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RESUMEN

El presente proyecto consistio en determinar el contenido de fenoles totales por el método de
Folin-Ciocalteu, utilizando como estandar acido galico (EAG). Asi como el contenido de
flavonoides totales mediante la formacién de un complejo cromogénico de flavonoide-
aluminio, utilizando como estandar la rutina (ER). También se evalué la actividad
antidiabética in vitro de los extractos de hoja de Salvia amarissima fresca y seca a partir de la
evaluacion de la inhibicion de la enzima a-amilasa, evaluando el contenido de a-amilosa
remanente en la mezcla de reaccion. Las muestras de hojas de S. amarissima fresca se
almacenaron a -18°C. Para obtener las hojas secas se realiz6 una deshidratacion en un secador
de charolas rotatorias con una corriente de aire continua a una velocidad de 1.2 m/s, seguido
de una molienda para finalmente almacenar los polvos a -18°C. A las muestras, tanto frescas
como secas se les determino la humedad total. Para realizar la cuantificacion de compuestos
fendlicos y la actividad antidiabética se realiz6 una extraccion de compuestos de las muestras
fresca y seca con etanol al 70 % asistida por ultrasonido. La cuantificacion de fenoles totales
mostro que la hoja fresca contiene 4648.9+47.2 mg EAG/100 g de masa seca (ms), y la hoja
deshidratada mostré un contenido de 3010.35+0 mg EAG/100 g de ms. La cuantificacién de
flavonoides totales mostro en la muestra fresca un total de 10551.91 + 189.30 mg ER/100 g de
ms y en la muestra deshidratada 11412.122+144.39 mg ER/100 g de ms. El porcentaje de
inhibicion durante la evaluacion de la actividad antidiabética en la hoja fresca tuvo un
porcentaje de inhibicion maximo de 42.8 % y la hoja deshidratada molida un porcentaje
maximo de 30.2%

Palabras claves: S. amarissima, compuestos fendlicos, actividad antidiabética.



ABSTRACT

The present project consisted of determining the total phenol content by the Folin-Ciocalteu
method, using gallic acid (EAG) as standard. As well as the total flavonoid content through
the formation of a flavonoid-aluminum chromogenic complex, using routine (ER) as standard.
The in vitro antidiabetic activity of fresh and dried Salvia amarissima leaf extracts was also
evaluated from the evaluation of the inhibition of the a-amylase enzyme, evaluating the
remaining o-amylose content in the reaction mixture. Fresh S. amarissima leaf samples were
stored at -18°C. To obtain the dry leaves, dehydration was carried out in a rotary tray dryer
with a continuous air stream at a speed of 1.2 m/s, followed by grinding to finally store the
powders at -18 °C. The samples, both fresh and dry, were determined for total humidity. To
perform the quantification of phenolic compounds and antidiabetic activity, an extraction of
compounds from the fresh and dry samples was carried out with 70% ethanol assisted by
ultrasound. The quantification of total phenols showed that the fresh leaf contains 4648.9 +
47.2 mg EAG/100 g of dry mass (ms), and the dehydrated leaf showed a content of 3010.35 +
0 mg EAG/100 g of ms. The quantification of total flavonoids showed a total of 10551.91 +
189.30 mg ER/100 g of ms in the fresh sample and in the dehydrated sample 11412.122 +
144.39 mg ER/100 g of ms. The inhibition percentage during the evaluation of the antidiabetic
activity in the fresh leaf had a maximum inhibition percentage of 42.8% and the ground
dehydrated leaf a maximum percentage of 30.2%.

Keywords: S. amarissima, phenolic compounds, antidiabetic activit
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1. INTRODUCCION

La diabetes tipo Il (DM) es una enfermedad cronico-degenerativa que se produce cuando se
manifiestan niveles elevados de glucosa en sangre y es la primera causa de morbimortalidad
cardiovascular. Esto se debe a que el organismo deja de producir, o no produce suficiente
cantidad de insulina, o no logra utilizar dicha hormona de modo eficaz. En la actualidad
existen diferentes tipos de hipoglucemiantes los cuales traen afectos adversos como
flatulencias, gastritis, entre otros.

La prevalencia de DM tiene caracteristicas de una pandemia y afecta a diversas sociedades con
distinto grado de desarrollo. Se estima que, en las proximas décadas, el nimero total de
diabéticos en el mundo sobrepasara los 300 millones. Esto incrementara el gasto publico y los
recursos sanitarios necesarios para atender a pacientes diabéticos. La epidemia de obesidad,
consecuencia indeseable de la globalizacion de los habitos de vida y dietas no saludables son
el origen de la enfermedad (Abad-Pérez & Bureo-Dacal, 2010).

Un control efectivo de la hiperglucemia en la DM es el retardo o inhibicion de las enzimas
hidrolizantes de carbohidratos. Entre estas, se encuentra la a-amilasa, la cual es secretada por
las glandulas salivales y por el pancreas que la envia al intestino delgado. También se
encuentra la a-glucosidasa, se localiza en el borde del cepillo del epitelio del intestino
delgado. Para inhibir dichas enzimas, se busca como alternativa utilizar plantas medicinales
gue sean capaces de realizar la misma funcién que tienen los farmacos.

Segun la OMS, el 75% de la poblacion mundial utiliza las plantas medicinales, y el uso
tradicional de la planta generalmente se lleva a cabo entera o con alguna de sus partes después
de una infusion o decoccion. EI numero de especies vegetales estudiadas exhaustivamente
para una posible aplicacion médica se estima en 5000, apenas una pequefia fraccion del total
estimado en 3 millones de especies (Lujan et al., 2009).

La OMS ha insistido en que el uso de plantas medicinales puede ser de gran aplicacién en la
atencion primaria de los sistemas de salud, pero sobre bases cientificas que sustenten

seguridad, efectividad y calidad requeridas para su administracion en humanos.
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Los efectos hipoglucémicos de algunas plantas usadas como remedios antidiabéticos se ha
confirmado en las poblaciones rurales que las usan, y los mecanismos de la actividad
hipoglucémica de estas plantas se estan estudiando.

Debido a lo anterior, en el presente proyecto se evalud la actividad antidiabética in vitro de los
extractos de salvia amarissima fresca y seca a través de la inhibicion enzimatica de a-amilasa.
Adicionalmente se cuantificaron los fenoles y flavonoides totales presentes en los extractos

obtenidos por ultrasonido usando como disolvente etanol acuoso al 70%.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Comparar la actividad antidiabética in vitro, expresada como inhibiciéon de la enzima a-

amilasa de los extractos de salvia amarissima, en fresco y seco.

2.2 Objetivos especificos

1. Obtener muestras de hoja de S. amarissima en buen estado fisico.

2. Obtener extractos de compuestos fendlicos de las hojas de S. amarissima fresca y seca
mediante una extraccion con etanol acuoso al 70%, asistida por ultrasonido.

3. Determinar el contenido de fenoles totales en los extractos por el método
espectrofotométrico del reactivo de Folin- Ciocalteu.

4. Determinar el contenido de flavonoides totales en los extractos.

5. Evaluar la actividad antidiabética de las muestras frescas y secas de las hojas de S.
amarissima.

6. Comparar la actividad antidiabética de los extractos de hoja de S. amarissima fresca y

seca por el método de inhibicion de a-amilasa in vitro.

2.3 Hipotesis

Los extractos de S. amarissima poseen un alto contenido de compuestos fendlicos que son

capaces de inhibir la actividad de la a-amilasa en un modelo in vitro.

14



3. MARCO TEORICO

En la presente seccidn se describird la diabetes, origenes, impacto en el mundo actual. Asi
como los tratamientos médicos utilizados para controlar la enfermedad. También se
describirdn los tratamientos alternativos, mediante el uso de plantas. Se mencionaran las
plantas mas importantes y en particular las plantas del género Salvia. También se describiran
los métodos empleados para evaluar la actividad antidiabética in vitro.

3.1 Diabetes y sus tipos

La diabetes mellitus, mas conocida simplemente como “diabetes”, es una afeccion cronica que
se produce cuando se dan niveles elevados de glucosa en sangre. Esto se debe a que el
organismo deja de producir o no produce suficiente cantidad de insulina, o no logra utilizar
dicha hormona de modo eficaz. La insulina es una hormona esencial, producida por las células
B en el pancreas (Proenca et al., 2017). Dicha hormona transporta la glucosa desde la corriente
sanguinea hacia las células del organismo, en donde la glucosa se convierte en energia. La
falta de insulina o la incapacidad de las células de responder ante la misma, provocan un nivel
de glucosa alto en sangre o hiperglucemia, que es la principal caracteristica de la diabetes.
Cabe sefialar que, si el nivel de glucosa en la sangre permanece alto durante un periodo largo
de tiempo, puede resultar en un dafio de érganos a largo plazo, como los rifiones, el higado, los
0jos, los nervios, el corazon y los vasos sanguineos. Las complicaciones en algunos de estos
organos pueden llevar a la muerte (Mahmoud et al., 2015)

Las principales categorias de diabetes son tipo 1, tipo 2, y la diabetes mellitus gestacional. A

continuacion, se describe brevemente cada una de ellas.

La diabetes tipo 1, es la primera causa de diabetes en la infancia, pero puede ocurrir a
cualquier edad. No se puede prevenir. Las personas que viven con diabetes tipo 1 pueden vivir
vidas saludables y gratificantes si reciben un suministro continuo de insulina, educacion,

apoyo, y equipos de medicién de la glucemia.
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La diabetes tipo 2, representa la gran mayoria de casos de diabetes a nivel mundial (alrededor
del 90%). Se puede tratar de manera eficaz a través de la educacion, el apoyo y la adopcion de
estilos de vida saludables, en combinacion con la medicacion que se requiera. Existe evidencia
de que la diabetes tipo 2 se puede prevenir y cada vez hay mas pruebas que demuestran que la

remision de este tipo de diabetes es posible en algunas personas.

La “prediabetes” es un término de uso cada vez mas frecuente para las personas con tolerancia
anormal a la glucosa o glucosa alterada en ayunas. Implica un riesgo de desarrollo posterior de

la diabetes tipo 2 y complicaciones diabéticas.

Las embarazadas con diabetes mellitus gestacional, pueden tener bebés que son grandes para
su edad gestacional, lo que aumenta el riesgo de sufrir complicaciones en el embarazo y en el
momento del parto, tanto para la madre como para el bebé (International Diabetes Federation,
2019).

3.2 Impacto de la diabetes a nivel mundial.

La diabetes mellitus es uno de los problemas de salud publica més importantes del mundo.
Segun la Federacién Internacional de Diabetes hay 415 millones de adultos con diabetes, y
probablemente se presenten alrededor de 642 millones de casos para el afio 2040 (Proenca et
al., 2017). De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, China, India, Estados
Unidos, Brasil y México, son en ese orden los paises con mayor nimero de personas
diabéticas.

La diabetes mellitus (DM) tipo 2 es la primera causa de morbimortalidad cardiovascular. La
prevalencia de DM tiene caracteristicas de una pandemia y afecta a diversas sociedades con
distinto grado de desarrollo. Se estima que, en las proximas décadas, el nimero total de
diabéticos en el mundo sobrepasara los 300 millones. (Kahleova & Pelikanova, 2017). Esto
incrementara el gasto publico y los recursos sanitarios necesarios para atender a pacientes
diabéticos. La epidemia de obesidad, consecuencia indeseable de la globalizacion de los
habitos de vida y dieta no saludables son el origen de la enfermedad (Abad-Pérez & Bureo-
Dacal, 2010).
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La Federacion Internacional de la Diabetes (FID) considera que los costos en salud del
tratamiento contra las complicaciones diabéticas representan mas del 50% de los costos en
salud directos de la diabetes.

Los costos en salud para la deteccion y el tratamiento de las complicaciones relacionadas con
la diabetes son altos. Todas las complicaciones diabéticas, tanto agudas como a largo plazo,

contribuyen significativamente al impacto econémico general de la afeccion.

3.3 Diabetes en México

En el pais, la diabetes es una epidemia que va en ascenso acelerado. Entre las enfermedades
cronico-degenerativas, la diabetes ha mostrado el incremento mas significativo en los Gltimos
afios. El incremento de la diabetes mellitus va de la mano con el aumento extraordinario de
sobrepeso y obesidad en nuestra sociedad. En México, junto con los factores genéticos, el
sobrepeso y la obesidad son los principales factores de riesgo para diabetes mellitus y sus
complicaciones (Aguilar-Salinas, 2013)

A pesar de gque en los ultimos afios el sector salud ha incrementado las acciones preventivas
para evitar el desarrollo de enfermedades cronicas no transmisibles apoyandose en
instrumentos como PrevenIMSS, PrevenISSSTE y la Estrategia Nacional para la Prevencion y
el Control del Sobrepeso, la obesidad, la diabetes, continian aumentando (Rojas-martinez et
al., 2018). La enfermedad se presenta en todos los grupos de edad, ha sido méas frecuente entre
los individuos de 25 y 59 afios y cada vez se observa en individuos mas jévenes (Altamirano
& Cruz, 2009).

El impacto de la diabetes tipo 2 en la mortalidad ha aumentado consistentemente en México.
En 1970, la diabetes tipo 2 era la decimoquinta causa mas comin de muerte. Sin embargo, en
el 2000 la diabetes tipo 2 se convirtié en la principal causa de mortalidad general en México,
siendo responsable del 10.7% de las defunciones registradas en ese afio (Bello-Chavolla et al.,
2017). Ademés, es de las principales causas de ceguera, insuficiencia renal cronica y
amputaciones no traumaticas, y es una de las 10 causas mas frecuentes de hospitalizacion en
adultos, aumenta el riesgo de sufrir infarto al miocardio o cerebral (Rojas-Martinez et al.,
2018).

En México las tres principales causas de muerte tanto para hombres como para mujeres son

enfermedades del corazon, diabetes mellitus y tumores malignos, Tabla 1.
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Tabla 1.

Principales causas de muerte en México

Posicion Mujeres Hombres Total
1 Enfermedades del corazon Enfermedades del Enfermedades del
66,337 corazon corazén
75,256 141,619
2 Diabetes mellitus Diabetes mellitus Diabetes mellitus
54,216 52,309 106,525
3 Tumores malignos Tumores malignos Tumores malignos
43,053 41,088 84,142

Fuente: Rojas-Martinez et al., (2018)

En los ultimos 30 afos, la poblacién mexicana se ha concentrado en los centros urbanos, que
ha contribuido a un cambio en los patrones dietéticos, con un aumento significativo en el
consumo de calorias totales, alimentos procesados, carbohidratos simples, refrescos y algunas
fuentes de grasas saturadas (Bello-Chavolla et al., 2017).

La mala nutriciobn en nuestra poblacion explica el aumento de la incidencia de estas
enfermedades en los dltimos tiempos. Un claro ejemplo es el hecho de que el consumo
promedio de frutas y vegetales se ha visto reducido en un 29.3% vy, por el contrario, se

incrementd en 37.2% el consumo de refrescos embotellados (Rivera et al., 2008).

3.4 Fisiopatologia de la absorcién de carbohidratos y de la hiperglucemia postprandial

Los carbohidratos y los &cidos grasos son las principales fuentes de energia proveniente de una
dieta convencional. Aunque la mayor parte de los tejidos utiliza acidos grasos y glucosa como
combustibles ordinarios, las neuronas solo utilizan glucosa. Por ello, el organismo tiene varios
mecanismos que forman glucosa a partir de grasas, cetonas y aminoacidos, a fin de mantener
el metabolismo celular de las neuronas.(Cai & Shi, 2013). Los alimentos contienen
carbohidratos simples, monosacaridos como glucosa, fructosa y galactosa o disacaridos como
la sacarosa, la lactosa y polisacaridos como el almidon. Los monosacaridos se absorben
rapidamente en la mucosa gastrointestinal. Pero los disacaridos y los polisacaridos necesitan
ser degradados por diversas enzimas antes de que puedan ser absorbidos a través de la mucosa
(Garcia-alcalg et al., 2011).
En el interior del organismo, las principales formas de los carbohidratos son la glucosa y el
glucdgeno (un polimero de la glucosa), este tltimo es la molécula de reserva, que se almacena
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principalmente en el muasculo. Se utiliza para la formacion de hexosas que aprovecha en el
mismo tejido muscular durante la actividad fisica vigorosa y en el higado. Su funcion principal
es la generacion de glucosa para el torrente sanguineo.(Merr & Perry, 2019). En la digestion
de los carbohidratos participan numerosas enzimas gastrointestinales y pancreaticas, por
ejemplo, las amilasas de origen salival y pancreético, que actian sobre los oligosacaridos
(almidones) para su fragmentacion en disacaridos. Después, en el intestino, las enzimas o-
dextrinasas, maltasa, sacarasa y lactasa acttian sobre a-dextrinas, maltosa, sacarosa y lactosa
respectivamente, descomponiéndolas en monosacaridos como glucosa, fructosa y galactosa
que son transportados por las a-glucosidasas a las vellosidades del intestino delgado donde se
lleva a cabo la absorcién. Fendmeno debido a la accion de las enzimas amilasa y maltasa,
encargadas de la absorcion de glucosa y la formacion de glucdgeno (Garcia-alcala et al.,
2011).

