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Resumen

En la antigiiedad, diversas especies de plantas fueron empleadas en la medicina tradicional debido
a sus propiedades, siendo aprovechadas en diversos procesos, ya sea en el ambito alimenticio o
farmacéutico. El proposito de este estudio fue la caracterizacién de los componentes bioactivos,
especificamente antioxidantes y polifenoles, presentes en el Clinopodium tomentosum en muestras
tanto secas como humedas. Se implementé un método de extraccion asistido por ultrasonido
para la obtencion de principios activos. Posteriormente, se realizé la identificacion y cuantificacion
de los compuestos obtenidos mediante los ensayos de capacidad antioxidante Ferric Reducing
Antioxidant Power y Folin-Ciocalteu. Como resultado de este proceso, se observd que la extraccion
en materia seca proporciona un rendimiento superior, con concentraciones de 1.49 mg L™ de
polifenoles y 1.27 mg L™ de antioxidantes, en comparacién con la extraccién en estado hiimedo,
que arroj6 concentraciones de 1.39 mg L™ de polifenoles y 1.04 mg L™ de antioxidantes. La
caracterizacion de la Clinopodium tomentosum ha permitido la identificacién de sus componentes
bioactivos, abriendo la puerta a investigaciones futuras sobre la identificacion de los componentes
fitoquimicos y su potencial aplicacion en las industrias alimentaria y no alimentaria.

Palablas clave:
bioactivo, extractos, fitoquimicos, principio activo.

License (open-access): Este es un articulo publicado en acceso abierto bajo una licencia Creative Commons

elocation-id: €3630 1

—_—


https://doi.org/10.29312/remexca.v16i3.3630

s

DOI: https://doi.org/10.29312/remexca.v16i3.3630

Introduccion

En la actualidad, existe una creciente demanda de plantas medicinales, cuya aceptacién va en
constante aumento. El dltimo informe de la OMS sobre medicina tradicional y complementaria
(MTC) indica que numerosos paises de todo el mundo estan formulando directrices para
integrar eficazmente las terapias de MTC en sus sistemas de salud (McGaw, 2005). Solo una
pequefa fraccion de la biodiversidad conocida ha sido examinada a fondo para comprender sus
caracteristicas y beneficios potenciales para los seres humanos (Estrella, 2015).

El origen de la medicina natural y tradicional (MNT) est& estrechamente ligado al de la humanidad
y a la historia de la humanidad en su lucha por la supervivencia. Se considera una especialidad
que engloba un conjunto de métodos y técnicas terapéuticas para restablecer el equilibrio entre
el individuo y entre el individuo y el universo (Pulsan et al., 2015). Incluye disciplinas como la
homeopatia, la fitoterapia, la acupuntura, la ozonoterapia, la apiterapia y la moxibustion, entre otras
(Gonzalez y Cardentey, 2016).

La importante diversidad biolégica y cultural del Ecuador lo posiciona como un pais con gran
potencial en el campo de la terapia tradicional. En este contexto, es crucial explorar varios aspectos
clave, como los métodos de aprovechamiento de cada plantay los efectos curativos que la medicina
tradicional puede ofrecer a las diferentes comunidades del pais (Zambrano et al., 2015). A lo largo
de la historia, diversas especies de plantas se han empleado con fines medicinales debido a sus
propiedades bioactivas. Desde la antigliedad, se han utilizado para la cicatrizacion de heridas y el
tratamiento de enfermedades e infecciones, entre otras aplicaciones (Saltos et al., 2014).

La investigacion cientifica ha realizado numerosos estudios enfocados a las especies vegetales,
identificando componentes bioquimicos que contribuyen a la optimizacién del metabolismo humano
(Jaric et al., 2018). Esta preferencia por los elementos de origen vegetal con contenido bioactivo
se atribuye a su capacidad para mejorar el metabolismo humano, aprovechando su potencial
nutricional (Enriquez et al., 2023).

La especie Clinopodium tomentosum, derivada de las palabras griegas klino (cama) y podion
(pie pequefio), comunmente conocida como menta lanuda, calaminta o Pumin, es una hierba
perenne perteneciente a la familia Lamiaceae. Es originaria de Europa, incluyendo regiones como
el Mediterraneo y los Balcanes y en América Latina prospera en altitudes entre 3 000 y 4 000 m
sobre el nivel del mar (Eber y Engels, 2020).

Ecuador destaca por su extensa biodiversidad, con mas de 17 000 especies de plantas
identificadas, de las cuales mas de 3 000 son medicinales y ampliamente utilizadas en diversas
culturas con fines curativos. Cabe destacar que la legislaciéon vigente en este pais sudamericano
promueve la integracion de la medicina indigena en los servicios de salud (Justicia, 2007). Sin
embargo, la mayoria de las plantas medicinales utilizadas en la medicina tradicional aiin no han
sido sometidas a evaluaciones cientificas rigurosas (Fitzgerald et al., 2020).

En la medicina popular ecuatoriana se utilizan mas de 50 especies de esta familia para tratar
diversos padecimientos (Gachet, 2010). Dentro de esta familia, el género Clinopodium
estd ampliamente distribuido en el sur y sureste de Europa, Asia y América, lo que lleva a la
utilizacion de muchas de sus especies como plantas medicinales (Drew y Sytsma, 2012).
Siete especies de Clinopodium son endémicas de Ecuador y se distribuyen en la regién central
del pais, donde se utilizan, aunque no exclusivamente, por sus propiedades medicinales
(Zieliiska y Matkowski, 2014). Actualmente no se han realizado estudios sobre la actividad
antiinflamatoria de Clinopodium tomentosum.

