmacoldgica; incluyendo actividad antioxidante, antinflamatoria,
antimicrobiana, y anticoagulante (Shakeri, Sahebkar y Javadi 2016).

Los flavonoides que se han identificado en Melissa officinalis se clasifican en
cuatro grupos: flavonas (9 compuestos) flavanonas (5 compuestos), flavonoles (3

compuestos), y flavonoides (2 compuestos) (Heitz et al., 2000).

2.3 Antioxidantes naturales y sintéticos

Los antioxidantes son sustancias que, al estar presentes a una concentracion
menor en comparaciéon del sustrato oxidable, son capaces de prevenir la
oxidacién del sustrato, estos se dividen en naturales y sintéticos (Embuscado,

2015).

Los sintéticos retardan especificamente el deterioro, rancidez o decoloracion,
ocasionada por la oxidacion lipidica. Los antioxidantes sintéticos mas utilizados
en alimentos son butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT),
Propilgalato (PG) y ter-butilhidroxi-quinona (TBHQ). Sin embargo, el uso
mapropiado de estos compuestos puede causar efectos adversos en la salud, por
ejemplo, estudios cientificos afirman que el BHA es responsable de causar cierta

toxicidad en el organismo de animales (Caleja et al., 2016).

s
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Por otra parte, los antioxidantes naturales (Tabla 2) como la vitamina C, E,

flavonoides, acidos fendlicos y taninos, tienen diversas propiedades bioquimicas

y medicinales, como antiinflamatorio, antimicrobiano, efectos anticancerigenos,

reduccién de la incidencia de enfermedades coronarias, entre otros (Oroian y

Escriche, 2014).

Antioxidante
natural

Tabla 2: Antioxidantes naturales y sus beneficios

Fuente

Beneficios la salud

Vitamina C

Vitamina E

Carotenoides

B-carotene

xantofila

Flavonoides

Flavonoles

Acidos fenélicos

Antocianinas

Manzana, platano, brécoli,
ajo, jugo de naranja, pera,
fresa, mandarina, menta

Granos té verde, aceitunas,
aceite de oliva, girasol y
palma, semillas de calabaza
y girasol
Granos, perejil, apio,
albahaca, menta y jugo de
naranja

Amaranto, aceite de oliva,
zanahorias

Espinaca, zanahoria
Granos, jugo de naranja,
palillo, hojas de stevia

Pieles de bayas de uva, té
verde, vino, pimienta,
hinojo, cebolla

Jengibre, hinojo, granos de
café verde, mostaza, jugo de
naranja, pimienta y
especias (tomillo, salvia,
romero, orégano, albahaca,
mejorana), vino

Uvas, tomates, granadas y
zanahorias moradas. granos
de café verde, col roja, vino

La vitamina C es de gran interés debido a la posibilidad
de incrementar la resistencia del plasma a la peroxidacién
lipidica

En la reduccién de los niveles séricos de acido urico,
disminuye significativamente el riesgo de sufrir un
derrame cerebral, enfermedades degenerativas

La vitamina E es el principal protector de la membrana
contra las especies reactivas del oxigeno y la peroxidacién
lipidica

Los carotenoides han demostrado que desempefian una
serie de funciones en la prevencién contra diversos
trastornos de salud, incluyendo cdncer, enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares

Se ha informado que el B-caroteno se asocia con influencia
positiva en ciertos tipos de cancer y las enfermedades
cardiovasculares

La luteina y la zeaxantina estan fuertemente asociados
con la salud visual y también reducen el riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares

La ingesta de flavonoides se asocia inversamente con el
cancer subsecuente

Los estudios han demostrado que la quercetina, es el
principal flavonol presente en las cebollas, exhibe las
siguientes propiedades, anticancerigeno, anti-
inflamatorio, la actividad anti-viral, y también puede
prevenir enfermedades cardiovasculares

Los 4acidos fendlicos son potentes antioxidantes y se ha

informado de demostrar antibacteriano, antiviral,
anticancerigeno, antiinflamatorio y las acciones
vasodilatadoras

Las antocianinas ejercen efectos beneficiosos sobre los
seres humanos; exhiben antioxidante, y actividad
anticancerigena (Hui et al., 2010), juega un papel vital en
la prevencion de enfermedades neuronales,
cardiovasculares, cancer y diabetes.

Oroian y Escriche, 2014
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¢ Antioxidantes en plantas

Otros reservorios de antioxidantes naturales son las plantas. Varios estudios
han evaluado la actividad antioxidante en algunas plantas que son utilizadas en
la preparacién de infusiones (Li et al., 2014) por ejemplo, romero (Rosmarinus
officinalis) tomillo (Thymus vulgaris L.), jengibre (Zingiber officinale) té verde
(Camellia sinensis), salvia (Salvia officinalis) y mejorana (Majorana hortensis).

Algunos de los compuestos antioxidantes aislados en dichas plantas se muestran

en la Tabla 3.

Tabla 3: Antioxidantes aislados de algunas plantas

Nombre cientifico Planta Compuestos antioxidantes

carnosol, acido carndsico, rosmanol, diterpenos
Rosmarinus officinalis Romero (epirosmanol, isorosmanol, rosmaridifenol,
rosmariquinona, acido rosmarinico)

Salvia officinalis L L. L. ) -
carnosol, acido carndsico, rosmanol, ésteres metilico y

Salvia etilico de carnosol, dcido rosmarinico
Thymus vulgaris L. timol, cavacrol, p-cumeno-2,3-diol, 4cidos fendélicos (4cido
Tomillo gélico, acido cafeico, 4cido rosmarinico), diterpenos
fenodlicos, flavonoides
Camellia sinensis acido galico, 4cido 3-galoyl-quinico, teobromina, () -
galocatequina, (-) - epigalocatequina, cafeina, dimero de
Té verde procianidina, (-) - epicatequina, -) - galato de
epigalocatequina,
Zingiber officinale Jengibre gingerol y shogaol,
Majorana hortensis . betacaroteno, beta-sitosterol, acido cafeico, carvacrol,
Mejorana

eugenol, hidroquinona, acido rosmarinico, terpinen-4-ol

Embuscado, 2015




2.4 Métodos para evaluar la actividad antioxidante en alimentos

Existen diferentes ensayos para evaluar la actividad antioxidante en alimentos,
algunos autores (Karadag, Ozcelik y Saner, 2009), los clasifican en base al
mecanismo de reacciéon que tienen los antioxidantes para estabilizar a los
radicales libres. Estos mecanismos se conocen como trasferencia de atomos de
hidrogeno (HAT) y transferencia de electrones (ET), ambos pueden ocurrir de
forma paralela. Sin embargo, el mecanismo predominante esta determinado por
la estructura quimica del antioxidante, su solubilidad, coeficiente de particion,
energia de ionizacién de enlace, entre otros (Londofio, 2012). Los métodos por
transferencia de atomos de hidrogeno miden la capacidad de un antioxidante
para estabilizar un radical libre, mediante la transferencia de atomos de
hidrogeno, un ejemplo de ello es el método ORAC. Las reacciones por este
mecanismo son generalmente rapidas e independientes del pH y del solvente,
pero son sensibles a la presencia de metales y agentes reductores los cuales

pueden generar variabilidad en los resultados.

Por otro parte los métodos basados por transferencia de electrones determinan
la capacidad de un antioxidante para transferir un electron y reducir un
compuesto, estas reacciones suelen ser mas lentas que las de transferencia de
atomos de hidrogeno. La reactividad relativa de un antioxidante bajo este
mecanismo esta basada en la desprotonacion y el potencial de ionizacién del
grupo funcional, por lo tanto este tipo de reacciones depende del pH. Los métodos

FRAP, DPPH y CUPRAC siguen este mecanismo (Shahidi y Zhong, 2015).