La absorcion intestinal de los nutrientes tiene un efecto directo sobre la secrecion de insulina,
la hormona clave en el metabolismo de los carbohidratos.(Carlson, 2019). La secrecion de
insulina se realiza de manera basal continua y en forma pulsatil o en bolos. Los sitios de
accion de la insulina son los tejidos muscular, graso y hepatico, donde la insulina actla para
permitir la entrada de glucosa a las células. En la resistencia a la insulina se tiene una
respuesta disminuida de los tejidos periféricos a la accion de esta hormona. Durante un
tiempo, las células B pancredticas intentan compensar la resistencia a la insulina con mayor
produccion de la misma(CODE, 1953). Por una serie de mecanismos complejos la célula B se

va deteriorando, reduciendo su capacidad para producir insulina.

3.5 Alteraciones que sufre una persona por efecto de la diabetes

Las complicaciones cronicas de la diabetes se clasifican en macrovasculares (equivalente a
arteriosclerosis), que son las que afectan a las arterias ya que es la acumulacion de grasas,
colesterol y otras sustancias en las paredes de las arterias en general producen enfermedades
cardiacas coronarias, cerebrovasculares y vascular periférica. En microvasculares, que
incluiria la retinopatia, nefropatia y neuropatia, y por ultimo el pie diabético, que apareceria
como consecuencia de la neuropatia y/o de la afeccion vascular de origen macroangiopético
(Mediavilla, 2015).
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El subdiagndstico y el inadecuado control de la diabetes generan serios dafios a la salud de los
individuos. Los efectos nocivos mas frecuentes y vinculados con esta afeccion son la pérdida
de las capacidades visuales (ceguera), la nefropatia, la insuficiencia renal, la neuropatia y el
aumento del riesgo de infarto, accidentes cerebro vascular e hipertension. (Pereira et al.,
2018). La muerte prematura es otra de las secuelas de la diabetes mellitus. Aproximadamente
el 8.5% de las defunciones registradas en el mundo en el afio 2013, de personas entre los 20 y
los 79 afios de edad, fueron atribuibles a la diabetes, cifra que es superior al 50% en algunas

poblaciones (Agudelo-Botero & Davila-Cervantes, 2015).

3.6 Funcion y localizacion de las enzimas encargadas de la digestion de carbohidratos

Un control efectivo de la hiperglucemia en la diabetes mellitus tipo 2 es el retardo, regulacion
y/o inhibicion de las enzimas hidrolizantes de carbohidratos. Entre estas la a-amilasa la cual es
secretada por las glandulas salivales y en el intestino delgado por el pancreas. Asi como, la a-
glucosidasa que se localiza en el borde del cepillo del epitelio del intestino delgado (Jaisankar,
2018).

La o-amilasa y la a-glucosidasa catalizan el paso final en el proceso digestivo de los
carbohidratos para liberar los monosacaridos absorbibles, incluidos la glucosa. Por tanto, los
inhibidores de estas enzimas pueden ralentizar la liberacion de sustancias absorbibles. Esto
retrasa la absorcion de glucosa en sangre y previene cualquier aumento repentino del nivel de
glucosa en sangre inducido por la comida (Jaisankar, 2018).

La digestion del almiddn y del glucogeno comienza en la boca con la accion de la enzima o-
amilasa que se secreta en la saliva. Esta enzima rompe los enlaces internos o de ambos
polimeros. En el intestino, la digestion continua, facilitada por la a-amilasa secretada por el
pancreas. Esta enzima degrada la a-amilosa y un poco de glucosa. Para continuar con la
degradacion es necesaria la accion de una enzima descalificante, la cual permita romper la
ramificacion del glucdgeno, o-glucosidasa (también Ilamada isomaltasa). (Tesauro &
Mazzotta, 2019). Esta accion expone un grupo nuevo de ramificaciones con enlaces a, que
pueden ser atacados por la a-amilasa hasta alcanzar una nueva serie de ramificaciones con
enlaces a. El resultado final de la accidon secuencial de estas dos enzimas es la degradacion

completa de almidon o del glucdgeno a maltosa y algo de glucosa. La maltosa es fragmentada
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por la maltasa, generando dos moles de glucosa, que se absorbe en el torrente sanguineo y se
transporta a los diversos tejidos para su utilizacién (Zhang, 2018).

Los carbohidratos que han sido resistentes a todo el proceso de digestion llegan al colon donde
son fermentados por bacterias para producir &cidos grasos.

Tras la ingestion de carbohidratos hay un aumento de glucosa en la sangre y en respuesta a
esto también existe un incremento de los niveles de insulina para promover la absorcion de la
glucosa y almacenarla en el higado y tejido en forma de glucdgeno (Heydari et al., 2019)

Al inhibir estas enzimas se puede retardar la descomposicion y la absorcion de carbohidratos
como dextrinas, maltosa y maltotriosa para producir glucosa, lo que evita la absorcion de la
glucosa en el torrente sanguineo y suprime la hiperglucemia postprandial.

3.7 Tratamiento farmacéutico para la diabetes mellitus

En la actualidad se dispone de una variedad de alternativas terapéuticas para el tratamiento de
la diabetes mellitus tipo 2. Los hipoglicemiantes orales disponibles actualmente son las
sulfonilureas, meglitinidas y derivados de D-fenilalanina, que estimulan la secrecion de
insulina. Las biguanidas que reducen la gluconeogénesis hepatica y estimulan la incorporacion
de glucosa por los tejidos periféricos. Las tiazolidindionas (glitazonas), que disminuyen la
resistencia a la insulina; y los inhibidores de la a-glucosidasa, que disminuyen la absorcién

intestinal de los carbohidratos (Habtemariam, 2019).

Tabla 2.

Grupos de medicamentos orales con diferentes mecanismos de accién para tratar la DM tipo
2

FARMACO

FUNCION

EFECTOS ADVERSOS

Sulfonilureas

Meglitinidas
Inhibidores  de
las alfa-
glucosidasas

Biguanidas

Estimulan al pancreas a producir
mas insulina

Estimulan al pancreas a producir
mas insulina
Retrasan la absorcion y digestion

de los azUcares en el tubo
digestivo.

Estos farmacos mejoran la
utilizacion del aztcar en los

tejidos o disminuyen la liberacion

hipoglucemia,  eventos  cardiovasculares,
agranulocitosis,  trombocitopenia, anemia
hemolitica y aplastica, erupcion cutanea,

dolor de cabeza, nauseas, diarrea, vémito y
porfiria hepatica

Flatulencia, dolor abdominal, diarrea y
erupcion cutanea, , cirrosis, enfermedad
inflamatoria del intestino, Glcera de colon y
obstruccion parcial del intestino.

Diarrea,  nausea, vomito, flatulencia,
indigestién, incomodidad abdominal y dolor
de cabeza, falla cardiaca congestiva.
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del azlcar por el higado

Tiazolidindionas producen una mayor sensibilidad infecciones del tracto respiratorio superior,
a la insulina, aunque adn no se dolor de cabeza, sinusitis, mialgia, desorden de
conoce bien el mecanismo de los dientes y agravamiento de la diabetes
accion por el cual actlan

Fuente: Altagracia-Martinez et al., (2007)

Cada clase de medicamentos tiene indicaciones terapéuticas asociadas a las caracteristicas
individuales de los pacientes y grado de avance de la diabetes. También de las enfermedades
concomitantes que padezca el paciente, asi como del peso, la estatura, sexo y cultura
(Altagracia-Martinez et al., 2007).

El uso irracional del medicamento ocasiona dafio a la salud del paciente y a la economia del
sistema de salud. Los costos econdémicos asociados al tratamiento y sus complicaciones
representan una grave carga para los servicios de salud y para los pacientes.

De los farmacos mencionados para el control de la diabetes mellitus tipo 2 destaca la acarbosa.
Es un inhibidor competitivo de las a-glucosidasas localizadas en el borde de cepillo de la
mucosa intestinal. (Bray, 2017). En condiciones normales estas enzimas son las responsables
de la hidrdlisis de los carbohidratos complejos (almidon y otros oligosacaridos) en azucares
simples absorbibles (monosacaridos, sobre todo glucosa). El efecto de la acarbosa consiste en
retrasar la digestion de los oligosacaridos en el intestino delgado, de manera que la liberacién
y absorcion de glucosa sea mas prolongada, resultando en una reduccion directa de la
hiperglucemia posprandial. (Floris A. Van De Laar et al., 2005)

3.8 Inhibidores de la a-glucosidasa y a-amilasa

La acarbosa y el miglitol son los inhibidores de la a-glucosidasa usados clinicamente. De
estos, la acarbosa es un producto natural aislado de una cepa de Actinoplanes mientras que el
miglitol es el andlogo de N-hidroxietilo de 1-desoxinojirimicina aislado de especies de Morus.
Este tipo de medicamentos no estan exentos de efectos secundarios y producen graves
molestias gastrointestinales, predominantemente flatulencia, dispepsia y diarrea (Jaisankar,
2018). Los inhibidores de la a-glucosidasa son los uUnicos hipoglicemiantes orales no
sistémicos que pueden ayudar en el manejo de la DM tipo 2. La acarbosa (Precose®) vy el
miglitol (Glyset®), los dos farmacos disponibles de esta clase, inhiben a la enzima a-

glicosidasa
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Tabla 3.

Caracteristicas, grupos y accion de duracion de los hipoglicemiantes orales

Farmaco dosis diaria dosis/ duracion de la principales efectos
dia accion adversos
fulfoniluras
primera generacion
tolbutamina 0.5-2.0g 2-3 6-12 Hipoglucemia,
aumento de peso
acetohexamina 0.25-15¢ 1-2 8-24
tolazamina 0.1-10¢g 1-2 12-24
clorpropamida 1.25-20.0 mg 1 36-72
segunda generacion
gliburina 5-20 mg 1-2 16-24
glimipiride 1-4 mg 1
Meglitinidas
Repaglinina 1-6 mg 2-4 1-2 Hipoglucemia,
aumento de peso
Biguanidas
Metformina 1.0-25¢ 2-3 6-12 Intolerancia
gastrointestinal
Inhibidores de la a-
glucosidasa
Acarbosa 75-300 mg 3 4 Intolerancia
gastrointestinal
Miglitol 75-300 mg 3 4
Tiazolidinedionas
2-8 mg 1-2 12-24 Retencion hidrica,
Rosiglitazona hepatotoxicidad
15-45 mg 1 24
Pioglitazona
Derivados de la
D-fenilalanina
Nateglinida 60-120 3 15 Hipoglucemia,

aumento de peso

Fuente: Jaisankar, (2018).
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Los inhibidores de la a-glucosidasa tienen un efecto sobre la prueba de hemoglobina
glicosilada (HbALc), reduciendo los niveles en 0.5 a 1 % y la glicemia postprandial entre 50 y
60 mg/ dl. La diferencia fundamental entre la acarbosa y el miglitol esta en su absorcion. La
acarbosa tiene caracteristicas estructurales de una tetrasacaridasa y atraviesa muy poco la
membrana de las microvellosidades. El miglitol, sin embargo, tiene una estructura similar a la

glucosa y por lo tanto es absorbido (Al et al., 2001)

HO OH od
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H
o HO o 0 ©
OH
HO OH
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HO N OH
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HO OH
Acarbosa

Figura 1.Estructuras quimicas de los principales inhibidores de a-glucosidasa y a-amilasa.

Fuente: Bray, (2017).
Elaboracidon en software BIOVIA DRAW 2019

3.9 Tratamiento herbolario para la diabetes mellitus

En la actualidad mas de 400 tratamientos naturales con plantas para la diabetes mellitus han
sido registrados, pero solo un pequefio nimero de estos han recibido evaluacion cientifica y
médica para probar su eficacia (Lujan et al., 2009). Para inhibir las enzimas o-amilasa y o-
glicosidasa, se busca como alternativa utilizar plantas medicinales que sean capaces de realizar
la misma funcién que tienen los farmacos. Para lograr este objetivo se han realizado diferentes
estudios en plantas, entre estas se encuentra la S. amarissima. (Santos 2019) en su estudio

reporta que esta planta posee abundantes compuestos fenolicos, asi como también flavonoides.
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Se han descrito ampliamente diferentes mecanismos de accion de plantas medicinales con
antidiabéticos. Estos incluyen la inhibicion de la reabsorcion renal de la glucosa, la
estimulacion de la secrecion de insulina de las células B de los islotes y/o la inhibicion de los
procesos de degradacion de la insulina. La reduccion de la resistencia a la insulina,
regenerando y/o reparando las células B pancreéticas al aumentar el tamafio y el namero de
células en los islotes de Langerhans. La estimulacion de la secrecién de insulina y la
estimulacion de la glucogénesis y la glucolisis hepatica con plantas antidiabéticas esta bien
establecida (P. Singh et al., 2015)

Uno de los Estados con méas recursos etnobotanicas producto de un gran legado multicultural
es Oaxaca. (Castro Juarez et al., 2014) reportan 35 especies certificadas de plantas
comUnmente usadas para el tratamiento de la DM2 en el estado de Oaxaca, dentro de las
cuales se encuentra la Familia botanica Lamiaceae, genero Salvia, especies splendens K Gawl,

amarissima Ort., urica Epling. Siendo estas las principales.

3.10 Uso de plantas en farmacos

La OMS estructurd en 1985 un Programa de Medicina Tradicional Herbolaria, reconociendo
la existencia de 119 sustancias de origen vegetal que pueden considerarse farmacos
importantes, Gtiles en mas de 60 categorias terapéuticas. Obtenidas principalmente de 91
especies. El estudio de las plantas medicinales y su evaluacion con métodos cientificos
actuales, sus efectos farmacoldgicos y toxicos han permitido su incorporacion a la llamada
medicina moderna. Estos medios tradicionales con verdadera efectividad, han ido ganando
prestigio en la practica médica actual (Beyra et al., 2004).

El 75% de la poblacién mundial utiliza las plantas medicinales, y el uso tradicional
fundamental es en forma de coccidn de la planta entera o de sus partes y no de sus principales
componentes aislados o purificados. Se estima en 5 mil el nimero de especies vegetales
estudiadas exhaustivamente para una posible aplicacion médica, que es una pequefia fraccion
del total estimado en 3 millones de especies (Lujan et al., 2009).

La OMS ha insistido en que el uso de plantas medicinales puede ser de gran aplicacién en la
atencion primaria de los sistemas de salud, pero sobre bases cientificas que sustenten

seguridad, efectividad y calidad requeridas para su administracion en humanos.
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Los efectos hipoglucémicos de algunas plantas usadas como remedios antidiabéticos se ha
confirmado en las poblaciones rurales que las usan, y los mecanismos de la actividad
hipoglucémica de estas plantas se ha comenzado a estudiar.

Estos remedios son efectivos, no producen efectos secundarios y son de bajo costo
comparados con los agentes hipoglucémicos sintéticos orales (S. K. Singh et al., 2008). Por lo
tanto es prioritario investigar sobre medicina tradicional con los recursos disponibles en la
region para conseguir un aprovechamiento y uso de la misma con un respaldo cientifico
(Beyra et al., 2004). La OMS estima que 4 mil millones de personas, el 80% de la poblacion
mundial, utiliza actualmente la medicina herbal para algin aspecto de la atencién primaria de
salud.

La medicina herbaria es un componente importante en la medicina tradicional de todos los
pueblos indigenas y un elemento comdn en la medicina ayurvédica, homeopatica, naturopatica
y oriental tradicional.

Salgueiro et al. (2018) reportaron que las personas con diabetes mellitus consumen cinco o
mas tazas de tés de plantas diariamente. La media de consumo por dia es de 1.73 L y la
mayoria de las personas adquieren las plantas medicinales en el comercio local. Las personas
que han usado plantas medicinales informaron resultados positivos después de su uso

La poblacién mexicana emplea méas de 300 especies de plantas para tratar los sintomas de la
diabetes. En algunos casos, los pacientes combinan terapias alopaticas con los remedios

botanicos (Salinas-Arellano et al., 2020).

3.11 Familia Laminaceae

Lamiaceae es una familia muy diversa, incluye 236 géneros y 7,173 especies. Es muy diversa
en zonas templadas, particularmente en el Mediterrdneo y la region central de Asia. En
México se encuentra ampliamente distribuida, principalmente a lo largo de las zonas

montafiosas y de manera primordial en el eje Neovolcanico transversal.

Esta familia tiene importancia econémica en varias partes del mundo, ya que muchas de sus
especies se usan como condimentos (Origanum, Thymus, Mentha), para obtener aceites
esenciales (Lavandula, Pogostemon, Salvia) o como ornamentales (Coleus, Salvia, Scutellaria)
(Loizzo et al., 2008).
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La familia estd representada en México por 32 géneros nativos. Por lo que es comdn
encontrarlos de manera silvestre y ampliamente distribuidos, como el caso de Prunella.
Los géneros pertenecen a 4 subfamilias e incluyen 591 especies. Ademas, se
encuentran 17 géneros introducidos o cultivados, que en ocasiones pueden encontrarse de

forma Silvestre (Martinez-Gordillo et al., 2013)

Tabla 4.

Especies de diversos géneros pertenecientes a la familia Lamiaceae distribuidas en México.

Género NUmero de NUmero de NUmero de Porcentaje de
especies en el especies en especies endemismo (%o)
mundo México endémicas
Acanthomintha 4 1 0 0
Aegiphila 116 10 1 10
Agastache 22 12 5 41.6
Asterohyptis 4 4 3 75
Callicarpa 40 2 1 50
Catoferia 4 3 1 33.3
Chaunostoma 1 1 0 0
Clinopodium 100 14 10 71.4
Cornutia 12 1 0 0
Cunila 20 6 5 83.3
Hedeoma 42 29 21 7241
Hypenia 23 1 1 100
Hyptis 280 35 17 48.5
Lepechinia 40 10 6 60
Marsypianthes 506 2 1 50
Monarda 17 6 3 50
Monardella 30 9 2 22.2
Neoeplingia 1 1 1 100
Pogogyne 7 3 1 30
Poliomintha 8 8 5 62.5
Prunela 7 1 0 0
Salvia 900 307 232 75.57
Scutellaria 301 56 38 67.85
Stachys 300 41 29 70.7
Tetraclea 2 1 0 0
Teucrium 100 6 2 33.3
Trichostema 18 9 2 11.11
Vitex 250 4 2 50

Fuente: Martinez-Gordillo et al., (2013)
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3.11.1 Género Salvia

La salvia es un género importante, ampliamente cultivado y utilizado en medicinas populares.
Es una fuente rica en polifenoles, ya que se han identificado mas de160 polifenoles, y algunos
de ellos son exclusivos del género (Yinrong & Yeap, 2002).

El género agrupa 900 especies con una sub-cosmopolita distribucion. En México, se localizan
alrededor de 275 especies que se presentan en las zonas montafiosas, principalmente en las del
centro, y sur del pais. Las formas de crecimiento de las especies de Salvia incluyen hierbas
anuales y perennes, arbustos y raramente arbustos trepadores, las flores presentan céliz y
corola bilabiados, el ovario se divide en 4 l6culos y el estilo es ginobasico (Cornejo-Tenorio &
Ibarra-Manriquez, 2011). Muchas especies de Salvia se utilizan con fines ethomédicos para
mejorar una amplia variedad de dolencias. Sus Propiedades bioldgicas de sus compuestos son
relevantes como antiinflamatorios, antivirales, antiprotozoarios, agentes citotoxicos y
fitotoxicos(Martinez-Gordillo et al., 2013)

3.11.2 Salvia amarissima

Entre las especies altamente valoradas en México para el tratamiento de la diabetes se
encuentra Salvia amarissima perteneciente a la familia de la menta. Es un arbusto aromatico
perenne originario de México, identificada como medicinal en el catdlogo de plantas de las
Reales Expediciones Botanicas a Nueva Espafia (Salinas-Arellano et al., 2020) S. amarissima
es melitofila (polinizada por abejas). De acuerdo a la medicina popular mexicana, un té
elaborado de partes aéreas secas de la planta es util para tratar la diabetes, Glceras y
helmintiasis. La especie se considera cominmente como "insulina™ en referencia a su eficacia

para mejorar la condicién diabética (Salinas-Arellano et al., 2020)
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Figura 2. Espécimen de Salvia amarissima.

Fuente: Propia.

3.12 Propiedades de los compuestos fendlicos

Para comprender la estructura quimica de los compuestos fendlicos es importante comenzar
con el fenol, que es la molécula béasica (Figura 3). El fenol se compone de un anillo aromético
(fenil) unido a un grupo hidroxilo (OH), (Pefarrieta et al., 2014). Los compuestos fenolicos
son metabolitos secundarios derivados de las vias fosfato-pentosa, shikimato y
fenilpropanoide en las plantas. Estos compuestos juegan un papel importante en el crecimiento
y la reproduccién de las plantas, brindando proteccion contra patdgenos y depredadores.
Ademas de contribuir con el color y las caracteristicas sensoriales de los vegetales y las
hortalizas (Jasicka-Misiak et al., 2018)

Los efectos benéficos derivados de los compuestos fendlicos se han atribuido a su actividad
antioxidante. Estructuralmente, los compuestos fendélicos comprenden un anillo aromaético, con
uno o mas sustituyentes hidroxilo. Variando desde moléculas fendlicas simples hasta
compuestos altamente polimerizados. A pesar de esta diversidad estructural, el grupo de
compuestos a menudo se denomina polifenoles. Los compuestos fendlicos pueden clasificarse
basicamente en varias clases, tales como, acidos fenolicos, flavonoides, lignanos, estilbenos
(Martins et al., 2014).
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Figura 3. Compuestos fendlicos representativos.

Fuente: Girdn, (2013)

Elaboracion en software BIOVIA DRAW 2019

3.13 Actividad antidiabética de extractos de planta

Los extractos de plantas tienen compuestos quimicos que demuestran efectos alternativos y
seguros sobre la diabetes mellitus. La mayoria de las plantas contienen glucésidos, alcaloides,
terpenoides, flavonoides, carotenoides, etc., que estan frecuentemente implicados en tener
efecto antidiabético (Shao & Lin, 2018).

Las plantas medicinales constituyen una rica fuente de compuestos bioactivos que estan libres
de efectos adversos y tienen excelente accidn farmacoldgica, puede favorecer el desarrollo de
nuevos agentes antidiabéticos (Lujan et al., 2009).

Los efectos antidiabéticos de los extractos de plantas pueden ser estudiados usando modelos in
vivo 0 usando una variedad de sistemas in vitro. Los sistemas in vitro juegan un papel

importante en la evaluacion de la actividad antidiabética de los farmacos y proporcionan las
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herramientas iniciales para la seleccion de un gran numero de candidatos terapéuticos

potenciales (Carlson, 2019).

3.14 Actividad antidiabética in vitro

Investigaciones recientes han demostrado que la inhibicién de las enzimas a-amilasa y o-
glucosidasa pueden controlar la elevacion de los niveles de glucosa en sangre. En la actualidad
los inhibidores de estas enzimas como la acarbosa, miglitol, voglibosa, son utilizados
ampliamente en pacientes con diabetes tipo 2. Sin embargo, se ha documentado que estos
inhibidores tienen efectos adversos tales como flatulencias, diarrea etc.

Hoy en dia se han dedicado a realizar diferentes estudios sobre inhibidores de estas enzimas
provenientes de extractos de plantas. Los resultados obtenidos han sido favorables, utilizando
distintas técnicas de evaluacién para comprobar la capacidad inhibitoria de los extractos de las
plantas.

Inocente Camones et al., (2019) evaluaron la inhibicidn de la difusion de la glucosa utilizando
polisacaridos aislados de Nostoc Sphaericum Vaucher ex Bornet y Flahault tratados mediante
digestion gastrointestinal simulada a nivel in vitro. Los resultados mostraron una
concentracion de 50 mg/mL de polisacaridos digeridos disminuye en un 85.26 % la difusion
de la glucosa a nivel in vitro. Motivo por el cual, la especie seria considerada promisoria para
un posible tratamiento coadyuvante de la diabetes tipo 2.

Ademas del método de evaluacién de la inhibicion de la difusion de glucosa, se encuentra la
inhibicion de la a-amilasa in vitro. Este método se basa en la inhibicion de la enzima en
presencia del extracto. Se inicia cuando se adiciona un sustrato como almidon el cual, al ser
hidrolizado con la enzima, propicia la liberacién de azucares reductores, estos azUcares
reaccionan con un reactivo colorimétrico, el cual produce un cambio de color que puede ser
medido espectrofotométricamente e indicar el efecto del extracto sobre la actividad enzimatica
(Nickavar & Yousefian, 2011). La inhibicion de la enzima o-glucosidasa se basa en la
liberacion de una molécula de p-nitrofenol como producto del sustrato utilizado
p-nitrofenilo-a-D-glucopirandsido en presencia de la enzima o-glucosidasa. En donde la
actividad de la a-glucosidasa se evalua indirectamente a traves del p-nitrofenol liberado ya que

puede ser medido espectrofotométricamente (Acosta Vargas et al., 2019).
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En el presente estudio se empled una prueba de inhibicion de a-amilasa in vitro para

determinar el potencial inhibitorio de los extractos de hoja de S. Amarissima.

3.15 Almidon

El almiddn es el principal carbohidrato de la dieta y por tanto la mayor fuente de energia del
hombre y los animales. Los almidones estan constituidos principalmente por dos polisacéridos
amilosa y amilopectina en proporciones que van desde el almidon normal (18-30 % de
amilosa) hasta almidén con contenido de amilosa alto (alrededor de 70 %) (Medina et al.,
2010).

El almidon se encuentra como fuente de reserva energética en frutos, semillas de leguminosas,
cereales, tubérculos, entre otros.

La proporcion en la que se encuentra cada uno de los polisacaridos se rige por la genética de la
fuente utilizada para su extraccién, lo cual influye en sus propiedades funcionales (Badui-
Dergal, 2006).

La a-amilosa es un a-D-(1,4)-glucano, constituida desde 200 hasta 2,500 unidades repetitivas
de a-maltosa, que forman cadenas lineales (Figura 4). Este polisacarido puede adquirir una
conformacion tridimensional helicoidal, en donde cada hélice consta de seis moléculas de
glucosa (Badui-Dergal, 2006).

H,OH
H o H
H H
(o)
H OH

Figura 4. Estructura de la a-amilosa
Fuente: Badui, (2006).

Elaboracion en software BIOVIA DRAW 2019
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Por otra parte, la amilopectina presenta ramificaciones con enlaces a-D-(1,6) localizadas cada
15-25 unidades de glucosa (Figura 5). Las cadenas formadas pueden contar de 10,000 a
20,000 unidades, es decir, son significativamente mas grandes en comparacion con las de la a-

amilosa (Badui-Dergal, 2006).

Figura 5. Estructura de la amilopectina

Fuente: Badui, (2006).

Elaboracion en software BIOVIA DRAW 2019

3.16 Métodos para determinar el porcentaje de a-amilosa y amilopectina

Para establecer el contenido de a-amilosa en almidones se han utilizado procedimientos, como
los basados en la calorimetria diferencial y en la separacion por exclusion de tamafio, o en la
resonancia magnetica nuclear. El método empleado para el presente trabajo fue a partir del
valor azul, debido a que la a-amilosa presente en el almidén tiene la propiedad de formar un
complejo de inclusion con triyoduro, el cual posee un intenso color azul y puede ser

cuantificado colorimétricamente (Han et al. 2012). Ademas de llevar a cabo la determinacion
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del porcentaje de a-amilosa mediante la cuantificacion colorimétrica, se llevd a cabo un
pretratamiento del almidon para realizar la separacion de la a-amilosa y la amilopectina de la
papa. El pretratamiento de la fécula consistio en remover la grasa del almidén y asi facilitar la
extraccion de la a-amilosa y amilopectina. Cabe sefialar que los acidos grasos derivados de la
grasa provocan una disminucion del color azul que forman los complejos a-amilosa tri-
yoduro. Por lo tanto, se obtienen valores més bajos (Juliano 1971).

Después de la separacion de la a-amilosa esta se llevo a sequedad para ser utilizada en la

evaluacion de la actividad antidiabética in vitro de los extractos de S. amarissima.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencién de la muestra

La muestra de la planta de S. amarissima se colectd en el mes octubre de 2020 en la
comunidad de la Sabana Copala, que se localiza en el municipio de Santiago Juxtlahuaca del
Estado de Oaxaca, y se ubica en las siguientes coordenadas GPS: Longitud (des): -97.958889,
Latitud (des): 17.196389, a una altura de 1,777 metros sobre el nivel del mar. Posteriormente
la muestra se transport6 al laboratorio de analisis instrumental de la Universidad Tecnoldgica

de la Mixteca.

4.2 Seleccion y almacenamiento

Para la seleccién de la muestra se revisd que estuviera en buen estado, es decir que no
presentara ninguna enfermedad, plaga o dafios fisicos. Las hojas se retiraron del tallo
manualmente, se lavaron y se dejaron secar. Posteriormente se colocaron en bolsas de cierre
hermético, ziploc. Las muestras de hojas que se utilizaron para pruebas en fresco se
almacenaron a -18°C. Mientras que las muestras deshidratadas se almacenaron a 5°C en un

refrigerador.

Figura 6. Hoja de S. amarissima.

Fuente: Propia.
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4.3 Determinacion de humedad

La determinacion de humedad se realizd por el método de la AOAC 934.06. En una estufa
marca Cecsa modelo TOHD433 se colocaron 3 crisoles a una temperatura de 105°C por 12 h.
Para llevarlos a peso constante, posteriormente se colocaron dentro de un desecador por 5 min
para después pesarlos (Apéndice 1). A cada crisol se le colocaron 4 g de muestra fresca y
nuevamente se introdujeron a la estufa a una temperatura de 105°C por 6 h para realizar la
determinacion de humedad. Trascurridas las 6 h, los crisoles se retiraron de la estufa y se
colocaron en un desecador para después pesarlos. La determinacion de la humedad se realizd

con la férmula siguiente:
% de humedad = (p—z) * 100
pl

Donde:
P,: Masa final en gramos de la muestra.

P1: Masa inicial en gramos de la muestra.

4.4 Deshidratacién y molienda

La deshidratacion de las hojas de S. amarissima se realiz6 en un secador de charolas rotatorias
con corriente de aire continuo (Apéndice 2). En cada charola se colocaron hojas de S.
amarissima esparcidas. Tomando en cuenta tres grupos de hojas para monitoreo. La pérdida
de humedad se midié cada 15 min, hasta que la muestra alcanzé una humedad final del 10%.
El deshidratador se oper6 a una temperatura de 50°C con una corriente de aire de 1.2 m/s.

Las hojas deshidratadas se molieron en un molino de café marca SAYONA modelo SY-
601220-240V-50/60Hz, y se tamizaron a través de una malla #60 posteriormente se
almacenaron y sellaron para impedir la entrada de aire. Las muestras se almacenaron a -18°C
(Apeéndice 3).
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Figura 7. Polvo de hoja de S. amarissima deshidratada.

Fuente: Propia.

4.5 Obtencion de los extractos de la muestra (Santos 2019)

Se utilizo el método de extraccion por ultrasonido usando como disolvente EtOH al 70%. Se
pesaron 50 mg de hoja fresca y 20 mg de polvo de hoja en tubos eppendorf, posteriormente a
cada tubo se le agregd 1 mL de EtOH al 70%. La mezcla se sonico en un bafio de ultrasonido a
temperatura ambiente durante 40 min, para promover la extraccion de los compuestos
bioactivos. Posteriormente se centrifugd a 4000 rpm durante 20 min. Finalmente, el extracto se
decanto y se recibi6 en viales ambar, y se almacen6 a -18°C La extraccion de los compuestos
se realizo por triplicado (Apéndice 4).

Para la cuantificacion de fenoles en el extracto de hoja fresca se realiz6 una dilucion 1:5 (200
pL de muestra + 1000 pL. de EtOH al 70 %) y para el extracto seco una dilucion 1:25 (40 ul de
muestra +1000 pL de EtOH al 70 %).