2.4.1 Fundamento de los métodos DPPH, FRAP y Fenoles Totales
> Ensayo DPPH (2,2 -difenil-1-picrilhidracil)

El radical DPPH es ampliamente utilizado para medir la actividad antioxidante
debido a su practicidad, fue propuesto por Brand—Williams en 1995. Este ensayo

se basa en la donacién electréonica del antioxidante para neutralizar radical
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DPPH, provocando un cambio de color debido a la reduccion del compuesto, dicho
cambio se mide a 517 nm.

Los resultados se suelen expresar como ECso el cual se define como la
concentracion del antioxidante necesaria para disminuir la concentraciéon inicial
del radial al 50%. Algunas de sus ventajas son simplicidad y baja
instrumentacién. Sin embargo, presenta algunas desventajas, como disminucion
en la absorbancia provocados por la luz y oxigeno. La similitud de la molécula
del DPPH en comparacién con los radicales peroxilo es baja (Karadag, Ozcelik y
Saner, 2009). Otra limitacién importante es la interpretacién de resultados
cuando se tienen sustancias cuyo espectro de absorcién se solapa con el DPPH
por ejemplo, las antocianinas tienen una fuerte absorcién en el mismo intervalo
de longitud de onda que DPPH (500-550 nm), por lo que pueden interferir en la
interpretacién de resultados (Shahidi y Zhong, 2015).

» FRAP (Poder antioxidante reductor del hierro)

El método de FRAP se basa en la capacidad que tienen los compuestos
antioxidantes para reducir el Fe3*TPTZ (2,4,6-tripiridiltriazina férrica) al
complejo ferroso azul (Fe2*-TPTZ) en medio 4cido (Benzie et al. 1999), siguiendo
un mecanismo de trasferencia de electrones (Zhong y Shahidi, 2015). Se cree que
el poder reductor esta correlacionado con el grado de hidroxilacién y conjugacion
en polifenoles. La actividad antioxidante se determina como un aumento en la
absorbancia a 593 nm y los resultados se expresan equivalentes de micromoles
de Fe2+,

A diferencia de otros métodos basados en trasferencia de electrones, el ensayo
FRAP se lleva a cabo en condiciones de pH acido (pH 3,6) para mantener la
solubilidad del hierro y, lo que es mas importante, impulsar la transferencia de
electrones. Entre sus ventajas se encuentra que es un método simple, rapido,
rentable y no requiere equipo especializado; Sin embargo, al igual que otros

métodos presenta desventajas, por ejemplo, cualquier sustancia donadora de
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electrones incluso sin propiedades antioxidantes con potencial redox inferior al
del par redox Fe3*/Fe2* puede contribuir en los resultados de FRAP e indicar
valores erréneos. Ademas, un antioxidante que puede reducir eficazmente los
prooxidantes puede no ser capaz de reducir eficientemente el Fe3*. Por ejemplo,
el ensayo de FRAP no mide GSH (glutatién), un antioxidante importante in vivo

(Karadag, Ozcelik y Saner, 2009).

» Fenoles Totales

El método de Folin-Ciocalteu es utilizado para medir el contenido fendlico total,
fue propuesto por Singleton et al. (1999). El ensayo se basa en la reduccién del
reactivo Folin-Ciocalteu por compuestos fendlicos en condiciones alcalinas. El
reactivo de Folin-Ciocalteu tiene complejos de acido fosfomolibdico/
fosfotiingstico, el cual se reduce, dando un croméforo de color azul con absorcion
maxima a 765 nm. La reacciéon se da mediante un mecanismo de transferencia
de electrones y se asocia con el poder reductor de los compuestos fendlicos, donde
el Mo%* se reduce a Mo5*+ aceptando un electrén del antioxidante fenélico (Shahidi
y Zhong, 2015). Los resultados se expresan generalmente como equivalentes de

acido galico.

Este ensayo es muy utilizado debido su simplicidad y reproducibilidad; sin
embargo, tiene algunos inconvenientes como su sensibilidad al pH, temperatura
y tiempo de reaccién, es un método no estandarizado y no es especifico para
compuestos fendlicos ya que también puede ser reducido por otros compuestos
no fendlicos, como los azucares reductores y algunos aminoacidos. Ademas, no
considera la capacidad antioxidante de los compuestos fenélicos lipéfilos debido
a que la determinacién se lleva en medio acuoso (Karadag, Ozcelik y Saner,

2009).
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2.5 Disefio de experimentos Box Behnken

Box-Benhken es un diseno de experimentos factorial fraccionado a tres niveles,
consiste en 15 experimentos al azar. El diseno considera los puntos medios de
cada borde del cubo multidimensional y un punto central replicado (n=3),
derivandose el niimero de experimentos de la siguiente formula N=2k (k-1) + Co
(donde k es el nimero de factores y Co el ntimero de repeticién de puntos
centrales (Ying y Dang, 2008). Para cada factor se emplean tres niveles

codificados como: -1(bajo), 0 (medio) y +1 (alto).

El disenno Box Benhken permite optimizar el nimero de experimentos a realizar
y determina las posibles interacciones entre las variables de estudio y sus
efectos. Esta relacion se expresa matematicamente mediante la siguiente

ecuacién polinomial de segundo orden (Benerjee et al., 2012)

Y =0+ BiX: + B Xo + B3y Xz + B Xi2 + B X

Donde:

Y= Respuesta

Bo= Constante

Bi1, B2 y Bs= Coeficientes lineales

Bi11, B22 y Bss= Coeficientes cuadraticos
Xi, X2y X3= Factores a estudiar

Al graficar la ecuacion de segundo orden se puede observar la interaccion entre

dos variables y su respuesta.
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3. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante e identificar los compuestos bioactivos de
extractos acuosos de Melissa officinalis a través de técnicas analiticas para
proponer su uso como fuente alternativa de antioxidantes naturales

Objetivos especificos

1. Analizar la actividad antioxidante de extractos acuosos de hoja, tallo y
tallo c/hoja de Melissa officinalis, utilizando el método DPPH* a fin de
determinar su estabilidad en el tiempo.

2. Evaluar el efecto del tiempo, temperatura y cantidad de muestra mediante
la aplicacién del diseno de experimentos Box-Benhken, para seleccionar
las condiciones oOptimas de extraccion de antioxidantes de Melissa
officinalis.

3. Determinar la actividad antioxidante de los diferentes extractos acuosos
de Melissa officinalis mediante DPPH*, FRAP y Fenoles Totales con la
finalidad de identificar aquellos con mayor contenido de compuestos
bioactivos.

4. Establecer la relacién entre la actividad antioxidante y el contenido de
Fenoles Totales mediante el analisis estadistico de los datos obtenidos por
DPPH* y FRAP para determinar su posible origen fendlico.

5. Identificar los compuestos con propiedades antioxidantes presentes en los
extractos acuosos de Melissa officinalis a través de su analisis por HPLC-
MS para proponer su uso como fuente alternativa de antioxidantes
naturales.
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4. Metodologia

En la Figura 5 se muestra el diagrama general de estudio de extractos acuosos

de Melissa officinalis.

Preparacion del
extracto

Recoleccion de
Melissa officinalis

Secado

Diseiio de
experimentos Box-
Benhken (DPPH,FRAP,
Fenoles Totales)

Evaluacionde la AAy
su estabilidad
(cinéticas)

Identificacion de
compuestos por
HPLC-MS

Figura 5: Diagrama general empleado para la evaluaciéon de la actividad
antioxidante, su estabilidad y la optimizacién de las condiciones fisicas de
extraccién de compuestos con actividad antioxidante (AA) en extractos acuosos
de Melissa officinalis, asi como la identificacién de los mismos mediante HPLC-
MS.