4.6 Fenoles totales (Giron 2013)

4.6.1 Preparacion de las disoluciones
Disolucion de EtOH acuoso al 90% (v/v). Se agregaron 90 mL de EtOH destilado en un

matraz de 100 mL y se llevo a la linea de afor6 con agua destilada.
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Disolucion de Na,CO; al 0.5% (p/v). 50 mg de Na,CO; anhidro se colocaron en un matraz
volumétrico de 10 mL y se llevd a la linea de aford con agua destilada.Reactivo de Folin-
Ciocalteu 0.1 M. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 0.5 mL de reactivo de
Folin-Ciocalteu 2 M y se afor6 con agua destilada.Acido galico a 100 pg/mL y estandares. En
un matraz volumétrico de 10 mL se agregaron 10 mg de &cido galico y se aforé con EtOH al
90%. Posteriormente para obtener la solucién patrén, 1 mL de la disolucion anterior se
transfirio a un matraz de 10 mL y se afor6 con EtOH al 90%. Los estandares de &cido gélico
que se utilizaron para la curva de calibracién se obtuvieron a partir de la disolucion patron de

acido galico a concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 25 pg/mL. (Apéndice 5).

4.6.2 Cuantificacion de fenoles por el método de Folin-Ciocalteu

En una microplaca limpia y sin ralladuras se mezclaron 40 pL del estdndar de acido galico o
de muestra con 40 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu 0.1 M. EIl blanco de los estandares se
preparé con el estandar de 25 pg/mL y se les adiciond agua destilada en lugar del reactivo de
Folin-Ciocalteu 0.1 M. Esta mezcla se dejo reposar durante 3 min en el lector de microplacas,
al término del reposo, la mezcla se agitd durante 1 min a velocidad media. Después se
adicionaron 40 pL de Na,COj3 al 0.5%. La muestra se dejo reposar a 40°C durante 30 min.
Posteriormente se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm en un lector de
microplacas marca BioTek. La concentracion de fenoles totales en las muestras se determiné
mediante una curva de calibracién que se construy6 con los estandares de acido galico, y con
ella se realizd una regresion lineal que permitié generar la ecuacién de calibracion para
expresar el contenido de fenoles totales presentes en la muestra fresca y seca. El resultado se
expres6 en miligramos equivalentes de é&cido galico (mg EAG/g ms). Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.

4.7 Flavonoides totales (Girdn 2013)
4.7.1 Preparacion de las disoluciones

Disolucion de NaNO al 1.5% (p/v). En un matraz volumétrico de 10 mL se coloc6 150 mg de

NaNO, y posteriormente se llevd a la linea de aford con agua destilada.
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Disolucion de AICI; al 3 %. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 300 mg de

AICI; y posteriormente se llevo a la linea de afor6 con agua destilada.

Disolucion de NaOH 1 M. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 400 mg de NaOH

y posteriormente se llevo a la linea de aforé con agua destilada.

Disolucion patron de rutina 1000ug/mL. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 10
mg de rutina y posteriormente se aforé con EtOH al 90%. A partir de esta disolucion se

prepararon los estandares de rutina de 50, 100, 150, 200, 250 pg/mL (Apéndice 6).

4.7.2 Cuantificacion de flavonoides.

En un vial &mbar se mezcl6 1 mL de extracto o estdndar de rutina con 1 mL de NaNO, al
1.5%. La mezcla se llevd a agitacion por 5 min en un vortex a temperatura ambiente.
Posteriormente, en una microplaca limpia y sin ralladuras se colocaron 50 pL de esta
disolucién y se mezclé con 50 pL de AICI; al 3%. La microplaca se colocé en el lector de
microplacas BioTekLX-808 y se agitd durante 1 min a velocidad variable. Posteriormente la
microplaca se retird del lector y se le adicionaron 50 pL de NaOH 1 M y nuevamente se
sometid a una agitacion en el lector por 1 min. Transcurrido el tiempo se leyo la absorbancia a
490 nm.

Al blanco de la muestra o del estandar se le adicion6 agua destilada en lugar de AICI;. Para el

blanco de los estandares se utilizo la disolucion de rutina de 250 pg/mL. A partir de los

valores de absorbancia de los estandares se construy6 la curva de calibracion que permitio
expresar el contenido de flavonoides totales presentes en la muestra fresca y seca. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado. El resultado se expres6 en miligramos

equivalentes de rutina (mg ER/g de ms).

39



4.8 Determinacion del porcentaje de a-amilosa en fécula de papa a partir del valor azul
(Han et al. 2012).

4.8.1 Preparacion de las disoluciones

Disolucién de NaOH 1 N. En un matraz volumétrico de 25 mL se coloc6 1 g de NaOH.

Posteriormente, el matraz se afor6 con agua tipo 1.

Disolucion de acido acetico 1 N. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 577 pL de

acido acetico. Posteriormente, el matraz se afor6 con agua tipo 1.

Disolucién de yodo. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 20 mg de yodo y 200

mg de yoduro de potasio. Posteriormente el matraz se afor6 con agua tipo 1.

4.8.2 Determinacion del porcentaje de a-amilosa

En un vial de 4 mL se mezclaron 25 mg de fécula de papa con 250 pL de EtOH al 95% y 2.25
mL de NaOH 1 N. La suspension se calentd por 10 min en un bafio de agua hirviendo para
gelatinizar el almidén. Posteriormente, la mezcla se transfirié a un matraz volumeétrico de 25
mL con varios lavados con agua tipo 1 y después se aford. Una alicuota de 1.25 mL de esta
disolucién se transfirié a un matraz volumétrico de 25 mL y se mezcl6 con 250 pL de acido
acético 1 N y 500 pL de la disolucion de yodo. Finalmente, una alicuota de 3.5 mL de esta
mezcla se transfirid a una celda de polietileno de 1 cm de camino de haz. Posteriormente, se
llevd a un espectrofotometro Hach y se midié la absorbancia a 680 nm. Los blancos se
prepararon de forma idéntica, pero sin fécula de papa (Apéndice7).

La concentracion de a-amilosa en la harina expresada en porcentaje (p/p) se calcul6 a partir de
la ecuacion de calibracion generada con datos reportados para un conjunto de nueve datos del

valor azul vs contenido de a-amilosa de harinas de arroz.

% de amilosa = 56.203 (absorbancia) + 5.0051

El contenido de amilopectina se calculd por diferencia respecto al contenido de a-amilosa

aparente.
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4.9 Obtencion de a-amilosa (Lemos et al. 2019)

4.9.1 Pretratamiento del almidon

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL provisto de un termometro se mezclaron 5 g de fécula de
papa y 95 mL de glicerol al 70 %. La disolucion se calentd lentamente hasta 50°C a una
velocidad de 0.8°C/min, en un bafio de ultrasonido. La disolucion se calentd a 50°C durante 1
h. Se dejo enfriar para después filtrarla a través de un papel filtro whatman #5, en un sistema
de filtracion a vacio. El solido retenido se lavo con 50 mL de EtOH absoluto hasta que los
restos de glicerol se removieron completamente. La muestra se transfirid a una estufa y se dejo
por 1 h a 40°C. Finalmente, el sélido retenido en el papel filtro se pesé y almacend (almidon
desengrasado).

4.9.2 Separacién de a-amilosa y amilopectina

4.9.3 Preparacion de las disoluciones
Disolucion amortiguadora de fosfatos a un pH de 6.15. En un matraz de 100 mL se
transfirieron1.25 g de NaH,PO, y 0.34 g de Na,HPO,. Posteriormente, el matraz se aford con

agua tipo 1.

4.9.4 Separacion de a-amilosa

En un matraz Erlenmeyer de 500 mL se colocaron 2 g de almidon desengrasado y 100 mL de
disolucion amortiguadora de fosfatos a un pH de 6.15. La mezcla se agit6 a 200 rpm a una
temperatura de 98°C por 15 min. La suspension se enfrié usando un bafio de hielo (0-2°C).
Posteriormente se trasfirio a tubos falcon y se sometié a una centrifugacién a 4500 rpm por 1
h. El sobrenadante que se obtuvo fue una disolucion de a-amilosa que se almaceno a 8°C.
Mientras que el precipitado, el cual consistio de amilopectina se filtro y lavo con EtOH acuoso

para después almacenarlo a 8°C.

4.9.5 Obtencion de a-amilosa en polvo

40 mL del sobrenadante constituido de a-amilosa se mezclaron con 120 mL de butanol. Esta
mezcla se dejo reposar por 8 h. Posteriormente, la disolucion se centrifugd a 4500 rpm por 20
min. La fraccién se filtr6 y los sélidos retenidos en el papel filtro se trasfirieron a un matraz

bola con esmerilado 24/40. La muestra se llevé a sequedad en un rotavapor a vacio a una
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temperatura no mayor a 40°C. El producto obtenido fue una pelicula, la cual se molié con

ayuda de un mortero.

4.9.6 Solubilizacion de la a-amilosa

En un vaso de precipitado de 15 mL se colocaron 10 mg de a-amilosa 'y 1 mL de NaOH 1 N.
La mezcla se dejo reposar por 15 h, a 8°C. Posteriormente se agregaron 7 mL de agua tipo 1y
gotas de CH3;COOH hasta obtener un pH de 5.0 y 10 mg de azida de sodio para evitar
contaminacion microbiana. La disolucidn se transfirié a un matraz volumétrico de 10 mL y se
afor6 con agua tipo 1. Para obtener una mayor solubilidad de la a-amilosa de papa, la
disolucién se sometié a un calentamiento en bafio de agua a 80 °C por 1 h, posteriormente se

sonico 10 min. A partir de la disolucidn se prepararon los estandares de 100, 200, 300, 400 y

500 pg/mL para construir la curva de calibracion (Apéndice 8).

4.10 Reaccion de a-amilosa de papa

4.10.1 Preparacion de las disoluciones
Disolucion amortiguadora de acetatos 0.1 M a pH 5. En un matraz volumétrico de 50 mL se
mezclaron 85 mg de CH;COONa con 104 puL de CH3;COOH y 10 mg de azida de sodio.

Posteriormente, el matraz se afor6 con agua tipo 1.

Disolucion de triyoduro 0.01 M. En un matraz volumétrico de 50 mL se adicionaron 63.45

mg de yodo molecular y 41.5 mg de KI. Posteriormente, el matraz se aforé con agua tipo 1

Disolucion de HCI 1.5 M. En un matraz volumétrico de 10 mL se agregaron 1.47 mL de HCl y

se aforo con agua tipo 1.

4.10.2 Reaccion

En una microplaca de 96 pozos se colocaron 30 pL de EtOH al 70%, 30 pL del estandar
correspondiente, 30 pL de disolucion amortiguadora de acetatos 0.1 M a pH 5, 10 uL de HCI
1.5 M y 50 pL de triyoduro 0.01 M. Esta mezcla se dejo reposar a 37 °C por 5 min. Al blanco
de los estandares se le agregaron 30 pL de buffer de acetatos 0.1 M a pH 5 en lugar del
estandar. La lectura de absorbancia se realizd6 a 595 nm, en un lector de microplacas
(Apéndice 9).
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4.11 Reaccion enzimatica de a-amilasa con a-amilosa

4.11.1 Preparacion de las disoluciones
Disolucion amortiguadora de acetatos 0.1 M a pH 5. En un matraz volumétrico de 50 mL se
mezclaron 85 mg de CH;COONa con 104 pL de CH3COOH y 10 mg de azida de sodio.

Posteriormente, el matraz volumétrico se aforé con agua tipo 1.

Disolucion de triyoduro 0.01 M. En un matraz volumétrico de 50 mL se mezclaron con 63.5
mg de yodo molecular y 41.5 mg de KI. El matraz volumétrico se aford con agua tipo 1.

Disolucion de HCI 1.5 M. En un matraz volumétrico de 10 mL se agregaron 1.47 mL de HCI.

Posteriormente, el matraz volumétrico se aforé con agua tipo 1.

Disolucion de a-amilosa de papa 500 ug/mL. En un vial se mezclaron 500 pL de disolucion

de a-amilosa 1000 ppm con 500 uL de disolucion amortiguadora de acetatos 0.1 M (pH = 5).

Disolucion de a-amilasa 1000 pg/mL. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 10
mg de a-amilasa y el matraz se afor6 con disolucion amortiguadora de acetato 0.1 M. A partir
de esta disolucion se prepararon estandares de 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL para construir

la curva de calibracion (Apéndice 9).

4.11.2 Reaccidn

En una microplaca de 96 pozos se prepararon dos grupos de reaccion enzimatica, el primer
grupo consistié de 30 pL de EtOH al 70%, 30 pL de a-amilosa de 500 pg/mL, 10 puL de HCI
1.5 M, 30 pL de a-amilasa correspondiente, el segundo grupo de reaccion consistio de 30 pL
de EtOH al 70%, 30 pL de a-amilosa de 500 pg/mL, 30 pL de a-amilasa correspondiente. Esta
mezcla se dejé reposar a 37°C por 5 min. Posteriormente, al segundo grupo de reaccion se le
agregaron 10 puL de HCI 1.5 M. A ambos grupos se les agregaron 50 pL de triyoduro.

Nuevamente se dejo reposar por 5 min a 37°C y se leyd la absorbancia a 595 nm.

4.11.2 Limpieza de extractos de Salvia amarissima (He et al., 2007)

La limpieza de los extractos tuvo como objetivo eliminar la clorofila para que no se
produjeran interferencias durante la inhibicién enzimatica.

Para realizar la limpieza de los extractos primero se realiz la extraccion de los compuestos

bioactivos presentes en las muestras frescas y secas, Apéndice 4. Posteriormente los extractos
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fueron trasferidos a un matraz bola con un esmerilado 24/40 y se llevaron a sequedad en un
rotavapor a una temperatura no mayor a 40°C. Después, los extractos se redisolvieron en 5 mL

de agua tipo 1 (Apéndice 10).

La extraccion en fase solida se llevo a cabo en tres etapas, utilizando cartuchos Supelco ENVI-
18 en fase reversa. En la primera etapa el cartucho se acondicion6é con 5 mL agua tipo 1y
posteriormente se adicionaron los extractos de S. amarissima suspendidos en agua tipo 1. En
la segunda etapa se adicionaron 5 mL de etanol al 50% Yy finalmente en la tercera etapa se
adicionaron 5 mL de etanol destilado. La fraccion obtenida en la segunda etapa (etanol al
50%) se utiliz6 para llevar a cabo la inhibicion enzimética. Las fracciones se almacenaron a -
18°C.

4.13 inhibicion de la enzima a-amilasa in vitro en presencia de los extractos de S.

amarissima

4.13.1 Preparacion de las disoluciones

Dilucion del extracto fresco de 71660 ug/mL. En un vial se mezclaron 332 uL de la disolucién
de 50 mg/mL de extracto fresco con 9668 pL de EtOH al 70%. A partir de esta disolucion se
prepararon estandares de 1000, 500, 250, 100, 50, 10 pg/mL.

Dilucion de extracto seco de 1000 ug/mL. En un vial se mezclaron 1807.2 uL de la disolucién
de 20 mg/mL de extracto seco con 1192.8 uLL de EtOH al 70%. A partir de esta disolucion se
prepararon estandares de 1000, 400, 200, 40, 20 y 5 ug/mL (Apéndice 11).

4.13.2 Reaccidon enzimatica

Para realizar la reaccion enzimatica primero se hizo un acondicionamiento térmico de la o-
amilasa a 25°C y la a-amilosa a 80°C por 1 h. Posteriormente, en una microplaca de 96 pozos
se prepararon dos grupos de reaccidon enzimatica, el primer grupo consistié de 30 uL de
extracto, 30 pL de a-amilosa de 500 pg/mL, 10 pL de HCI 1.5 M, 30 pL de a-amilasa de 400
pug/mL, el segundo grupo de reaccién consistié de 30 pL de extracto, 30 pL de a-amilosa de
500 pg/mL, 30 puL de a-amilasa 400 pg/mL. Para el blanco de ambos grupos se utilizaron 30
puL de EtOH al 70%. Esta mezcla se dejo reposar a 37°C por 5 min. Posteriormente, al

segundo grupo de reaccion se le agregaron 10 pL de HCI 1.5 M. A ambos grupos se les
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agregaron 50 pL de triyoduro. Nuevamente se dejo reposar por 5 min a 37°C y se leyo la
absorbancia a 595 nm.

4.14 Inhibicion de la enzima a-amilasa in vitro en presencia de acarbosa pura

4.14.1 Preparacion de las disoluciones
Dilucion de acarbosa 1000 ug/mL. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 10 mg de
acarbosa y se llevo a la linea de aford con disolucién amortiguadora de acetatos 0.1 M a pH 5.