3.1 Recoleccion de la muestra y acondicionamiento

La muestra de Melissa officinalis fue adquirida en el mercado Benito Juarez
ubicado en Pachuca, Hidalgo. La planta se sec6 por exposiciéon al sol, a
temperatura ambiente y con aireacién, durante un periodo de 15 dias. Este
proceso tuvo la finalidad de remover la humedad para evitar la presencia de

hongos. Una vez seca, se separaron las hojas del tallo, para su posterior analisis

mediante diferentes métodos analiticos.
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3.2 Evaluacién de la actividad antioxidante y de la estabilidad de los extractos
acuosos de la hoja, tallo y tallo con hoja de Melissa officinalis

3.2.1Preparacion de los extractos acuosos

Se pesaron tres muestras cada una de un gramo de hoja seca, por separado se
adicionaron 100 mL de agua desionizada en un vaso con doble chaqueta de 250
mL a reflujo. En la primera muestra el agua circulaba a 25 °C, la segunda 55°C
y la tercera 90°C; la extraccion se mantuvo durante 5, 10 6 20 minutos con
agitacién constante (Tabla 5). Este procedimiento se repitié para el tallo y tallo

con hoja de Melissa officinalis

Tabla 5:

Preparaciéon de extractos acuosos de la hoja, tallo y tallo con hoja de Melissa
officinalis, bajo diferentes condiciones de tiempo y temperatura

Tiempo de extraccién

o
Muestra Temperatura °C (minutos)
Hoja 25 55 90 5 10 20
Tallo 25 55 90 5 10 20
Tallo con 5 55 90 5 10 20
hoja

3.2.2 Actividad antioxidante y estabilidad mediante el método de DPPH
Para evaluar la actividad antioxidante y su estabilidad; de cada extracto acuoso
de Melissa officinalis obtenido en diferentes condiciones de temperatura y tiempo

(Tabla 5) se utiliz6 el método del radical de DPPH*.

Para realizar esta determinacion, se utilizé la técnica propuesta por Brand-
Williams et al (1995) con algunas modificaciones. Se prepar6é una curva de
calibracién, [0 a 33 uM], a partir de una solucién patrén de Trolox ImM en
MeOH. A cada solucién estandar de la curva se afiadieron 2.9 mL de DPPH* (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) 0.1 mM en MeOH. Todas las soluciones estdndar se

llevaron a un volumen final de 3 mL con MeOH. A la par de los estandares se

s
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preparé una muestra control que inicamente contenia 0.1 mL de MeOH y 2.9
mL de DPPH?*. Los estandares se dejaron reaccionar durante 50 minutos en la

oscuridad y se midid la absorbancia a 515 nm, utilizando como blanco metanol.

La AA (actividad antioxidante) de los extractos acuosos se midié utilizando el
mismo procedimiento que para la curva de calibracion, reemplazando la soluciéon
de Trolox por 100 uL. de cada extracto. Finalmente se construyé la curva de
calibracién de [Trolox] vs % DPPH* emanente, 2 partir de los valores obtenidos de
absorbancia para el control y para cada uno de los estandares. El % de

DPPH* emanente se calcul6 a partir de la Ecuacion 1.

% DPPH * remanente = [Amuestra _Ablanco] % 100 EC (1)

Acontrol

Donde A
Amuestra = Absorbancia obtenida para la muestra
Ablanco= Absorbancia obtenida para el metanol

Acontro= Absorbancia obtenida para el control

La estabilidad se realizé midiendo la absorbancia de los diferentes extractos cada

60 minutos por 5 horas. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
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3.3 Aplicacién del diseiio Box-Behnken para la determinacion de las condiciones
fisicas de extraccion de antioxidantes en las hojas Melissa officinalis en medio
acuoso.

Para optimizar las condiciones de extraccion se realiz6 un diseno de
experimentos Box Behnken de tipo factorial fraccional centrado, para este disefio
solo se opto por trabajar inicamente con las hojas de Melissa officinalis debido a
que tuvo mayor actividad antioxidante comparada con el tallo y el tallo con la

hoja

Los factores de control y niveles seleccionados en el disefio (Tabla 6) se eligieron

considerando las condiciones normales de preparacion de una infusion.

Tabla 6: Factores de control y niveles seleccionadas para la obtencion de extractos
acuosos con actividad antioxidante de las hojas de Melissa officinalis

Niveles
Factores de control seleccionados
-1 0 1
A | Temperatura (°C) 20 55 90
B Tiempo (min) 5 15 25
C % Muestra 2 6 10

A partir del disefio de experimentos efectuado, se realizaron 15 experimentos por
triplicado, los diferentes extractos acuosos de las hojas de Melissa officinalis se
prepararon de acuerdo a las condiciones fisicas de temperatura, tiempo y
porcentaje de muestra de cada experimento (Tabla 7), empleando para ello un

vaso de doble chaqueta y un bafio con recirculacion.
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Tabla 7: Disefio de experimentos Box Behnken

Experimento | Temperatura(®’C) @ Tiempo(min) | Muestra (%)

1 20 25 6
2 55 25 2
3 90 25 6
4 20 5 6
5 55 15 6
6 55 5 10
7 55 25 10
8 20 15 10
9 90 15 2
10 20 15 2
11 55 15 6
12 55 5 2
13 90 15 10
14 90 5 6
15 55 15 6

Para cada experimento se evalu6 la actividad antioxidante mediante las técnicas
del radical DPPH*, FRAP y el contenido de Fenoles Totales por el método de

Folin-Ciocalteu.

3.3.1 Método del radical DPPH*
Para realizar esta determinacion, se utilizé la técnica propuesta por Brand-

Williams et al (1995) descrita anteriormente en el apartado 3.2.2.

3.3.2 Método de Capacidad Reductora (FRAP)

Este anéalisis se realizé utilizando la técnica FRAP de Benzie y Strain (1996)
modificada. El reactivo FRAP se preparé a partir de un buffer de acetatos (300
mM a pH 3.6), cloruro férrico hexahidratado (20 mM) y TPTZ (4,6-tripryridyl-s-
triazina) 10 mM, preparada en HCl 40 mM. Las tres soluciones se mezclaron en

proporciones 10:1:1 (v/v/v).
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Se preparé una curva de calibracién, [0 a 100 mM], a partir de una solucién
patron de cloruro ferroso tetrahidratado en HC1 40 mM. A cada solucién estandar
de la curva se anadié 1 mL de reactivo de FRAP y se llevd a un volumen final de
10 mL con agua destilada. Todas las soluciones se incubaron a 37 °C por 10
minutos y se midi6 su absorbancia a 593 nm utilizando un blanco que contenia
Unicamente reactivo de FRAP. La AA de los extractos acuosos se midi6
utilizando el mismo procedimiento que para la curva de calibracion,
reemplazando la solucién de cloruro ferroso tetrahidratado por 250 ul. de cada
extracto. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Para cuantificar

la AA se utiliz6 la Ecuacion 2.

A= a X [Fe?*]+b Ec (2)

3.3.8 Método de Folin-Ciocalteu para Fenoles Totales

Para la cuantificaciéon de Fenoles Totales se empleé el método de Folin-
Ciocalteau (Singleton, y col., 1999). Se construyé una curva de calibracién en un
intervalo de concentracion de 0 a 15 mg/L, a partir de una solucion estandar de
acido gdlico (AG) 1000 mg/L. Se tomé el volumen correspondiente de cada
estandar, se adicionaron 2 mL de Na2COs al 7.5%, 2 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu y se afor6 a 10 mL con agua destilada. Las lecturas de absorbancia se
realizaron a 760 nm. Para la determinacién de fenoles en los extractos acuosos
de Melissa officinalis, se sigui6 el mismo procedimiento que para la curva de
calibracién, estandar, sustituyendo el AG por 1 mL de cada muestra. Las
determinaciones se realizaron por triplicado. La concentracion de fenoles totales

se calculf a través de la Ecuacion 3.

A = a X [Fenoles totales] + b Ec (3)
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3.3.4An4dlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizo el programa Minitab 17.
A partir de los datos obtenidos, se realiz6 el ANOVA, se construyeron los
diagramas de contorno y se determiné la correlaciéon entre la concentracion de
compuestos antioxidantes y el contenido de fenoles totales presente en los

extractos acuosos de Melissa officinalis.
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3.4 Determinacion de compuestos antioxidantes presentes en el extracto acuoso
de las hojas de Melissa officinalis por HPLC-MS

Los resultados del Diseno de experimentos Box-Benhken arrojaron las mejores
condiciones fisicas de extraccién (tiempo, temperatura y porcentaje de muestra)
de antioxidantes de Melissa officinalis en medio acuoso. Los extractos acuosos de
las hojas con la mayor actividad antioxidante fueron preparados de acuerdo con
las condiciones identificadas y liofilizados en una Liofilizadora LABCONCO.
Posteriormente, la muestra se fraccion6é en un cartucho de extraccién en fase
solida de C18. Se obtuvieron 3 fracciones, la primera agua 100%, la segunda

agua/MeOH 50/50 y la tercera MeOH 100%.

Para la identificacién de los compuestos antioxidantes presentes en el extracto
acuoso de Melissa officinalis se utiliz6 un cromatégrafo de liquidos (Agilent 1200
Series Binary SL), un detector (Espectrémetro de Masas Bruker Esquire 6000).
La separacién se realiz6 en una columna (Synergi 4u Polar-RP 80A 150 x 2.0
mm). Se trabajé con un flujo de 2 mL/min. El volumen de inyeccién fue de 10 pL
y la deteccion fue llevada a cabo entre 400 m/z. Después de pasar a través del
flujo, el eluato se dividié y 0.20 mL/min se dirigié a un espectrometro de masas
de trampas de iones equipado con un interfaz de electrospray en modos de iones
negativos y positivos. El rango de exploracién fue de 100-1000 a una velocidad
de 1 scan/seg. La temperatura de solvatacion fue de 300 °C. Se utiliz6 nitrégeno
como gas de secado a un caudal de 7 L/ min. Los constituyentes se identificaron

por comparacion del espectro de masas con los de los compuestos de referencia

en la biblioteca NIST 05.
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5. Resultados y discusion

4.1 Evaluacién de la actividad antioxidante y de la estabilidad de los extractos

acuosos de la hoja, tallo y tallo con hoja de Melissa officinalis

La actividad antioxidante y la estabilidad de cada uno de los extractos de Melissa
officinalis (hoja, tallo y tallo con hoja) analizados a diferentes condiciones de
temperatura y tiempo (Tabla 5) se muestran en los Graficos 1, 2y 3.

En el Grafico 1 (a y b) correspondiente a la hoja y el tallo, se observa que la
actividad antioxidante se incrementa durante las primeras cuatro horas y
posteriormente disminuye. Por otra parte, la actividad antioxidante de los
extractos acuosos de la hoja con tallo obtenidos a 25 y 55°C, aument6 durante las
primeras dos horas para después disminuir. Sin embargo, a 90°C la actividad
antioxidante fue aumentando gradualmente. De igual manera Jeszka y Zgola
(2014) reportaron una tendencia similar en muestras de té verde, en dicho
estudio observaron que la actividad antioxidante disminuia después de los 15
minutos de extraccién, y a su vez que la actividad antioxidante era menor cuando
se utilizaba una temperatura de extraccién baja. Al respecto Tusék et al. (2016)
observaron el mismo comportamiento en la actividad antioxidante de cuatro
plantas (manzanilla, diente de leén, caléndula y milenrama), la actividad
antioxidante era mayor en extractos preparados a 80°C comparados con los de
40°C, y dicha actividad era mayor durante los primeros 10 minutos y disminuia
después de los 60 minutos.

En el estudio realizado por Pasrija y Anandharamakrishnan (2015) mencionan
el efecto que tiene la temperatura y el tiempo de extraccién en la composicién de
compuestos fenodlicos y su actividad antioxidante. Los autores observaron que el
tratamiento térmico a 100°C durante dos horas en extractos de té verde conduce
a un cambio en la configuraciéon de las catequinas, provocando que algunos

compuestos como el epigalocatecol (EGCG) y epicatequina galato sufran un
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proceso parcial de epimerizacion convirtiéndose en epigalocatequina
galato(EGCG) y catequina galato( CG).

Se ha considerado que la disminucion en la actividad antioxidante se debe a que
la concentracion de compuestos fenodlicos disponibles para reaccionar con el
DPPH es baja cuando se combina el tallo con la hoja, algunos autores mencionan
que para alcanzar un equilibro en la reaccion entre compuestos fendlicos
responsables de la actividad antioxidante y el DPPH dependera de la
concentracion del antioxidante.

También se observo que conforme la temperatura de extraccién se incrementa,
la actividad antioxidante también lo hace, es decir, a mayor temperatura mayor
actividad antioxidante observada; esta tendencia se presentd en cada uno de los
componentes (hojas, tallo y tallo con hoja) de Melissa officinalis analizados. Asi,
el extracto preparado con la hoja a 90°C presentdé una actividad antioxidante
entre 4747-4917 mg Trolox/100 g, mientras que el tallo a esa misma temperatura
de extraccion presento valores de 2516-2806 mg de Trolox/100g, y finalmente en
la hoja con tallo se determindé una actividad antioxidante de 2717-3272mg
trolox7100g. Varios estudios sugieren que la hoja es el componente principal de
la planta con mayor capacidad antioxidante (Muniyandi et al. 2017, Mahmoudi

et al., 2016) lo cual coincide con los resultados obtenidos.
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Grafico 1: Actividad antioxidante de la hoja(a), tallo (b) y tallo con hoja (c);
durante un tiempo de extracciéon de 5 minutos
La temperatura fue un factor fundamental en la liberacién de compuestos
antioxidantes presentes en Melissa officinalis, ya que a 90°C se obtuvieron los
extractos con las mayores actividades antioxidantes determinadas por el método
del DPPH*. Estos resultados concuerdan con el estudio de Ramirez et al. (2016)
en el cual se determiné que la temperatura de 90°C favorece la solubilizacion de
compuestos antioxidantes en jengibre, principalmente de tipo fenélico. En otro
estudio se encontré que los extractos acuosos de Melissa officinalis (32.0

mgTrolox/100g) posee mayor actividad antioxidante comparado con los extractos
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etanélicos (28.2mgTrolox/100g) y metandlicos (24.3mgTrolox/100g) (Pereira et
al., 2008).

Las cinéticas analizadas durante un tiempo de extracciéon de 10 min se muestran
en el Grafico 2. Al igual que en el Grafico 1, se observé que la actividad
antioxidante se favorece con el incremento de la temperatura y esta se mantiene
durante las primeras cuatro horas para enseguida disminuir. Los extractos
preparados con la hoja durante un tiempo de extraccion de 10 min a 90°C
mostraron valores de 3520-4193 mg Trolox/100 g, estos fueron menores
comparados con los obtenidos a un tiempo de extraccién de 5 min (Grafico 1a).
Sin embargo, estos resultados fueron superiores a los reportados por Koksal et
al. (2010) y Mihaylova et al. (2015) cuya actividad antioxidante en infusiones
preparadas con las hojas de Melissa officinalis durante 10 minutos de extraccion
fue de 31.4 y 942.25 mg Trolox/100g respectivamente. Estas diferencias se
pueden atribuir a que las hojas empleadas para en el andalisis eran frescas.
Estudios recientes han demostrado que las plantas secas exhiben mayor
actividad antioxidante comparada con las plantas frescas (Martinez et al., 2014
y Barros et al., 2012), esto puede deberse al estrés que se produce en la matriz
vegetal de la planta durante el secado, lo cual provoca que mayor cantidad de

compuestos fenolicos se han liberados con facilidad durante la extracciéon.