A partir de esta disolucion se prepararon estandares de 75, 50, 25, 10, 5, 1 pg/mL.

4.14.2 Reaccién enzimatica
La reaccion se llevé de acuerdo al procedimiento en la seccion 4.13.2.

4.15. Andlisis estadistico

Los datos del contenido de fenoles totales y flavonoides de ambas muestras (frescas y secas)
se sometieron a una prueba F para evaluar si muestras presentaban varianzas iguales a un nivel
de significancia a. = 0.05. Posteriormente segln los resultados obtenidos en esta prueba se
realiz6 un analisis comparativo de pares de medias con la prueba t de Student. Utilizando la
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales o la prueba t para dos muestras
suponiendo varianzas desiguales.

Los datos que se obtuvieron en la inhibicion enzimética de la a-amilasa se sometieron a un
analisis comparativo de pares de media con t de Student. Se utiliz6 la prueba t para medias de
dos muestras emparejadas para determinar diferencias significativas entre las muestras frescas
y secas de extractos de S. amarissima a la misma concentracion.

Para calcular los porcentajes de inhibicion a la misma concentracion se emplearon las
ecuaciones de calibracion generadas a partir de los porcentajes de inhibicion de cada extracto
(fresco y seco) versus concentracion. Los analisis se llevaron a un nivel de significancia o =
0.05. Para esta prueba se establecié como Hy que no existe diferencia significativa entre las

dos muestras a las mismas concentraciones.
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5. RESULTADOS

5.1 Humedad relativa de la hoja de Salvia amarissima

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de la humedad relativa en hojas de S.
amarissima recién colectada. La determinacion de humedad se realizé por triplicado a una
temperatura de 105°C durante 6 h. El porcentaje de humedad total de las hojas fue de 95.12 +
0.24 %.

Tabla 5.

Porcentaje de humedad en hojas de S. amarissima.

Peso de Peso de
Peso de capsula Peso de céapsula o
Réplica capsula + muestra después de la 2‘;}”;3?35 rﬁmedgg Promedio E:ts(;/ C.V.
(9) muestra (Q) deshidratacion
() (9)

1 39.753 43.753 4.000 39.537 4217  94.87
2 40.032 44.053 4.021 39.839 4214 9543 9512 0.2398 0.252
3 39.812 43.887 4.076 39.605 4283  95.16

5.2 Deshidratado de las hojas de Salvia amarissima

La deshidratacion de la muestra se realizé en un tiempo maximo de 420 min (7 h) y un
minimo de 390 min (6.5 h). Estos tiempos de secado son similares a los resultados obtenidos
por Santos (2019). La diferencia de variacion se puede atribuir al contenido de humedad
inicial tomando en cuenta que en el estudio reportado por Santos (2019) fue de 62.28+0.82 y
en el presente estudio se determind una humedad inicial del 95.12 + 0.24 %.

En la Figura 8 se muestra la pérdida de humedad con respecto al tiempo de las hojas de S.
amarissima a una temperatura de 50 °C, en un secador de charolas rotatorias con corriente de

aire continto de 1.2 m/s. El contenido de humedad en los primeros 30 min de secado
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disminuyd drasticamente, continuando con una pérdida de humedad relativamente mas lenta
hasta alcanzar una humedad final del 10 % a las 7 h de secado.
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Figura 8. Pérdida de humedad con respecto al tiempo de las hojas de S. amarissima

En la figura 9 se muestra la razén de humedad inicial la cual fue de 19.49 + 0.00 kg agua/kg
de sélido seco esta se redujo hasta alcanzar una razén de humedad de 2.04 £ 0.00 kg agua/kg

de sélido seco.

4 25 7 N
Q) T
b 20
3 A
3 ]
g 157
2 ] —o—Lote 1
% 10 ——Lote 2
® 1 Lote 3
o] i
o ]
< 5
o ]
= 1 ="
0 ——t—t—tt—t+—t+—t+—t+ T+t
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450
\_ Tiempo (min) Y,

Figura 9. Razon de humedad en funcion del tiempo de secado de las hojas de S. amarissima
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5.3 Cuantificacion de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se realizd tanto en la muestra fresca como en la
deshidratada en polvo, de las hojas de S. amarissima. Los resultados obtenidos para ambas
muestras presentaron un contenido alto de compuestos fenolicos. Estos resultados se
calcularon a partir de una curva de calibracion de acido galico (Apéndice 6) con un coeficiente
de determinacion R2 de 0.997, que condujo después de una regresion lineal a una ecuacion de
calibracion que relaciona la absorbancia con la concentracion de los estandares. La
concentracion de fenoles totales en las muestras expresadas como mg equivalentes de acido
galico por cada 100 g de muestra seca, se calculd a partir de la ecuacién de calibracion. Los
resultados obtenidos para el extracto de muestra fresca, preparado de acuerdo a la Seccion 4.5
y llevados a una dilucion 1:5, presentaron un contenido de 4648.9 + 47.2 mg EAG/100 g de
masa seca (ms). El extracto en polvo de S. amarissima, Seccion 4.5, diluida a una relacion
extracto:disolvente de 1:25 present6 un contenido de 3010.35 £ 0 mg EAG/100 g de ms.

Cabe sefialar que Santos (2019) reporté para el mismo espécimen un contenido de fenoles
totales en la muestra fresca de 2791.7 + 46.7 mg EAG/100 g de ms y en la muestra
deshidratada 1450.9 £ 50.4 mg EAG/100 g de ms, que representa un 60% menos que el
encontrado en el presente trabajo. Esto puede estar relacionado con la presencia o ausencia de
determinados nutrientes en el suelo, el exceso o déficit de riego. El contenido de sustancias
nitrogenadas del suelo tiene un efecto decisivo sobre el contenido de compuestos fendlicos
antioxidantes. El grado de iluminacion e irradiacion de las plantas, la temperatura de cultivo,
la temporada de recoleccion y el estado de florescencia (Tomas-Barberan, 2003).

Ademas, los compuestos bioactivos cumplen la funcion de proteccion en las plantas y en
consecuencia son susceptibles a cambios en el contenido de sustancias fitoquimicas.

Ricco (2015) reporto el efecto de la edad de las hojas Aloysia citrodora y el efecto de la
presencia de plagas sobre la concentracion de fenoles totales en el espécimen de Tripodanthus
acutifolius. Plantas de este ultimo espécimen se infestaron con insectos Dactylopius coccus,
que se alimentan regularmente del jugo de las hojas. Al comparar el contenido de fenoles
totales en las plantas de T. acutifolius infestados, se observaron diferencias en su contenido
respecto a plantas sanas. Las hojas infestadas mostraron un contenido de fenoles totales de

9687.0 £+ 349.0 mg de &cido tanico/100 g ms. Las hojas sanas presentaron un total de 6780.0 +
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300.0 mg de &cido tanico/100 g ms. En las hojas infestadas los fenoles se incrementan
aproximadamente un 40 % respecto de las sanas.

En el estudio de Aloysia citrodora han demostrado una clara diferencia en la concentracion de
fenoles totales en relacion al grado de desarrollo foliar. Hay mayor acumulacion de fenoles
totales en las hojas jovenes. Se ha observado que la concentracion de los fenoles totales en las
hojas jovenes es de 5002.0£384.0 mg de 4cido tanico/100 g masa seca (ms).
Aproximadamente un 90 % mayor respecto al contenido de fenoles totales en las hojas
adultas, 2643.0 £ 249.0 mg de acido tanico/100 g ms. Los niveles de fenoles decrecen
rdpidamente con la edad de la hoja.

En la Tabla 6 se realiza la comparacion con otras especies de salvia. A partir de los resultados
y la comparacidn con otras especies se comprueba gque S. amarissima en fresco y deshidratada
se encuentra dentro de las cuatro especies con mayor contenido de fenoles totales, las cuales

pueden ser aprovechadas para tratamientos de la diabetes tipo 2.

Tabla 6

Contenido de Fenoles Totales en especies del género Salvia.

Contenido de

Especie Er;t:tcl ?igfl Parte de Fenoles Totales Fuente
lapanta (mg EAG/ 100 g
vegetal de ms)
S. amarissima  fresco hoja 4648.9£47.2 Presente estudio
S. amarissima  deshidratado hoja 3010.35+0 Presente estudio
S. amarissima  fresco hoja 2791.7+£46.7 Santos (2019)
S. amarissima  deshidratado hoja 1450.9+50.4 Santos (2019)
S.officinalis deshidratado hoja® 6180.0+£500.0 Jebri et al., (2019)
S. sclarea deshidratado tejido 770.0+£10.0 El-Gohary et al., (2020)

S. splendens deshidratado hoja” 1244.0 + 32.0 Purizaca-Mejia, (2019)
S.splendens  deshidratado hoja° 1943.0 +42.0 Purizaca-Mejia, (2019)

S. tomentosa deshidratado hojas® 5671.0+272.0 Dincer et al., (2013)

S sclarea deshidratado hojas® 9610.0+260.0 Jasicka-Misiak et al., (2018)
S. officinalis deshidratado hojas' 6380.0+290 Jasicka-Misiak et al., (2018)

% Hoja deshidratada a 52.9+0.9°C y una velocidad de aire de 1.0 m/s. ® Hoja deshidratada a 45°C durante 5 h, y
extraccion de compuestos con MeOH acuoso al 80% y acido formico al 0.1%. Los valores estan presentados en
mg equivalente de catequina/ 100 g de ms. ¢ Hoja deshidratada a 45°C durante 5 h, y extraccion de compuestos
con agua tipo 2 a punto de ebullicién. ¢ Hoja secada por conveccién natural, con un periodo de almacenamiento
de 2 meses a temperatura ambiente. ®* Nueva variedad cultivada en Polonia (Aj todor), La extraccion de
compuestos se realizé con MeOH acuoso. " La extraccion de los compuestos se realizé con MeOH acuoso.

Los datos se expresan como la media de las muestras por triplicado + desviacion estandar
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5.4 Cuantificacion de flavonoides totales

En la cuantificacion de flavonoides totales se realizaron curvas de calibracién utilizando como

estandar la rutina. La curva de calibracion se construyé con estandares a concentraciones en el
intervalo de 50 a 250 pg/mL. A partir de la curva de calibracion se gener6 una ecuacion de

calibracion, con un coeficiente de determinacion R? de 0.9947. El contenido de flavonoides
totales en la muestra fresca fue de 10551.9126 + 189.29517 mg ER/100 g de ms y para la
muestra deshidratada fue de 11412.122+144.39 mg ER/100 g de ms. Estos resultados
mostraron que las hojas de S. amarissima tienen un contenido alto de flavonoides totales en
comparacion con lo reportado por Santos (2019) quien reporté para la muestra fresca un
contenido de flavonoides totales de 2791 = 46.7 mg ER/100 g de ms y en la muestra
deshidratada mostro un total de 1450.9 + 50.4 mg ER/100 g de ms. Cabe mencionar que en el
presente trabajo se observa que la muestra fresca presenta un menor contenido de flavonoides
totales en comparacion con la muestra seca. Esto puede atribuirse a un mal almacenado de la
muestra lo cual ocasiond una degradacion en la muestra. En la Tabla 7 se muestran los
resultados de otros estudios en diferente espécimen cabe mencionar que la diferencia que
existe entre cada resultado puede deberse a que para la cuantificacion de flavonoides se
utilizan diferentes reactivos como catequina, rutina y quercentina.

Tabla 7.

Contenido de Flavonoides Totales en especies del género Salvia

Flavoniodes
Estado del Totales (mg
material partedela ER/100gde
Especie vegetal planta ms) Fuente
S. amarissima fresco hoja 10551.9+ 189.29 Presente estudio
S. amarissima deshidratado  hoja 11412.1+ 144.39 Presente estudio
S. amarissima fresco hoja 9272.7£160.0 Santos (2019)
S. amarissima deshidratado  hoja 5074.4+201.1 Santos (2019)
S. officinalis deshidratado ~ Hoja" 5300.0+90.0° Jebri et al., (2019)
S. sclarea deshidratado  tejido 770.0+£10.0 (El-Gohary et al., 2020)
S. tomentosa deshidratado  Hojas® 3962.0+164.0° Dinger et al., (2013)
S. blepharochlaena  deshidratado Hojas' 9790+240.0° Zengin et al., (2018)
S. Amasiaca deshidratado  Hojas' 9650.0+310.0° Zengin et al., (2018)

% La concentracién esta expresada en mg equivalentes de quercentina/100 g de ms. ® La concentracién esta
expresada en mg equivalentes de catequina/100 g de ms. © La concentracion esta expresada en mg equivalentes de
rutina/100 g de extracto. ® Hoja deshidratada a 52.9+0.9°C y una velocidad de aire de 1.0 m/s. ¢ Hoja secada por
conveccion natural, con un perfodo de almacenamiento de 2 meses a temperatura ambiente. " Hoja deshidratada a
temperatura ambiente. Los datos se expresan como la media de las muestras por triplicado + desviacién estandar.
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Los resultados del contenido de flavonoides confirman que S. amarissima es una fuente rica
de flavonoides tanto en la muestra fresca y seca ademéas de presentar valores altos en
comparacion con los que se han reportado en otras literaturas para otros especimenes de

Salvia.

5.5 Determinacion del porcentaje de a-amilosa en la fécula de papa a partir del valor

azul.

El almidon estructuralmente, consiste de dos polisacaridos quimicamente distinguibles, la a-
amilosa y la amilopectina. Ambos polimeros influyen de manera determinante en la
susceptibilidad a la hidrdlisis acida y enzimatica. Se ha determinado que a pesar de que los
almidones procedan de la misma fuente botanica, los que presentan mayor contenido de a-
amilosa muestran mayor resistencia a la hidrdlisis enzimatica y acida. El resultado del
porcentaje de a-amilosa se calcul6é a partir de la ecuaciéon de calibracién generada con los
datos reportados para nueve datos del valor azul vs contenido de a-amilosa de harinas de

arroz.
% de a-amilosa= 56.203 (absorbancia) + 5.0051

A continuacion, en la Tabla 8 se presenta los resultados obtenidos en la cuantificacion de a-
amilosa.

Generalmente el contenido de a-amilosa en la papa es de 22%. (Lamadrid Avendafio, 2009)
En el presente trabajo él % de a-amilosa fue de 25.61+63.51. Los valores obtenidos en esta
investigacion superan los reportados por Lamadrid et al., (2009) y Medina et al., (2008),
quienes reportan un porcentaje de 15-20% de a-amilosa en la fécula de papa. Solarte et al.,
(2019) reportd para la variedad latina un porcentaje de o-amilosa de 25.97+0.24. Estas
diferencias encontradas en el contenido de a-amilosa se debe a la variabilidad que existe entre
una variedad y otra, asi como las condiciones climaticas y tipo de suelo durante su crecimiento
(Singh & Singh, 2003). Asi mismo esta relacionado con el tamafio y la forma del granulo
(Lindeboom et al., 2004).

Posteriormente se realizd la separacion de a-amilosa y amilopectina, y se calculé el

rendimiento de obtencion. De amilopectina se obtuvo 1.4941 g que corresponde a un 75 %y
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0.3118 g de a-amilosa que corresponde a un 16 %. El porcentaje de recuperacion de o-amilosa
fue de 62.75%.

Tabla 8

Porcentaje de a-amilosa en papa

muestra % de a-amilosa fuente
Fécula de papa 25.61+63.51 Presente estudio
Papa rosa 1 15.0+0.3% Lamadrid et al., (2009)
Papa rosa 2 17.5+1.7% Lamadrid et al., (2009)
Papa blanca 1 18.0+1° Lamadrid et al., (2009)
Papa blanca 2 16.8+1.1° Lamadrid et al., (2009)
Papa jardinera 26.27 +0.24° Solarte-montufar et al., (2019)
Papa latina 25.97+0.24° Solarte-montdfar et al., (2019)
Papa Colombia 24.82+0.11° Solarte-montufar et al., (2019)
papa 21.0£0.0 Hernandez-Medina et al.,( 2008)

% El contenido de a-amilosa se determing empleando un kit enzimatico Megazyme. ® El contenido de a amilosa se
determiné de acuerdo con la metodologia ISO 6647-2 (2011), utilizando el método de colorimetria de yodo
estandarizado. Se leyd la absorbancia a 620 nm. Los datos se expresan como la media de las muestras por
triplicado + desviacion estandar.