Por otra parte, el tallo presenté una actividad antioxidante de 3221-3512mg
Trolox/100g, dichos valores son altos comparados con los obtenidos en la
extraccién de 5 min (Grafico 1b). Se ha considerado que este efecto se debe a que
el tejido epidérmico del tallo suele ser un poco mas grueso provocando que se
requiera mas tiempo para la liberacién de compuestos fendlicos con actividad
antioxidante. Tal es el caso del estudio reportado por Fotakis et al. (2016), en
donde se encontré una mayor cantidad de compuestos fendlicos en infusiones
preparadas durante 15 minutos comparadas con las de 2 minutos, lo cual indica
que en algunos casos el tratamiento térmico prolongado mejora la liberaciéon de

compuestos.
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Gréfico 2. Actividad antioxidante de la hoja (a), tallo (b) y tallo con hoja (c),

durante un tiempo de extracciéon de 10 minutos

La actividad antioxidante de los extractos preparados con la hoja, tallo y tallo
con hoja durante 20 minutos de extraccién (Grafico 3), presentaron un
comportamiento similar a las muestras extraidas durante 5 min (Gréfico 1) y 10
minutos (Grafico 2). Sin embargo, se observé que la actividad antioxidante
disminuye en el extracto de la hoja a 90°C comparada con las extracciones de 5
y 10 minutos. Al respecto, Pasrija et al. (2015) sefialan que la exposicién a una

temperatura alta durante un periodo prolongado de tiempo puede conducir a la

s
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degradacién enzimatica y oxidacion de los compuestos fenélicos. La temperatura
es una variable que afecta considerablemente la liberacién de compuestos, tal
como se ha observado en este estudio. Sin embargo, la temperatura no se puede
aumentar indefinidamente, ya que algunos compuestos pueden degradarse y
perder sus propiedades antioxidantes (Conde et al., 2010).

Los resultados obtenidos fueron menores comparados con Papova et al. (2016)
quienes reportaron una actividad antioxidante de 9738 mgTrolox/100g en
infusiones de Melissa officinalis preparadas durante 30 minutos de extraccion.
Este comportamiento es similar al reportado por Katalinic et al., (2006), en
donde evaluaron el efecto que tiene la temperatura (20-90°C) y el tiempo (30 min)
de extraccion sobre la actividad antioxidante de 70 infusiones. En ese estudio
encontraron que Melissa officinalis obtuvo la mayor capacidad antioxidante
comparada con las otras 69 plantas y se observé que la actividad antioxidante
aumentaba conforme la temperatura de extraccién se incrementaba.

Asimismo, Duda et al. (2015) y Tusevski et al. (2014) han reportado una
actividad antioxidante elevada en extractos etandlicos y metanoélicos de Melissa
officinales de 12225 mgTrolox/100g y 10150 mgTrolox/100g.

En lo que respecta a la actividad antioxidante del tallo y tallo con hoja, estos
presentaron valores de 3052-3715 y 3162-3990 mg Trolox/100g respectivamente.
Estos valores fueron superiores a los obtenidos en las cinéticas de extraccién de
5 y 10 minutos. Al respecto Mokrani y Madani (2016) mencionan que la
temperatura mejora la eficiencia en la extraccion de compuestos fenolicos y
aumenta la actividad antioxidante de los extractos, esto se debe a que el
calentamiento suaviza el tejido de la planta y debilita las interacciones fenol-
polisacarido, provocando que existe una mayor solubilidad de este tipo de

compuestos.
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Grafico 3: Actividad antioxidante de la hoja(a), tallo (b) y tallo con hoja (c),
durante un tiempo de extracciéon de 20 minutos
Existen pocos estudios en infusiones reportados que permitan comparar los
resultados obtenidos para esta planta. Sin embargo, algunos reportes sugieren
que la temperatura en algunos casos puede ser un factor primordial para la
extraccién de dichos compuestos. Al respecto Skotti et al. (2014) reportaron que
la actividad antioxidante de Melissa officinalis era mayor cuando se extraia con
agua caliente en comparacion con el agua fria. De igual manera sefialaron que
esta planta exhibia una mayor actividad antioxidante, asi como una
concentracion superior de fenoles totales comparada con el orégano y la salvia.

Por otra parte, Yang Hwang y Lin, (2007) investigaron el efecto de la

s
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temperatura y el tiempo de remojo en cinco tipos de té comerciales. Ellos
observaron que las catequinas, la cafeina y el acido galico eran liberados cuando
la temperatura del medio acuoso aumentaba, asi como el tiempo de contacto. Al
mismo tiempo reportaron que la epigalocatequina (EGC) fue la catequina mas
abundante en infusiones de agua fria, mientras que epigalocatecato (EGCG) lo

fue en agua caliente.

En el estudio realizado por Capecka et al. (2005) se analizé la actividad
antioxidante y la concentracion de fenoles totales en muestras frescas y secas de
diferentes plantas perteneciente a la familia Lamiceaea (Melissa officinalis,
Origanum vulgare y Mentha piperita). Se encontr6 que la mayor actividad
antioxidante asi como la mayor concentracion de fenoles totales se obtuvieron en
las muestras secas de Melissa officinalis comparadas con las otras dos muestras.
Los extractos de Melissa officinalis analizados en el estudio de Capecka et al.
(2005) presentaron un porcentaje de inhibicién del 94%, valor que coincide con
el determinado en el estudio de Katalinic et al. (2006) en el cual se empled una
temperatura de extraccion de 98°C y se observ) un porcentaje de inhibicién de
85.55%. Finalmente, Capecka et al. (2005) sugiere que dicha actividad
antioxidante en Melissa officinalis se atribuye a la presencia de compuestos de

tipo fenodlico, ya que la concentraciéon de fenoles totales fue de 2150 m gAG/100g.
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4.2 Aplicaciéon del disefio Box Behnken para la determinacién de las condiciones
fisicas de extraccion de antioxidantes en las hojas de Melissa officinalis en medio
acuoso

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos del disefio de experimentos
Box-Benhken para la determinacién de las condiciones fisicas de extraccion de
compuestos con actividad antioxidante en extractos acuosos de Melissa
officinalis, la cual fue determinada mediante las técnicas DPPH* FRAP y

Fenoles Totales.

Los extractos acuosos medidos por la técnica del DPPH* mostraron valores
variables de actividad antioxidante desde 2.22 hasta 140.91 uM Trolox/g. Los
extractos preparados con 2 y 6 gramos de muestra a una temperatura de 90°C
durante un tiempo de extraccion de 15 y 25 minutos, fueron los que obtuvieron
una mayor actividad antioxidante. Se observo que el aumento de temperatura
favorece la extracciéon de dichos compuestos; no obstante, estos valores no
coinciden por los reportados por Tusevsky et al. (2015) y Papova et al. (2016)
quienes encontraron una actividad antioxidante de 406 uM Trolox/g y 389.52 uM
Trolox/g, para el primer estudio el solvente de extraccién fue el metanol y el
segundo fue con agua hirviendo, en ambos estudios la extracciéon se realizo
durante 30 minutos. En los estudios reportados por Wojdylo et al. (2007) la
actividad antioxidante de Melissa officinalis fue de 36.01 uMTrolox/g utilizando
como solvente de extraccién acetona, agua y acido acético glacial (70:28:2).
Dichas diferencias podrian atribuirse al solvente y la temperatura de extraccion
empleada, asi como a la estructura quimica del antioxidante presente. Al
respecto, Bondet et al. (1997) sefialan que el mecanismo de reaccién entre el
antioxidante y el DPPH?* depende de la conformaciéon estructural del
antioxidante, por lo que algunos compuestos reaccionan muy rapidamente con
DPPH?*, reduciendo un ntimero de moléculas de DPPH* igual a su nimero de
grupos hidroxilo disponibles, mientras que para otros el mecanismo suele ser

mas lento.
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Tabla 7. Disefio de experimento Box Benhken (n=3)

Experimento | Temperatura | Tiempo Muestra DPPH* FRAP Fenoles
() (min) (%) (uM Trolox/g) = (uM Fe?t/g) totales (mg
AG/g)

Media | SD | Media | SD | Media | SD

1 20 25 6 2.58 0.26 & 60.76 | 1.31 9.35 | 0.67
2 55 25 2 38.36 | 0.78 | 130.50 | 0.54 | 13.84 | 1.85
3 90 25 6 14091 | 9.39 | 71.86 | 0.48 | 32.40 | 2.09
4 20 5 6 2.22 0.31 | 57.57 | 143 7.94 | 0.63
5 55 15 6 14.34 | 1.49 | 83.95 | 7.60 8.45 | 0.30
6 55 5 10 11.46 | 0.70 | 31.77 | 0.70 5.58 | 0.38
7 55 25 10 12.31 | 0.32 | 32.54 | 0.49 7.13 | 0.03
8 20 15 10 2.28 0.64 | 38.04 | 0.40 6.76 | 0.35
9 90 15 2 126.65 | 16.13 | 352.87 | 3.77 | 49.19 | 2.40
10 20 15 2 2.88 0.23 | 150.45 | 0.00 7.95 | 0.00
11 55 15 6 14.98 | 0.00 | 48.89 | 0.10 832 0.10
12 55 5 2 31.52 | 0.10 | 116.68 | 7.91 | 11.86 | 0.28
13 90 15 10 73.67 | 2.09 | 72.92 | 1.79 | 19.63 | 0.99
14 90 5 6 85.95 | 0.65 | 115.65  4.65 | 2496  1.08
15 55 15 6 14.25 0.4 49.45 | 0.33 8.12 | 0.07

Respecto a la capacidad antioxidante determinada por el método FRAP se
obtuvieron valores de 31.77 a 352.87 uM Fe2*/g. Este tultimo valor correspondid
al extracto preparado con 2 gramos de muestra, extraido a 90°C durante 15
minutos. Estos resultados fueron menores comparados con los obtenidos por
Katalinic et al. (2004) quienes obtuvieron un poder reductor de 1682.26 pM/g en
infusiones de Melissa officinalis preparadas con agua hirviendo durante 30

minutos.

Mihaylava et al. (2015) reporto el mismo comportamiento en los extractos
acuosos de Melissa officinalis en donde se obtuvo mayor poder reductor en las
infusiones preparadas durante 30 minutos (116.58uM Trolox/g) comparadas con
las de 10 minutos (70.02uMTrolox/g). De igual manera Messaoud et al. (2012)
evaluaron la actividad antioxidante de las infusiones de Myrtus communis L,

preparadas a 95°C durante 5,10 y 15 minutos de extraccion, en dicho trabajo se
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observo que a medida que el tiempo de contacto aumenta, el poder reductor de la
planta era favorecido. Varios estudios coinciden con el hecho de que un aumento
en el tiempo de infusion favorece la extracciéon potenciando tanto la solubilidad

como la difusion de compuestos.

En los estudios realizados por Duda et al. (2015) y Alimpic et al. (2015)
obtuvieréon un poder reductor de 42.5 uM de Fe?*/g y 274.85 uM Fe2*/g en
extractos etanodlicos y metanodlicos de Melissa officinalis, respectivamente.

Dichos valores son similares a los obtenidos en nuestro estudio.

Los resultados del presente estudio fueron mayores en comparacion con la
infusion de Teucrium arduini L otra planta de la familia Lamiaceae, cuyo poder
reductor fue de 136.83 pM Fe?t/g (Samec et al. 2010). En otra investigacién
realizada por Alimpic et al. (2015) reportaron 274.85 pM Fe2t/g de actividad
antioxidante en extractos metanolicos de Salvia Ringens L. este valor es inferior
al obtenido en este trabajo para Melissa officinalis, 1o que podria atribuirse a la
presencia de otro tipo de compuestos extraidos por el metanol y que puede llevar

a cabo reacciones de 6xido-reduccion.

En relacién con el contenido de fenoles en los extractos de Melissa officinalis
(Tabla 7), estos presentaron valores desde 5.58 hasta 49.16 mg AG/g. La
concentraciéon mas alta de fenoles totales correspondié al extracto preparado a
90°C con 2 gramos de muestra durante 15 minutos. Estos valores resultan
similares a los reportados por Papova et al. (2016) quienes obtuvieron una
concentracion de 43.51 mg AG/g en infusiones de Melissa officinalis, asi como a
los resultados obtenidos por Saeb et al. (2011) y Fernandes et al. (2016) quienes
reportaron una concentraciéon de compuestos fenélicos de 38.77 y 42.86 mg AG/g

en extractos metanodlicos y etanolicos de Melissa officinalis.
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En el estudio realizados por Mihaylova et al. (2015) reportaron una
concentracion de 3.19 mgAG/g en infusiones preparadas con hojas frescas de

Melissa officinalis; valor que resulta inferior al encontrado en nuestro estudio.

En relaciéon al contenido de Fenoles totales en extractos acuosos de Melissa
officinalis, los valores encontrados fueron mayores en comparacién con
Agastache foeniculum (hisopo de anis 27.19 mg AG/g), Lavandula angustifolia
(lavanda 12.44 mg AG/g) y Nepeta cataria (menta de gato 14.66 mg AG/g) (Duda
et al. 2015).

En otros estudios realizados por Kamdem et al. (2013) y Duda et al. (2015) en
hojas de Melissa officinalis maceradas con 70% de metanol, obtuvieron una
concentracion de fenoles totales de 342 mg AG/g y 76.43 mg AG/ g
respectivamente. Estos valores resultan superiores comparados con los de este
estudio; sin embargo, es importante sefialar que el tiempo de extraccién para el
primer estudio fue de una semana y el otro de cuatro dias. Al respecto, Soto et
al. (2014) sefalan que la extraccién de compuestos antioxidantes ademés de
depender de la temperatura y el tiempo de extracciéon también depende de la
polaridad del disolvente. Por ejemplo, disolventes no polares, tales como hexano
y éter de petroleo son utilizados para extraer tocoferoles y algunos terpenoides
fendlicos, mientras que el éter etilico y el acetato de etilo son efectivos en la
extraccion de agliconas y fenoles de bajo peso molecular. Los disolventes con
mayor polaridad tales como el etanol y metanol pueden extraer flavonoides y
fenoles de mayor peso molecular. Otro factor que afecta la actividad antioxidante
en infusiones es el tipo de proceso al que han sido sometidas las plantas, por
ejemplo, si se utilizan frescas o deshidratadas, la parte de la planta utilizada, el

tamafio de particula, etc. (Kopjar, Tadié, y Pilizota, 2015).
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4.2.1 Analisis de datos del disefio de experimentos Box Behnken

Los resultados obtenidos del disenno de experimentos Box-Behnken fueron

analizados con el programa Minitab 1.7. Los polinomios obtenidos para la

actividad antioxidante determinada por DPPH*, FRAP y Fenoles totales se

presentan en la Tabla 8, estos indicaron que la interaccién temperatura-tiempo

tiene una influencia importante en la liberacion de compuestos con actividad

antioxidante en Melissa officinalis.