5.6 Solubilidad de la a-amilosa

La a-amilosa que se obtuvo después del tratamiento del almidon formé una pelicula resistente
a la solubilidad. La a-amilosa es poco soluble debido a que posee enalces de hidrégeno,
formando una estructura compleja, que presenta una gran estabilidad a las mdltiples
interacciones que existen con sus dos polisacaridos constituyentes, su solubilidad depende de
la cantidad disponible de estos polimeros en el medio (J. Singh et al., 2007).

Solarte et al., (2019) reportd para tres variedades de papa el indice de solubilidad en agua
(ISA). Para la variedad de jardinera, latina y Colombia. Los valores mas altos de ISA los
obtuvieron a temperaturas de 70, 80, 90°C con solubilidades entre 1.6 a 3.92 g solubles/g de
muestra. Resaltando de esta manera que hay una solubilidad baja de la a-amilosa en agua. En

el presente trabajo, la a-amilosa se calentd a 80°C por 1 h para lograr una mayor solubilidad.

5.7 Reaccion enzimatica de la a-amilosa y a-amilasa

La reaccion de la a-amilosa y la a-amilasa tuvo como finalidad identificar las concentraciones

adecuadas de sustrato y enzima a emplear en la prueba de inhibicion enzimatica. La
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concentracion de disolucion de a-amilosa fue de 500 pg/mL y para la disolucion de a-amilasa
de 400 pg/mL
Los resultados obtenidos durante las reacciones enzimaticas para la a-amilosa de papa y para
la a-amilasa a diferentes concentraciones se calcularon a partir de una curva de calibracién
con un coeficiente de determinacion R? de 0.9943 para la a-amilosa de papa la cual se ajusto a
una regresion lineal, Figura 10.
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Figura 10. curva de calibracion de a-amilosa.

Para la a-amilasa con un coeficiente de determinacion R2 de 0.9475 que se ajustd a una curva
polinémica de segundo orden. La cual permitié relacionar la absorbancia con la concentracion

de los estandares, Figura 11.
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Figura 11. curva de calibracion de a-amilasa.

5.8 Inhibicion de a-amilasa

La a-amilasa es una enzima digestiva clave involucrada en el metabolismo de carbohidratos y
lipidos, que los convierten en objetivos importantes para el control terapéutico de diabetes y
obesidad. La a-amilasa y la a-glucosidasa catalizan la hidrélisis de carbohidratos en azlcares
simples, por lo que su inhibicion retarda la digestion del almidén y los oligosacaridos que
contribuyen a la reduccion del aumento posprandial de los niveles de glucosa plasmatica,
(Kocak et al., 2016).

Generalmente, la actividad antidiabética in vitro para la enzima a-amilasa es expresada como
porcentaje de inhibicion. El método para llevar a cabo estas pruebas de inhibicion de la enzima
a-amilasa no estan bien establecidas debido a que existen ciertas diferencias durante el
procedimiento, tal como el tipo de disolucion amortiguadora, el pH de la disolucion
amortiguadora, las cantidades y tipos de reactivos, el origen de la enzima, los tiempos entre
cada reaccion, el orden de los reactivos, la temperatura y la longitud de onda utilizada para la

determinacion de la absorbancia.
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Para este estudio se llevaron a cabo diversos experimentos para encontrar las condiciones
(concentracion de enzima, sustrato e inhibidor) de reaccion. Adicionalmente, la acarbosa pura
se utilizé como control positivo.

El porcentajes maximo de inhibicién experimental de a-amilasa fue de 43% para el extracto
fresco y para el extracto seco del 30 %. El porcentaje de inhibicion con respecto a la
concentracion del extracto fue no lineal. Por lo que los valores de la absorbancia se ajustaron a
una regresion logaritmica para la muestra seca y para la muestra fresca se ajustd a una
regresion exponencial. Con un coeficiente de determinacion R2 de 0.9845 para la muestra
fresca y para la deshidratada R? de 0.9881.

Santos (2019) reportd para el mismo espécimen en estado deshidratado un porcentaje de
inhibicién del 98.6%. Comparado con los resultados obtenidos en el presente estudio es un
porcentaje de inhibicion alto. Cabe resaltar que con el método empleado en el presente estudio
no se midi azucar si no el consumo de a-amilosa después de la reaccion enzimética y con ello
la actividad de la a-amilasa en la mezcla de reaccion. En comparacion con el estudio realizado
por Santos donde midio el consumo de azlcar en la mezcla de reaccion.

En la Figura 12 se observa la tendencia de las absorbancias a diferentes concentraciones de los
extractos de S.amarissima en fresco y seco del presente estudio. Como se puede observar la
hoja en fresco mostro mayor porcentaje de inhibicién que en la hoja deshidratada en polvo.

El comportamiento experimental que presentan los extractos, asi como el control positivo
(acarbosa) al incrementar la concentracion provoca una disminucion en la inhibicion.
Provocando que no sea posible predecir si al aumentar la concentracion exista un mayor
porcentaje de inhibicion.

Como se puede observar en la Figura 13, la acarbosa tuvo un maximo porcentaje de inhibicién
de 9 % y los valores de absorbancia se ajustaron a una regresion polindmica de segundo orden,

con un coeficiente de determinacion R2 de 0.9622
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Cabe sefialar que se ha reportado para la acarbosa a concentraciones de 1.9 + 0.5 ug/mL de
muestra, un porcentaje de inhibicion del 50% de la actividad de a-amilasa pancreética
(Mendoza et al., 2015).

Los resultados obtenidos tanto para los extractos de S. amarissima y el control positivo
(acarbosa) no fueron comparados con otros reportes, ya que esta técnica empleada en para
medir la actividad antidiabética es un nuevo método que mide el consumo de a-amilosa
después de la reaccion enzimatica y con ello la actividad de la a-amilasa en la mezcla de
reaccion. Es por ello que la capacidad de inhibir la a-amilasa depende de diversos factores y

del método de inhibicién in vitro empleado.

5.9 Analisis estadistico

Los resultados de la prueba F para varianzas de dos muestras de fenoles totales mostraron
varianzas desiguales (p = 0.0037). Por lo que se aplic6 la Prueba t para dos muestras,
suponiendo varianzas desiguales y el resultado mostré que existe diferencia significativa
estadisticamente en el contenido de fenoles totales de las muestras frescas y secas (p =
0.0002).
Mientras que para flavonoides totales se determind que los valores tienen varianzas iguales (p
= 0.367). Por lo que se aplicé la Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales. El
resultado de la prueba mostrd la existencia de una diferencia significativa estadisticamente
entre el contenido de flavonoides totales de los extractos secos como frescos (p = 0.003).
El contenido de compuestos fendlicos se encuentra presente en mayor cantidad en los
extractos frescos.
De acuerdo con el analisis comparativo de pares de medias de t de Student para medias de dos
muestras emparejadas. Los resultados de la prueba mostraron una diferencia significativa entre
la muestra fresca a partir de una concentracion de 5 pg/mL a 40 pg/mL a las mismas
concentraciones de la muestra seca, empleando los valores predichos por los modelos de
regresion correspondientes.
Mientras que a concentraciones de la muestra fresca mostraron una diferencia significativa a
partir de 10 a 250 pg/ mL. Por lo anterior se rechaza la hipétesis nula, la cual afirma que las
dos muestras son iguales a las mismas concentraciones a un nivel de significancia de o =
0.005.
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Consecuentemente, el porcentaje de inhibicion enzimatica de la o-amilasa es mayor en
presencia de los extractos frescos debido a que contienen mayor cantidad de compuestos

fendlicos.

58



6. CONCLUSIONES

La hoja de Salvia amarissima en estado fresco y seco, tiene una cantidad alta de fenoles
totales, asi como también de flavonoides en comparacion con lo reportado por Santos (2019)
para el mismo espécimen.

Los extractos deshidratados mostraron la menor cantidad de compuestos fenolicos debido al
proceso de secado. Mientras que el contenido de flavonoides, la muestra seca mostro tener un
contenido mayor que la muestra fresca, esto posiblemente se debio a que la muestra fresca,
durante su almacenamiento previo a su analisis, se degrado parcialmente.

La extraccion de los compuestos bioactivos asistida por ultrasonido, asi como el tiempo de
extraccion fue fundamental para obtener extractos ricos en compuestos. La evaluacion
antidiabética a través de la inhibicion de la a-amilasa fue mayor en presencia de los extractos
frescos gque en los secos. Ambos extractos de S. amarissima presentaron un mayor porcentaje
de inhibicion que la acarbosa, empleada como control positivo.

El analisis comparativo de pares de media t de Student permitié evaluar la diferencia

significativa en las medias de los resultados.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar una investigacion mas sobre la caracterizacion de compuestos fendlicos que
se encuentran en el espécimen de Salvia amarissima.
Evaluar otro método de inhibicion de a-amilasa, como la inhibicion de la a-amilasa por

difusion de la glucosa.
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8. APENDICES

Apéndice 1. Determinacion de humedad
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Apéndice 2. Deshidratacion de las hojas de S. amarissima

Temperatura:
50°C Corriente de
aire: 1.2 m/s
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Graficas de Perdida de humedad y razén de humedad en funcién del tiempo de secado.
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Grafica 1. Perdida de humedad con respecto al tiempo del lote 1 de hojas de S. amarissima a
una temperatura de 50°C con una corriente de aire continto de 1.2 m/s.
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Grafica 2. Perdida de humedad con respecto al tiempo del lote 2 de hojas de S. amarissima a
una temperatura de 50°C con una corriente de aire continto de 1.2 m/s.
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Grafica 3. Perdida de humedad con respecto al tiempo del lote 3 de hojas de S. amarissima a
una temperatura de 50°C con una corriente de aire continto de 1.2 m/s.
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Grafica 4. Razon de humedad en funcion del tiempo de secado del lote 1 de hojas de S.
amarissima a una temperatura de 50°C con una corriente de aire continto de 1.2 m/s.
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Grafica 5. Razon de humedad en funcién del tiempo de secado del lote 2 de hojas de S.
amarissima a una temperatura de 50°C con una corriente de aire continto de 1.2 m/s.
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Grafica 6. Razon de humedad en funcion del tiempo de secado del lote 3 de hojas de S.
amarissima a una temperatura de 50°C con una corriente de aire continto de 1.2 m/s.
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Apeéndice 3. Molienda de las hojas

Moler las hojas en un molino
para café

~N

1l

(&

Tamizar el polvo obtenido

J

11

-20°C [ Pesar la muestra y almacenar }
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Apéndice 4. Obtencion de los extractos.

N 4
Pesar 50 mg de hoja fresca en 5o < Pesar 20 mg de polvo de hoja
un tubo eppendorf ) ﬂ L deshidratada en un tubo
Agregar 1 mL de EtOH al 70%
40 min iL
a3z0w | Sonicar
_ Ll i
igorglrnp?n Centrifugar
il
Decantar el sobre nadante, y
recibir en viales ambar
JL
[ Almacenar a -18°C ]




Reactivo de Folin-ciocalteu 0.1 M

Medir 0.5 mL del reactivo de
Folin-ciocalteu en un matraz
volumétrico de 10 mL

1l

Aforar con agua destilada

Na,CO; al 0.5% (p/v)

4 N
Pesar 50 mg de Na,CO; en un
matraz volumétrico de 10 mL

- J

1l

4 N
Aforar con agua destilada

EtOH al 90%

e ™
Medir 90 mL de EtOH destilado
en un matraz volumétrico de 100

mL
N J

iy

4 N
Aforar con agua destilada

Apeéndice 5. Preparacion de soluciones para fenoles totales y cuantificacion de fenoles totales
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Disolucién de &cido géalico

Pesar 10 mg de acido galico en
un matraz volumétrico de 10 mL

- J

1l

Aforar con EtOH al 90%

Iy

Tomar 1 mL y verter en un
matraz volumétrico de 10 mL

il

4 I
Aforar con EtOH al 90%, para
obtener una disolucion de 100

ppm

A partir de la disolucion de 100 pg/mLde acido galico se prepararon los estandares para la

curva de calibracion.

Concentraciénde  Volumen de EtOH  Volumen de disolucion de &cido Volumen total

Acido gélico acuoso al 90% galico 100 pg/mL(m/L) (m/L)
(ug/mL) (m/L)
25 7.5 2.5 10
20 8 2 10
15 8.5 15 10
10 9 1 10
5 9.5 0.5 10
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Cuantificacion de fenoles totales

En una microplaca agregar 40 pL de
extracto o de STD de &cido galico de
5, 10, 15, 20, 25 ppm + 40 pL de
reactivo de folin-ciocalteu al 0.1 M
. 11 .
min a .
temperatura [ Dejar reposar la placa
ambiente J
iyt
( ] ] )
1.5 min Agitar en el lector de microplacas
- J
( ¢L 7\
Adicionar 40 pL de Na,COs al 0.5%
- J
JL
( | )
30 min, Dejar reposar erll el lector de
40°C 8 microplaca )
il
( ] )
2.5 min Agitar en el lector de microplacas
- J
iyt
Medir absorbancia en el lector de
microplacas a una longitud de onda de
750 nm
o J

El blanco de los estandares se prepard con el estandar de 25 pg/mLy se les adiciond agua

destilada en lugar del reactivo de folin-ciocalteu
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Célculos de cuantificacion de fenoles totales en muestra se S.amarissima fresca

Concentracién ABS Desv.
de AG. ug/ml ABSRi ABSR, ABSRs  promedio Estd. CV.
BLK 0.042 0.043 0.045 0.043 0.002 3.525
5 0.070 0.070 0.070 0.070 0.000 0.000
10 0.097 0.096 0.099 0.097 0.002 1.569
15 0.126 0.126 0.125 0.126 0.001 0.459
20 0.156 0.157 0.156 0.156 0.001 0.369
25 0.190 0.195 0.191 0.192 0.003 1.378

ABS R;- ABSR,- ABS Rs-

Concentracién ABS Desv.

de AG. pg/ml E_IFS Ig_Ilig E_IFS Promedio Estd. Vv
5 0.027 0.027 0.027 0.027 0.000 0.000
10 0.054 0.053 0.056 0.054 0.002 2.829
15 0.083 0.083 0.082 0.082 0.001 0.701
20 0.113 0.114 0.113 0.113 0.001 0.511
25 0.147 0.152 0.148 0.149 0.003 1.780

ABSORBANCIA DE LA MUESTRA
SPLC; SPLC, SPLC; Promedio Desv. Estd. CVv

Ctrl BLK 0.0400 0.0400 0.0420 0.0407
muestra 0.1490 0.1470 0.1490 0.1483 0.00 0.7784

Datos generales de la muestra fresca de S. amarissima

Datos Réplica; Réplica, Réplicas
ABS Ajustada 0.1083 0.1063 0.1083
Factor de dilucion 6 6 6
volumen de extraccion mL 1 1 1
Masa en polvo (Q) 0.05 0.05 0.05
% de humedad 95.12 95.12 95.12
% de masa seca en muestra 4.88 4.88 4.88
% de muestra 100 100 100

Ecuacion general de regresion lineal

Y=Ax +B
Y= absorbancia A= 0.00601
X= concentracion de A. Gélico (ug/mL) B= -0.00590
A= Pendiente

B= Intercepto
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Datos para calcular fenoles totales en la muestra fresca de S. amarissima

ug EAG/g de
Factor de muestra
dilucion (vol. De Mg Mg
Concentracion  (FD)(ug EAG/ extraccion/ EAG/ EAG/100
de FT en la mL de masa de la Mg EAG/g g de g de masa
muestra diluida muestra muestra masa muestra masa seca de Desv.
Muestra pg/mL concentrada  utilizada) (1mg/1000ug)  seca muestra  Promedio  Estd. C.V.
SPL1 19.017 114.1 2282.004 2.282 46.762  4676.238
SPL2 18.684 112.103 2242.051 2.242 45,944  4594.367
SPL3 19.017 114.1 2282.004 2.282 46.762 4676.238 4648.948 47269 1017
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Célculos de cuantificacion de fenoles totales en muestra se S.amarissima seca.

Concentracién ABS Desv.
de AG. ug/ml ABSRi ABSR, ABSRs  promedio Estd. CV.
BLK 0.042 0.043 0.045 0.043 0.002 3.525

5 0.070 0.070 0.070 0.070 0.000 0.000
10 0.097 0.096 0.099 0.097 0.002 1.569
15 0.126 0.126 0.125 0.126 0.001 0.459
20 0.156 0.157 0.156 0.156 0.001 0.369
25 0.190 0.195 0.191 0.192 0.003 1.378

Concentracion ~'B> Ri ABS Rp- ABS Rs- ABS Desv.

de AG. pg/ml BLK BLK BLK Promedio Estd. Vv

STD STD STD

5 0.027 0.027 0.027 0.027 0.000 0.000
10 0.054 0.053 0.056 0.054 0.002 2.829
15 0.083 0.083 0.082 0.082 0.001 0.701
20 0.113 0.114 0.113 0.113 0.001 0.511
25 0.147 0.152 0.148 0.149 0.003 1.780

ABSORBANCIA DE LA MUESTRA

SPLC, SPLC, SPLC; Promedio Desv. Estd. CV
Ctrl BLK 0.0400 0.0410 0.0410 0.0407 0 0
muestra 0.1600 0.1600 0.1600 0.1600

Datos generales de la muestra seca de S. amarissima

Datos Réplica; Réplica, Réplicas

ABS Ajustada 0.1193 0.1193 0.1193
Factor de dilucion 26 26 26
volumen de extraccion mL 1 1 1
Masa en polvo (g) 0.02 0.02 0.02

% de humedad 9.97 9.97 9.97

% de masa seca en muestra

90.03  90.03  90.03

% de muestra 100 100 100
Formula de aplicacion
Y=Ax +B
Y= absorbancia A= 0.00601
X= concentracion de A. Gélico (ug/mL) B= -0.00590

A= Pendiente
B= Intercepto
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Datos para calcular fenoles totales en la muestra seca de S. amarissima

ug EAG/g de Mg
Concentracion Fa!cto_r,de muestra (vol. Mg EAG/10
dilucion - Mg EAG/g masa EAG/ .
Muestr deFTenla De extraccion/ 0gde Promedi Desv.
o (FD)(ug EAG/ muestra g de C.V.
a muestra diluida masa de la masa 0 Std.
mL de muestra (Img/1000nug)  masa
pg/mL muestra seca de
concentrada . seca
utilizada) muestra
SPL1 20.848 542.045 27102.270 27.102 30.104 3010.360
SPL2 20.848 542.045 27102.270 27.102 30.104 3010.360 3010.360 0 0
SPL3 20.848 542.045 27102.270 27.102 30.104 3010.360
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Curva de calibracion de acido galico para extractos de S. amarissima fresca y seca.
0.160
0140
0.120
0.100

0.080 +

0.060 +

Absorbancia 750 nm

y = (0.006007+0.000115)X -(0.0059+0.0016)

0.040 R2=0.997

0.020 +

0,000”1111;1111;1111;1111;1111;

Concentracién de &cido galico pg/mL
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Apéndice 6. Preparacion de soluciones para flavonoides totales y cuantificacion de

flavonoides

NaNO; al 1.5% (P/V)

-
Pesar 375 mg de NaNO; en un
matraz volumétrico de 25 mL

1l

Aforar con agua destilada

iy

Almacenar en vial &mbar

AICI5 al 3% (P/V)

Pesar 300 mg de AICI; en un
matraz volumétrico de 10 mL

iy

Aforar con agua destilada

1l

Almacenar en vial &mbar

NaOH 1M

~
Pesar 400 mg de NaOH en un
matraz volumétrico de 10 mL

1l

Aforar con agua destilada
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Rutina 1000 ug/mL

Pesar 10 mg de rutina en un
matraz volumétrico de 10 mL

~

1l

Aforar con EtOH al 90%

A partir de la disolucion de 1000 pg/mL de rutina se prepararon los estandares de 50, 100,

150, 200, 250 pg/mL

Concentracién de Volumen de EtOH Volumen de disolucién Volumen total
rutina (pg/mL) acuoso al 90% (m/L) de rutina 1000 (m/L)
pg/mL(m/L)
250 75 25 10
200 8 2 10
150 8.5 15 10
100 9 1 10
50 9.5 0.5 10
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Cuantificacion de Flavoniodes totales

En un frasco &mbar agregar 1 mL de
extracto o de estandar de rutina de 50,

100, 150, 200, 250 pg/mL + 1 mL de

NaNO; al 1.5% )
I .
5 min [ Agitar en vortex
J
4L
( | )
Medir 50 pL y transferir a una
microplaca
- J
( ¢L 7\
Adicionar 50 uL de AICI; al 3%
- J
Ll
( )
1 min Agitar en el lector de microplacas
- J
iyt
( )
Adicionar 50 uL deNaOH 1M
- J
iyt
(" ] . )
1 min Agitar en el lector de microplacas
- J
iyt

Medir absorbancia en el lector de
microplacas a una longitud de onda de
490 nm

Para el blanco de los estandares se utilizo el estandar de 250ug/mL. Al blanco de los

estandares y de la muestra se le agrego 50 puL de agua destilada en lugar de 50 uL de AICl; al
3%
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Célculos para cuantificacion de flavonoides totales en la muestra fresca de S. amarissima

fresca.
Concentracion ABS Des.
de Rutina. pg/ml ABS R1 ABS R2 ABS R3 Promedio Estd.  cv.
BLK 0.075 0.076 0.073 0.075 0.002 2.046
50 0.078 0.078 0.078 0.078 0.000 0.000
100 0.101 0.101 0.101 0.101 0.000 0.000
150 0.132 0.133 0.133 0.133 0.001 0.435
200 0.15 0.151 0.151 0.151 0.001 0.383
250 0.18 0.183 0.18 0.181 0.002 0.957
Conce_ntracién ABSR1- ABSR2- ABSRS3- ABS  Des. Estd CV
de Rutinapg/ml BLKSTD BLKSTD BLKSTD Promedio
50 0.003 0.003 0.003 0.003 0.000 0.000
100 0.026 0.026 0.026 0.026 0.000 0.000
150 0.057 0.058 0.058 0.058 0.001 1.001
200 0.075 0.076 0.076 0.076 0.001 0.763
250 0.105 0.108 0.105 0.106 0.002 1.634

ABSORBANCIA DE LA MUESTRA

SPLC1 SPLC2 SPLC3 promedio  Des. Estdndar C.V.
Ctrl BLK 0.079 0.079 0.079 0.07900
muestra 0.121 0.119 0.121 0.12033 0.0011547 0.959584935

Datos generales de la muestra fresca de S. amarissima

Datos Réplical Réplica2 Réplica3

ABS Ajustada 0.042 0.04 0.042
Factor de dilucion 2 2 2
volumen de extraccion mL 1 1 1
Masa en polvo (g) 0.05 0.05 0.05

% de humedad 95.12 95.12 95.12

% de masa seca en muestra 4.88 4.88 4.88
% de muestra 100 100 100
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Ecuacion general de regresion lineal
Y=Ax +B
Y= absorbancia
X= concentracion de Rutina (ug/mL)
A= Pendiente 0.00050
B= Intercepto -0.02303

Datos para calcular flavonoides totales en la muestra fresca de S. amarissima

ug rutina/g de

.. Factor de Mg
concentracio dilucion muestra (vol. rutina/ Mg
ndeFTenla De g Mg rutina/ rutina/100
(FD)(ug . masa . Desv.
muestra muestra : extraccion/ gdemasa gdemasa promedio . C.V.
o rutina/ mL muestra Estandar
diluida masa de la seca seca de
de muestra (Img/1000p
pg/mL muestra muestra
concentrada . 0)
utilizada)
SPL1 130.0667 260.1333 5202.6667 5.2027 106.6120 10661.2022
SPL2 126.0667 252.1333 5042.6667 5.0427 103.3333 10333.3333 10551.9126 189.2951  0.0179
SPL3 130.0667 260.1333 5202.6667 5.2027 106.6120 10661.2022
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Calculos para cuantificacion de flavonoides totales en la muestra fresca de S. amarissima seca

Concentracion de ABS

Des.

rutina. ug/ml ABS Ry ABSR,  ABSRs Promedio Estd V'
BLK 0.075 0.076 0.073 0.075 0.002 2.046
50 0.078 0.078 0.078 0.078 0.000 0.000
100 0.101 0.101 0.101 0.101 0.000 0.000
150 0.132 0.133 0.133 0.133 0.001 0.435
200 0.15 0.151 0.151 0.151 0.001 0.383
250 0.18 0.183 0.18 0.181 0.002 0.957
Concentracion de  ABSR;-  ABSR,- AEEE‘T ABS Des. .,
rutina pug/ml BLKSTD BLKSTD STD Promedio Estd '
50 0.003 0.003 0.003 0.003 0.000 0.000
100 0.026 0.026 0.026 0.026 0.000 0.000
150 0.057 0.058 0.058 0.058 0.001 1.001
200 0.075 0.076 0.076 0.076 0.001 0.763
250 0.105 0.108 0.105 0.106 0.002 1.634
ABSORBANCIA DE LA MUESTRA
SPLC1 SPLC2 SPLC3 promedio Des. Estdndar C.V.
Ctrl BLK 0.081  0.082 0.08 0.08100
muestra 0.137 0.136 0.138 0.13700 0.001 0.72992701
Datos generales de la muestra seca de S. amarissima
Datos Réplical Réplica2 Réplica3
ABS Ajustada 0.056 0.055 0.057
Factor de dilucion 13 13 13
volumen de extraccion mL 1 1 1
Masa en polvo (g) 0.02 0.02 0.02
% de humedad 9.97 9.97 9.97
% de masa seca en muestra 90.03 90.03 90.03
% de muestra 100 100 100
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Ecuacion general de regresion lineal
Y=Ax +B
Y= absorbancia
X= concentracién de rutina (ug/mL)
A= Pendiente 0.00050
B= Intercepto -0.02303

Datos para calcular flavonoides totales en la muestra seca de S. amarissima

concentracion Hg rutina/g
de FTenla Fe}cto_rlde de muestra . Mg
dilucion Mg rutina/g . .
muestra (vol. De Mg rutina/ rutina/100
. (FD)(ug 9 masa . Desv.
muestra diluida (ug de . extraccion/ gdemasa gdemasa promedio . C.V.
A rutina/ mL muestra Estandar
flavonoides/m masa de la seca seca de
de muestra (Img/1000uQ)
L muestra muestra muestra
o concentrada oo
diluida utilizada)
SPL1 158.0667 2054.8667 102743.3333  102.7433 114.1213 11412.1219
SPL2 156.0667 2028.8667 101443.3333  101.4433 112.6773 11267.7256 114121218 144.3964 1.2653
SPL3 160.0667 2080.8667 104043.3333  104.0433 115.5652 11556.5182
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Curva de calibracién de rutina para extractos de S. amarissima fresca y seca

0.12

01

Y =(0.00050+0.0000)X -(0.02303+0.000666)
Rz =0.9947

0.08

0.06

0.04

Absorbancia a 490 nm

0.02

0+ + ¥
0 50 100 150 200 250 300

concentracion de rutina pg/mL
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papa

NaOH 1N

Pesar 1 g de NaOH en un matraz
volumeétrico de 25 mL

iy

Aforar con agua tipo 1

Acido acético 1 N

transferir a un matraz
volumétrico de 10 mL

4 . L o )
Medir 577 uL de acido acético y

- J
1!
4 N
Aforar con agua tipo 1
\§ J
Disolucién de yodo
Pesar 20 mg de I,y 0.2 g de
yoduro de potasio en un matraz
volumétrico de 10 mL
/
I .
[ Aforar con agua tipol
/

Apéndice 7. Preparacion de soluciones para determinacion del % de amilosa en la fécula de
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Determinacion del porcentaje de a-amilosa en fécula de papa a partir del valor azul

En un vial de 4 mL se mezcld 25 mg de fécula
de papa + 250 pL de EtOH al 95% y 2.25 mL
de NaOH 1N.

iy

\ }

P
10 min Calentamiento en un bafio de agua hirviendo ]
~

il

La mezcla se transfirid a un matraz volumétrico
de 25 mL mediante varios lavados con agua tipo
1

J

g
[ 1.25 mL de esta disolucion se transfirid a un

matraz volumétrico de 25 mL y se mezcl6 con
250 pL de acido acético 1 N y 500 pL de la
disolucion de Yodo.

/
: , {1 .
Se tomé una alicuota de esta mezcla y se
transfirié a una celda de polietileno de 1 cm
J/

U

La absorbancia se midié a 680 nm en un
espectrofotometro Hach

~N

Calculos para determinar el porcentaje de la a-amilosa presente en la muestra.

Determinacion del % de a-amilosa en fécula de papa a partir del valor azul.

Blk r I, s Promedio Des. Std. Cv
0 0.367 0.368 0.365 0.367 0.002 0.417
%amilosa= 56.203 (absorbancia promedio) + 5.0051
25.632 25.688 25.519 25.613 0.086 0.003
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Preparacion de soluciones para el pretratamiento del almidon

Glicerol al 70%

Medir 70 mL de glicerol y
transferir a un matraz
volumétrico de 100 mL

iy

Aforar con agua tipo 1

Pretratamiento del almidon

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL provisto de
un termometro se mezclaron 5 g de fécula de
papa y 95 mL de glicerol al 70 %.

iy

50°C

Calentamiento

1h.

U

Vs

La mezcla se filtrd a través de un papel filtro
whatman #5

J

Se lavé con 50 mL EtOH absoluto.

!

Secado en estufa

iy

[
A
|

Pesado y almacenado del almidon desengrasado
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Preparacion de soluciones para la separacion de a-amilosa y a-amilopectina

Disolucion buffer de fosfatos a un pH de 6.15.

Pesar 1.2477 g de NaH,PO, y 0.3430 g
de Na,HPO,, y transferir a un matraz de
100 mL

1l

[ Aforar con agua tipo 1 }

Separacion de a-amilosa

En un matraz Erlenmeyer de 500 mL se colocé 2
g de almidon desengrasado y 100 mL de
disolucion buffer de fosfatos a un pH de 6.15.

200 rpm ﬁ
98°C Agitacion

15 min. @

Enfriamiento en bafio de hielo

4

Centrifugacion.

o

4500
rpm L

1h. i

p
Decantacion del sobre nadante (amilosa) }

{1

8°C Almacenado ]

\ J — —/ \ /
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8 h.

4500
rpm
10 min

40°C.

Obtencion de a-amilasa en polvo

mezclo con 120 mL de butan-1-ol.

J

N
[ 40 mL del sobrenadante contenido de amilosa se

( N\
Reposo

\\ ﬁ J
Centrifugacion ]

( - 7 Ve - - 7

La fraccién de solidos obtenidos se llevo a
sequedad en un rotavapor a vacio
_ lL Y,
Almacenado
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Apéndice 8. Preparacion de soluciones para reaccion enzimatica de a-amilosa

Disolucion amortiguadora de acetatos 0.1 M a pH 5

Pesar en un matraz volumétrico de 50 mL 85
mg de CH;COONa + 104 pL de CH;COOH +
10 mg de azida de sodio

1l

N
[ Aforar con agua tipo 1

J

Disolucion de triyoduro

-
Pesar en un matraz volumétrico de 50 mL
63.45 mg de I, y 41.5 mg de KI.

J

Aforar con agua tipo 1 ]

Disolucién de HCI 1.5 M

En un matraz Erlenmeyer de 10 mL se
midi6 1.47 mL de HCI

J

Aforar con agua tipol




Solubilidad de la a-amilosa

Pesar 10 mg de a-amilosa en un vaso de
precipitado de 15 mL y agregar 1 mL de
NaOH 1IN

~

J

Reposo

15h

8°C @

Transferir la mezcla a un volumétrico de 10
mL y se agregar7 mL de agua tipo 1 + 10

mg de azida de sodio + gotas de CH;COOH

L hasta obtener un pH de 5.0

iy

-

Terminar de aforar con agua tipo 1

.