Tabla 8. Polinomios y coeficiente de correlacion para los extractos acuosos de

Melissa officinalis obtenidos mediante el disefio Box Behnken.

AA

Polinomio

R2

DPPH*

uM Trolox/g = 45.7 - 1.752 Temperatura (°C) - 3.45 Tiempo (min)

+ 1.80 Muestra (%) + 0.02930 Temperatura (°C)*Temperatura (°C)
+0.0765 Tiempo (min)*Tiempo (min) + 0.060 Muestra (%)*Muestra (%)
+0.0386 Temperatura (°C)*Tiempo (min)

- 0.0935 Temperatura (°C)*Muestra (%)

- 0.030 Tiempo (min)*Muestra (%)

98.67
%

FRAP

uM Fe2+/g = 140.9 + 4.44 Temperatura (°C) + 5.78 Tiempo (min)
- 55.3 Muestra (%) - 0.0094 Temperatura (°C)*Temperatura (°C)
- 0.111 Tiempo (min)*Tiempo (min) + 4.185 Muestra (%)*Muestra (%)
- 0.0350 Temperatura (°C)*Tiempo (min)
- 0.299 Temperatura (°C)*Muestra (%) - 0.127 Tiempo (min)*Muestra (%)

96.14
%

Fenoles
totales

mg AG/g = 4.0 - 0.449 Temperatura (°C) + 0.601 Tiempo (min)
+ 1.56 Muestra (%) + 0.00932 Temperatura (°C)*Temperatura (°C)
- 0.0105 Tiempo (min)*Tiempo (min) + 0.073 Muestra (%)*Muestra (%)
+0.00431 Temperatura (°C)*Tiempo (min)
- 0.0507 Temperatura (°C)*Muestra (%)
- 0.0516 Tiempo (min)*Muestra (%)

95.01
%
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Los Graficos 5, 6 y 7 permiten visualizar el efecto de cada una de las respuestas

en funcién de las variables analizadas (tiempo, temperatura, % de muestra).
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Griafico 5: Grafico de contornos, efecto de las variables tiempo-temperatura (a), %
muestra-temperatura (b) y % muestra-tiempo (c), sobre la actividad antioxidante
medida por DPPH

En el grafico 5 se observa la interaccion entre las variables analizadas
(temperatura y el tiempo; porcentaje de muestra y temperatura; porcentaje de
muestra y tiempo) y el efecto sobre la actividad antioxidante medida por DPPH.

En general, se observa que la temperatura tiene mas influencia en la extraccion
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de antioxidantes, determinada por el método de DPPH¥*, que el tiempo y la

cantidad de muestra.

Por otra parte, el efecto que tienen las variables sobre la capacidad antioxidante
medida por el método FRAP (Grafico 6) demostré que la temperatura y bajas
cantidades de muestra favorecen la extraccion de compuestos con actividad

antioxidante.

0.5-
MM Fe2+/g MM Fe2+/g
< 0 © < 50
g 0 - 40 ‘3 B 50 - 100
2 W 40- 80 g 100 - 150
> W 80- 120 £ 150 - 200
£ MW 120- 160 o B 200 - 250
X u > 160 W 250 - 300
> 300
1. 1.0 - L “
1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 1.0 -05 0.0 05 1.0
a) Tiempo Temperatura

b)

UM Fe2+/g

< 50
| 50- 100
100 - 150
150 - 200
B 200 - 250
Il 250 - 300
> 300

% muestra

c)

0.0
Temperatura

Gréfico 6: Grafico de contornos, efecto de las variables % muestra-tiempo (a), %
muestra-temperatura (b) y % muestra- temperatura (c), sobre la actividad
antioxidante medida por FRAP
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Gréfico 7: Grafico de contornos, efecto de las variables tiempo-temperatura (a), %
muestra-temperatura (b) y % muestra-tiempo (c), sobre la extraccién de fenoles totales

En cuanto fenoles totales, la temperatura fue el factor mas influyente en la
extraccion de compuestos fenolicos en Melissa officinalis, independientemente

del tiempo y la cantidad de muestra.

38




4.2.2 Relacién DPPH* (o FRAP) vs Fenoles totales

A fin de conocer si la actividad antioxidante observada mediante las técnicas de
DPPH* y FRAP se debia a la presencia de compuestos fendlicos se establecié una
relacién entre ambos datos, para ello se graficé la actividad antioxidante medida
por el DPPH y FRAP respecto a la concentracion de fenoles totales. Los

resultados obtenidos se presentan en los Graficos 8 y 9.

En las determinaciones del DPPH (6 Frap) y el contenido de fenoles totales se
obtuvo una relacion de 0.8718 y 0.6067. Estos resultados estan de acuerdo con
los reportados por Vaquero et al. (2010) en el cual obtuvieron una relacién entre
la capacidad antioxidante obtenida por DPPH y el contenido fenélico de 0.8566,
en las hojas de Melissa officinalis. Por otra parte, Papova et al. (2016), obtuvieron
una buena relacion entre la actividad antioxidante y el contenido fendlico en
infusiones de Melissa officinalis, de 0.9514 para DPPH y 0.9997 para FRAP. En
otro estudio realizado por Mahaylova et al. (2015) se obtuvo el mismo
comportamiento entre contenido fenélico y la actividad antioxidante de 0.9798
para DPPH y 0.9959 para FRAP. Al respecto Papova et al (2016), mencionan que
la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe principalmente a
sus propiedades redox, lo que les permite actuar como agentes reductores,

donadores de hidrogeno y secuestradores del oxigeno singlete.

Fernanes et al. (2016) y Wojdylo et al. (2007) han reportado que algunas plantas
de la familia Lamiaceae poseen una fuerte relacion entre la actividad
antioxidante y el contenido fendlico, obteniendo valores de 0.9706 para DPPH y

fenoles totales y 0.8866 entre FRAP y fenoles totales.

En base a los resultados obtenidos en este estudio y a los reportados en la
literatura, se considera que la actividad antioxidante que tiene Melissa
officinalis se debe a la presencia de compuestos fendlicos. Sin embargo, como lo
sefiala Fernandes et al (2016) la actividad antioxidante de los extractos en

plantas no se limita exclusivamente a compuestos fendlicos, sino que también
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pueden contribuir otros metabolitos secundarios como los aceites volatiles,

vitaminas o carotenoides.
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Grafico 8: Relacion entre la actividad antioxidante determinada por DPPH* y
la concentraciéon de fenoles totales.
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Grafico 9: Relacion entre la actividad antioxidante determinada por el método
de FRAP y la concentracion de fenoles totales.
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4.3 Identificacion de compuestos en el extracto acuoso de Melissa officinalis con
mayor actividad antioxidante por HPLC-MS

Una vez optimizadas las condiciones fisicas, tiempo, temperatura y % de
muestra, para la extracciéon de compuestos con actividad antioxidante en las
infusiones de Melissa officinalis, se procedi6 a realizar la identificacién de los

compuestos por HPLC-MS.

El cromatograma del extracto acuoso de las hojas de Melissa officinalis reveld la
presencia de diferentes compuestos (Tabla 10), en su mayoria acidos fenélicos y
flavonoides. Algunos de ellos fueron: el acido vanilico, acido 1-cafeoilquinico, 3,4-
dihidroxibenzaldehido, acido 2-cafeoilquinico, acido clorogénico, acido ferulico,

luteolina-3"-O-glucurénido y el 4cido 3-(3,4-dihidroxifenil) l4ctico.

Caniova y Brandsteterova (2001) sugieren que la actividad antioxidante en
Melissa officinalis se atribuye a la presencia de acidos fendlicos, principalmente
derivados del acido hidroxicinadmico como el acido rosmarinico. Al respecto Kim
et al. (2010) sefialan que este es uno de los principales compuestos responsables
de la actividad antioxidante en esta planta, es por ello que para optimizar la
extraccion de este compuesto emplearon un disefio de experimentos en donde
observaron que, al aumentar la temperatura, asi como el tiempo de contacto, el
rendimiento de este compuesto aumentaba. Estos autores senalaron que la
propiedad antioxidante de los extractos de Melissa officinalis se debe a la

presencia de compuestos fendlicos como el acido cafeico y sus ésteres metilicos
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Tabla 10. Identificacién de compuestos presentes en los extractos acuosos de las

hojas de Melissa officinalis por HPLC-MS

Compuesto Formula Area % Abundancia
Acido vanilico CsHsOa4 2144265 2.54348701
Acido 1 - cafeoilquinico C16H1809 981553 1.1642998
3,4-dihidroxibenzaldehido C7He03 488902 0.5799264
Acido 2 - cafeoilquinico C16H1809 2085357 2.47361144
Acido clorogénico C16H1809 774734 0.91897497
Kaempferol diglucésido C27H30016 143260 0.16993233
Acido ferdlico C10H1004 419907 0.49808582
Astragalina (kaempferol-3- C21H20011 7312015 | 8.67337533

glucosido)

Luteolina - 3 '- O - glucurénido C21H18012 384436 0.45601079
Acido 3- (3';;;::“”""‘*"") CoH100s 133246 | 0.15805391
Acido rosmarinico C18H160s 3939523 4.67298844
Acido cafeico CoHs0a4 4212167 4.99639365
Acido sagerinico C36H32016 363610 0.43130738
Flavonoide, aglicona metilada C21H20010 3045581 3.61261118

Flavonoide-hexosido-0-3-acido

. C24H22014 1631893 1.93572093
oxopropanoico

Kaempferol C15H1006 1886072 2.2372233
Apigenina C1sH100s 4413033 | 5.23465714
Flavonoide, aglicona metilada C23H24012 8639437 10.2479385
Derivado de acacetina CsoH40018 3505900 4.15863296
Derivado de acacetina C22H18011 26818965 31.8121543
Derivado de acacetina C22H20011 721836 0.85622835
3,7- Dihidroxi 3", 4™ CiHuOs | 3799973 | 4.50745685
dimetoxiflavona

Derivado de acacetina C30H2009 170273 0.20197465
Trimetoxi-hidroxiflavona C18H1607 4372253 5.18628467
Compuesto policiclico, grupo Ca0H2405 1488718 = 1.76588943

carboxilico

Derivado de acacetina, grupo

- Ca9H2109 427237 0.50678053

carboxilico
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Por otra parte, Barros et al. (2013) indicaron la presencia del acido litospérmico,
acido salvaniodlico A y C, asi como el acido rosmarinico y su dimero el acido
sagerinico en infusiones de Melissa officinalis. Dichos compuestos coinciden con
los encontrados en el presente estudio, al igual que los identificados por Caniova
y Brandsteterova (2001) quienes encontraron al acido vinilico, cafeico, siringico
y rosmarinico. Arceusz y Wesolowski (2013) identificaron la presencia de seis
acidos fenodlicos en los que se encontro al acido galico, cafeico, clorogénico feralico
y el 4cido rosmarinico. Pereira et al. (2013) mencionan que los principales
compuestos con actividad antioxidante presentes en Melissa officinalis son el
acido galico, clorogénico, cafeico, elagico, catequina, epicatequina, quercetina y

rutina.

Se ha demostrado que el contenido fendlico de Melissa officinalis varia en
diferentes regiones. Por ejemplo, las muestras provenientes de Bosnia y
Herzegovina presentaban una mayor concentracién del acido rosmarinico y
clorogénico, en comparaciéon con los obtenidos de Turquia. Otros compuestos
identificados en muestras provenientes de Iran y extraidos con metanol son el
acido cafeico, eriodictilol -7-O-glucésido, acido m-cumarico, naringina, b5,
hesperidina, acido rosmarinico, naringenina y hesperetina (Dastmalchi et al.

2008)

También es importante considerar que la variabilidad de compuestos fendlicos
depende de la polaridad del disolvente utilizado. De ahi que en el trabajo
realizado por Duda et al. (2015) encontraron en mayor proporcién al Acido
ferulico en las muestras extraidas con metanol, mientras que Kamdem et al.
(2013) encontraron al compuesto rutina en extractos etandlicos de Melissa
officinalis Vaquero et al. (2010), mencionan que existe una estrecha relacién
entre el contenido fendlico y su actividad antioxidante en plantas utilizadas en
la preparacién de infusiones. Sin embargo, estos autores atribuyen que dicha

actividad se debe particularmente a flavonoides. Al respecto, Heitz et al. (2000)
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indicaron que el principal flavonoide presente en las infusiones de Melissa
Officinalis, es luteolina-3-O-glucurdnido, dicho compuesto también se encontré
en este trabajo. Ahora bien, se ha demostrado que la apigenina y la luteolina,
comunmente encontradas en diferentes frutas, vegetales y hierbas, poseen una
alta capacidad antioxidante, por medio de la eliminacién de radicales libres

(Galati, Moridani, Chan y O'Brien, 2001).

Algunos antioxidantes que se han encontrado frecuentemente en las plantas se

muestran en la Tabla 9 (Pokorny, 2007)

Tabla 9: Los antioxidantes naturales mas frecuentes en las plantas

Antioxidantes Compuestos

Derivados del acido
hidroxibenzoico

Acido vanilico, galico

Acido fertlico, 4cido

Derivados del acido L. . .
clorogénico, cafeico, sinapico,

hidroxicinamico .
rosmarinico
Flavonoides Quercetina, catequina, rutina
Antocianinas Delfinidina
Lignananos Sesamol
Stilbenos Resveratrol
Coumarinas Orto cumarina

Pokorny, 2007

El acido rosmarinico es considerado como un compuesto con fuerte actividad
antioxidante, el cual también ha sido identificado en otras plantas como el
romero, salvia, tomillo, orégano, mejorana, albahaca y hierbabuena (Yanishlieva
et al., 2006). La quercitina, 4cido gélico, 4cido cafeico, también se ha encontrado
en infusiones de menta y manzanilla. La actividad antioxidante que posee el té
verde y negro esta relacionada a la presencia de flavonoides como las catequinas
y algunos flavonoles como el kaempferol y quercetina los cuales también se
encuentran en las infusiones de eucalipto y té de tila asi como la procianidina,

(tanino) otro compuesto con poder antioxidante.

Mientras que la manzanilla contiene varios compuestos derivados del acido
hidroxicinamico como el acido ferulico, clorégenico y cafeico con propiedades

antioxidantes, asi como la apigenina y luteonina (Atoui et al.,2002)
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6. Conclusiones

La hoja es el componente que exhibié la mayor actividad antioxidante en
Melissa officinalis.

El estudio cinético permiti6 determinar la estabilidad de la actividad
antioxidante de los extractos acuosos de Melissa officinalis.

El diseno de experimentos Box-Behnken permitié identificar las
condiciones fisicas de extraccion de compuestos antioxidantes en medio
acuoso de Melissa officinalis.

Las correlaciones establecidas entre las determinaciones de actividad
antioxidante por DPPH* (o FRAP) vs fenoles totales indicaron la
presencia de compuestos de tipo fendlico, los cuales fueron corroborados
mediante el analisis por HPLC-MS que revel6é compuestos tales como el
acido rosmarinico, uno de los principales compuestos antioxidantes de

Melissa officinalis
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