A partir de la disolucion se prepararon los estandares de 100, 200, 300, 400, 500 ug/mL para

construir la curva de calibracion

vol. de disolucién de amilosa vol. de disolucion amortiguadora de

disolucién estandar 1000 pg/ml acetato 0.1m
pg/mL (nL) (nL)
100 50 450
200 100 400
300 150 350
400 200 300
500 250 250
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Reaccién enzimética de la a-amilosa

En una microplaca de 96 pozos se
colocaron 30 uL de EtOH al 70%, 30 pL del
estandar correspondiente, 30 uL de buffer

de acetatos 0.1 M a pH 5, 10 uL de HCI 1.5 BLK
M, y 50 uL de triyoduro
/30 uL de EtOH al\
- ﬂ 70%, 60 pL de
o Reposar buffer de
3 C <: acetatos 0.1 M a
> min ﬁ pH 5, 10 uL de
Agitacion ] HCIdl.S 'M,(;/ 50 pL
~ k e triyoduro /

Lectura a 595 nm

Célculos de la reaccién enzimatica de a-amilosa

DES.
CONCENTRACION ABS PROMEDIO STD Cv
BLK 0.046 0.045 0.046 0.046 0.001 1.264
100 0.093 0.095 0.093 0.094 0.001 1.233
200 0.148 0.148 0.149 0.148 0.001 0.389
300 0.246 0.246 0.245 0.246 0.001 0.235
400 0.309 0.307 0.307 0.308 0.001 0.375
500 0.387 0.387 0.386 0.387 0.001 0.149
DES.
CONCENTRACION ABS AJUSTADAS PROMEDIO STD CcVv
100 0.047 0.049 0.047 0.048 0.001 2.422
200 0.102 0.102 0.103 0.102 0.001 0.564
300 0.200 0.200 0.199 0.200 0.001 0.289
400 0.263 0.261 0.261 0.262 0.001 0.441
500 0.341 0.341 0.340 0.341 0.001 0.169
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Apeéndice 9. Preparacion de soluciones para reaccion enzimatica de a- amilasa

Disolucion de a- amilasa 1000 ppm.

En un matraz volumétrico de 10 mL se
pes6 10 mg de o- amilasa

1l

[ Aforar con disolucion amortiguadora de }

acetato 0.1M.

A partir de esta solucion se prepararon estandares de 100, 200, 300, 400, 500 pug/mLpara
construir la curva de calibracion

vol. de disolucion de a- vol. De disolucién amortiguadora
disolucion estandar amilasa 1000 pg/ml de acetato 0.1m
Hg/mL (nL) (mL)
100 100 900
200 200 800
300 300 700
400 400 600
500 500 500
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Reaccion enzimatica de la a-amilasa

1° grupo de reaccion (enzima
[ hidrolizada) }
U
/En una microplaca de 96 pozos\
se colocaron 30 uL de EtOH al
70%, 30 uL de amilosa de
500ug/mL, 10 pL de HCI 1.5 M,

y 30 uL del estandar
kcorrespondiente de a-amilasa/

Il

2° grupo de reaccion (enzima
activa)

|

1

{1

-

En una microplaca de 96 pozos
se colocaron 30 uL de EtOH al
70%, 30 pL de amilosa de
500ug/mL, y 30 pL del estandar
correspondiente de a-amilasa

J

1l

-~

.

Reposar 37°C 30 min

(1°grupo) p 4 . (2°grupo) 10
50 pL de Adicionar a cada grupo de = de HCI 1.5
triyoduro reaccion M, y 50 pL de
- J
ﬂ trivoduro
Agitacion
I \
[ Lectura a 595 nm
J
Célculos para la reaccion enzimatica de a-amilasa
) ABS ENZIMA DES.
CONCENTRACION HIDROLIZADA PROMEDIO STD Cv
500 0.373 0.371 0.370 0.371 0.002 0.411
400 0.377 0.374 0.380 0.377 0.003 0.796
300 0.386 0.374 0.385 0.382 0.007 1.745
200 0.388 0.369 0.356 0.371 0.016 4.338
100 0.388 0.397 0.392 0.392 0.005 1.149
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DES.

CONCENTRACION  ABSENZIMA ACTIVA  PROMEDIO STD CV
500 0.129  0.126 0.126 0.127 0.002  1.364
400 0.128  0.129 0.127 0.128 0.001  0.781
300 0.148  0.147 0.148 0.148 0.001  0.391
200 0.153  0.143 0.143 0.146 0.006  3.945
100 0.168 0.171 0.174 0.171 0.003  1.754

ABS AJUSTADA DES.

CONCENTRACION (HIDROLIZADA -ACTIVA) PROMEDIO  STD cVv
500 0.244  0.245 0.244 0.244 0.001  0.236
400 0.249  0.245 0.253 0.249 0.004  1.606
300 0.238  0.227 0.237 0.234 0.006  2.599
200 0235  0.226 0.213 0.225 0.011  4.923
100 0.220 0.226 0.218 0.221 0.004  1.881
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Apeéndice 10. Lavado de extractos de S. amarissima

~

Pesar 13.2 mg de
extracto seco de S.
amarissima fresca y
solubilizar en 5 mL
de agua tipo 1

J

Lavado de extractos de S. amarissima

aguatipo 1

L /Pesar 48.8 mg de\

' N
Pasar el extracto extracto seco de
S. amarissima

correspondiente en el cartucho
seca Yy solubilizar

J
11 en 5 mL de agua
4 tipo 1
Pasar 5 mL de etanol al 50% por ] \ /

N
[ Acondicionar cartucho con 5 mL

el cartucho

iy

Pasar 5 mL de etanol destilado
por el cartucho

iy

Todas las fracciones se recibieron
en viales ambar

iy

[ Almacenar a -20°C }

A partir de la fraccidn obtenida de etanol al 50% se realizaron las disoluciones de los extractos

correspondientes.

VOL. SOL.50 mg/mL  VOL. DISOL. VOL.TOTAL

CONCENTRACION (mL) 70% (mL) (mL)
1000 pg/ ml 602 398 1mL

500 pg/ ml 1510 3490 5ml

250 pg/ ml 500 500 1ml

100 pg/ ml 1000 4000 5ml

50 pg/ ml 500 500 1ml

10 pg/ ml 100 900 1mL
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VOL. SOL. 20 VOL DISOL. VOL TOTAL
CONCENTRACION MG/ML (mL) 70% (mL) (mL)
1000 pg/ ml 1807.2 1192.8 3mL
400 pg/ ml 400 600 1 mL
200 pg/ ml 600 2400 3ml
40 pg/ ml 200 800 1ml
20 pg/ ml 100 900 1ml
5 ng/ ml 25 975 1mL
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Apéndice 11. Inhibicion de a-amilasa

Disolucién de acarbosa 1000 pg/mL

Pesar 10 mg de acarbosa pura en
un matraz volumétrico de 10
mL.

- J

1l

N
Aforar con disolucion de buffer
de fosfatos ph 5

Vs

A partir de la disolucion de acarbosa 1000 pg/mL se prepararon los estandares para la curva de

calibracion.
CANTIDAD DE VOL.
CANTIDAD DE BUFFER ACARBOSA 1000 TOTAL
CONCENTRACION DE ACETATOS PH 5 (mL) ug/mL (mL)
75 ug/ mL 250 750 1mL
50 pg/ mL 500 500 1 mL
25 pg/ mL 750 250 1mL
10 ug/ mL 900 100 1mL
5 ug/ mL 950 50 1mL
1 ug/ mL 980 20 1mL
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Inhibicién de a-amilasa

1° grupo de reaccion (enzima
hidrolizada)

En una microplaca de 96 pozos\
se colocaron 30 uL de
extracto/acarbosa, 30 pL de a-
amilosa de 500ug/mL, 10 pL de
HCI 1.5 M, y 30 pL de a-amilasa

\ de 400 ug/mL /
1l

)

2° grupo de reaccion (enzima
activa)

/ En una microplaca de 96 pozos
se colocaron 30 pL de

extracto/acarcosa 30 pL de a-

amilosa de 500ug/mL, y 30 pL

de a-amilasa de 400 pg/mL

N

]!

[ Reposar 37°C 30 min ]

<

(2°grupo) 10

(1°grupo) -
50 uL de

triyoduro \_ reaccion

Adicionar a cada grupo de

uL de HCI 1.5
M, y 50 uL de

{1

triyoduro

-

Agitacion

U

Lectura a 595 nm
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Célculos para determinar el porcentaje de inhibicion de los extractos de s. amarissima en

extracto fresco

ENZIMA HIDROLIZADA

DES.

CONCENTRACION ABS PROMEDIO STD Cv
blk 0.363 0.363 0.361 0.362 0.001 0.319
1000 0.267 0.261 0.26 0.263 0.004 1.441
500 0294 0295 0.292 0.294 0.002 0.520
250 032 0325 0.316 0.320 0.005 1.408
100 0.32 0.32 0.32 0.320 0.000 0.000
50 034 0346 0.339 0.342 0.004 1.108
10 0372 0375 0.378 0.375 0.003 0.800

ENZIMA ACTIVA

CONCENTRACION ABS PROMEDIO DES. STD Cv
blk 0.160 0.158 0.153 0.157 0.004 2.297
1000 0.178 0.178 0.177 0.178 0.001 0.325
500 0.190 0.188 0.186 0.188 0.002 1.064
250 0.198 0.197 0.198 0.198 0.001 0.292
100 0.185 0.184 0.183 0.184 0.001 0.543
50 0.187 0.180 0.180 0.182 0.004 2.217
10 0.185 0.189 0.187 0.187 0.002 1.070

EXTRACTO FRESCO

%Aerel % de
Concentraciéon  %EA disol inhibicion

blk 56.670 100.000 0.000

1000 32.360 57.104 42.896

500 35.982 63.494 36.506

250 38.293 67.573 32.427

100 42.500 74.996 25.004

50 46.634 82.291 17.709

10 50.133 88.466 11.534
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Célculos para determinar el porcentaje de inhibicion de los extractos de s. amarissima en

extracto seco

ENZIMA HIDROLIZADA

CONCENTRACION ABS PROMEDIO DES. STD CV
EtOH 0.34 0.337 0.341 0.3393 0.0021 0.6135
1000 pg/ ml 0.308 0.309 0.307 0.3080 0.0010 0.3247
400 g/ ml 0.31 0.312 0.309 0.3103 0.0015 0.4922
200 pg/ ml 0.32 0.329 0.332 0.3270 0.0062 1.9098
40 pg/ ml 0.338 0.338 0.339 0.3383 0.0006 0.1706
20 pg/ ml 0.387 0.381 0.388 0.3853 0.0038 0.9825
5 ug/ ml 0.411 0.42 0.414 0.4150 0.0046 1.1042
ENZIMA ACTIVA
CONCENTRACION ABS PROMEDIO DES.STD CVv
EtOH 0.163 0.169 0.16 0.1640 0.0046 2.7943
1000 pg/ ml 0.198 0.195 0.198 0.1970 0.0018 0.8792
400 pug/ ml 0.192 0.193 0.188 0.1910 0.0027 1.3852
200 pg/ ml 0.198 0.192 0.197 0.1957 0.0032 1.6429
40 pg/ ml 0.192 0.199 0.19 0.1937 0.0048 2.4402
20 pg/ ml 0.217 0.218 0.215 0.2167 0.0015 0.7050
5 ug/ ml 0.224 0.226 0.221 0.2237 0.0025 1.1251
EXTRACTO SECO
Concentracion %EA YoAerel % de .
disol inhibicion
blk 51.67 100 0

1000 ug/ mL  36.039  69.748 30.252

400 pg/ mL 38.453  74.421 25.579

200 pug/ mL 40.163 77.73 22.270

40 pug/ mL 42.759  82.753 17.247

20pug/ mL 43772 84714  15.286

5 ug/ mL 46.104  89.229 10.771
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Célculos para determinar el porcentaje de inhibicion de la acabosa

ENZIMA HIDROLIZADA

CONCENTRACION ABS PROMEDIO DES. STD CcVv
buffer 0.578 0575 0.578 0.577 0.002 0.300
75 0529 0525 0.520 0.525 0.005 0.859
50 0,520 0.520 0.522 0.521 0.001 0.222
25 0529 0522 0.520 0.524 0.005 0.902
10 0.569 0575 0.570 0.571 0.003 0.563
5 0.577 0575 0.577 0.576 0.001 0.200
1 0.596 0.598 0.596 0.597 0.001 0.194
ENZIMA ACTIVA
CONCENTRACION ABS PROMEDIO DES. STD cVv

buffer 0.092 0.092 0.093 0.092 0.001 0.625
75 0.118 0.120 0.122 0.120 0.002 1.667
50 0.125 0.125 0.124 0.125 0.001 0.463
25 0.119 0.117 0.115 0.117 0.002 1.709
10 0.115 0.116 0.121 0.117 0.003 2.740
5 0.110 0.112 0.111 0.111 0.001 0.901
1 0.103 0.103 0.100 0.102 0.002 1.698

%Aerel % de % de

concentracion  %EA disol inhibicion inhibicién
buffer 83.998 100.000 0.000 0

75 77.128 91.822 8.178 8.1780

50 76.056 90.546 9.454 9.4542

25 77.658 92.452 7.548 7.5480

10 79.463 94.602 5.398 5.3983

5 80.740 96.122 3.878 3.8780

1 82.905 98.699 1.301 1.3009
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Apéndice 12. Analisis estadisticos

Analisis comparativo de pares de media t de Student, para los resultados obtenido de fenoles

totales en muestra fresca y seca.

Replica

Fenoles totales de muestra Fenoles totales de muestra

fresca seca
SPL1 4676.24 3010.36
SPL2 4594.37 3010.36
SPL3 4676.24 3010.36

Prueba F para varianzas de dos muestras del contenido de Fenoles totales de la muestra fresca

y seca.
Variable 1 Variable 2

Media 4648.947667 3012.026667
Varianza 2234.28688 8.333333336
Observaciones 3 3
Grados de libertad 2 2
F 268.1144256
P(F<=f) una cola 0.003715891
Valor critico para F (una cola) 19

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales para el contenido de Fenoles

totales de la muestra fresca y seca.

Variable 1 Variable 2
Media 4648.947667 3010.36
Varianza 2234.28688 0
Observaciones 3 3
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t 60.04278682
P(T<=t) una cola 0.000138633
Valor critico de t (una cola) 2.91998558
P(T<=t) dos colas 0.000277267
Valor critico de t (dos colas) 4.30265273
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Andlisis comparativo de pares de mediat de Student, para los resultados obtenidos de

flavonoides en muestra fresca y seca.

Flavonoides de muestra Flavonoides de muestra

Replica fresca fresca

SPL1 10661.2022 11412.1219
SPL2 10333.3333 11267.7256
SPL3 10661.2022 11556.5182

Prueba F para varianzas de dos muestras del contenido de Flavonoides de la muestra fresca y

seca.
Variable 1 Variable 2

Media 10551.91257 11412.1219
Varianza 35832.67186 20850.29145
Observaciones 3 3
Grados de libertad 2 2
F 1.718569352
P(F<=f) una cola 0.367840533
Valor critico para F (una cola) 19

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales del contenido de Flavonoides de la

muestra fresca y seca.
Variable 1 Variable 2
Media 10551.91257 11412.1219
Varianza 35832.67186 20850.29145
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 28341.48166
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -6.258042446
P(T<=t) una cola 0.001662767
Valor critico de t (una cola) 2.131846782
P(T<=t) dos colas 0.003325534
Valor critico de t (dos colas) 2.776445105
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Analisis comparativo de pares de mediat de Student, para los resultados del porcentaje de

inhibicion enzimatica de la a-amilasa a la misma concentracion utilizando la ecuacién de los

extractos secos.

ECUACION
y = 4.3109In(x) - 0.2482
Concentracién Muestra seca Muestra fresca
1000 pg/ ml 40.641 40.641
400 g/ ml 37.374 38.169
200 pg/ ml 34.902 35.698
40 pg/ ml 29.163 32.430
20 pg/ ml 26.691 29.958
5 ug/ ml 21.747 24.219

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas de los resultados

inhibicion enzimatica de la a-amilasa

del porcentaje de

Variable 1 Variable 2
Media 31.75296371 33.5193317
Varianza 50.59092633 35.4898301
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacidn de Pearson 0.992131838
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5
Estadistico t -3.058114454
P(T<=t) una cola 0.014081235
Valor critico de t (una cola) 2.015048372
P(T<=t) dos colas 0.028162471
Valor critico de t (dos colas) 2.570581835
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Analisis comparativo de pares de media t de Student, para los resultados del porcentaje de

inhibicion enzimatica de la a-amilasa a la misma concentracion utilizando la ecuacion de los

extractos frescos.

ECUACION
y = 5.9819x"%%%

Concentracion  Muestraseca  Muestra fresca

1000 pg/ ml 45.367 45.367

500 pg/ ml 34.676 37.021

250 pug/ ml 28.296 30.210

100 pg/ ml 17.649 23.091

50 pg/ ml 14.402 18.843

10 pg/ ml 9.591 11.753
Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
Variable 1 Variable 2

Media 24.99681619 27.71408748
Varianza 184.6177894 151.8615371
Observaciones 6 6
Coeficiente de correlacion de
Pearson 0.993504147
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 5
Estadistico t -3.426367205
P(T<=t) una cola 0.00935444
Valor critico de t (una cola) 2.015048372
P(T<=t) dos colas 0.01870888
Valor critico de t (dos colas) 2.570581835
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