La composicion quimica y la actividad antioxidante de Clinopodium tomentosum
variaran significativamente entre extracciones humedas y secas. Se espera que la
extraccion humeda facilite una mejor identificacion y caracterizacion de los componentes
bioactivos debido a su capacidad para extraer fitoquimicos solubles en agua, mientras
gque la extraccibn en seco puede concentrar compuestos especificos, revelando
potencialmente distintos perfiles de actividad antioxidante.
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A pesar del uso tradicional de Clinopodium tomentosum por sus propiedades medicinales y
aromaticas, existe una falta de informacion especifica sobre la identificacién y caracterizacion de
los componentes bioactivos presentes en esta planta, lo cual es esencial para comprender su
potencial curativo y realizar estudios adicionales. El conocimiento de los componentes bioactivos
ha permitido la identificacion de compuestos fitoquimicos y sus beneficios en el metabolismo
humano, considerando los usos tradicionales y ancestrales de esta especie vegetal, dados estos
antecedentes, el objetivo del estudio fue identificar la composicién quimica y antioxidantes de
Clinopodium tomentosum mediante extraccion himeda y seca.

Materiales y métodos

Ubicacién
Este estudio se realiz6 en los laboratorios de quimica y bromatologia de la Universidad Estatal

Amazonica, ubicada en la ciudad de Puyo, Ecuador, en las siguientes coordenadas: latitud:
-1.5003, longitud: -77.9961.

Tipo de investigacion

Este articulo presenta una investigacion experimental dirigida a verificar la limitada informacién
cientifica disponible sobre las especies vegetales. Se realizé un andlisis cuantitativo del
comportamiento polifenélico y antioxidante utilizando un enfoque exploratorio.

Materiales

La especie vegetal fue recolectada en la zona tropical a una altitud de 3 000-4 000 m sobre el nivel
del mar en la provincia de Chimborazo, ciudad de Riobamba.

Método

Recoleccion

La especie vegetal fue recolectada en la Parroquia Lican, Canton Riobamba, Provincia de
Chimborazo, en las coordenadas -1.6857, -78.6815. Se extrajeron hojas lanceoladas en su estado
hamedo, que median aproximadamente 1 cm de longitud y exhibian un color verde grisaceo. Estas
hojas emiten un aroma parecido a la menta y se utilizan en la preparacién de aguas aroméaticas.
La especie se ilustra en la Figura 1.
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Figura 1. Clinopodium tomentosum.

Preparacion de la muestra

Se utilizaron dos tipos de muestras: frescas y secas. Las muestras frescas se procesaron
rapidamente para preservar sus componentes bioactivos, mientras que las muestras secas se
deshidrataron de acuerdo con pardmetros especificos de temperatura y tiempo. Una vez secas,
las muestras se molieron hasta obtener un polvo fino para facilitar la extraccion de los principios
activos; la Figura 2 ilustra el balance de secado.

Figura 2. Balance de masas.
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Control de calidad de medicamentos crudos

La evaluacion de las sustancias medicinales crudas se adhiere a los métodos establecidos
detallados en el Manual de Practicas de Laboratorio de Farmacognosia de 1986, de la autoria de
Miranda. Esta evaluacion implica varios procedimientos, como la determinacion del contenido de
humedad mediante la técnica gravimétrica, la evaluacion de las cenizas totales y el examen de la
solubilidad de las cenizas tanto en agua como en &cido clorhidrico.

Extraccion de principios activos

Para obtener los extractos se utilizaron hojas de Clinopodium tomentosum en dos tipos de muestras
(himedas y secas). Las hojas de la primera muestra se secaron colocandolas en un horno a
una temperatura de 40 °C durante 12 h. Este proceso tuvo como objetivo facilitar la posterior
determinacion del comportamiento antioxidante y polifendlico.

El extracto de Clinopodium tomentosum se obtuvo utilizando el método de extraccion asistida por
ultrasonido (EAU) (Branson Sonics, EE. UU.). Se utilizé una mezcla de metanol (Fisher Scientific)
y agua en una proporcion de 9:1 para extraer los compuestos activos, con una relacion solvente/
muestra de 100 ml por cada 10 g de muestra obtenida. El proceso se llevo a cabo a 50 °C durante
30 min, seguido de la filtracién de la mezcla. El extracto acuoso resultante se protegié de la luz
con papel de aluminio.

Determinacion de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales se determind mediante una curva de calibracion de acido galico
y la concentracion de polifenoles totales se expres6 en miligramos de equivalentes de acido galico
por 10 g de hojas de Clinopodium tomentosum en peso seco.

A partir de esta solucion, se transfirid 1 ml a un matraz aforado de 10 ml y se afiadieron 0.5 ml de
reactivo Folin-Ciocalteu, diluido a la mitad con agua destilada. La mezcla se dejé reposar durante
10 min. Posteriormente, se afiadieron 0.5 ml de carbonato de sodio al 20% y se llen6 el matraz
hasta la marca con agua destilada. La solucién se agitd, se protegio de la luz con papel de aluminio
y se dejé reposar durante 2 h a temperatura ambiente (20 °C). Finalmente, la absorbancia se midio
a 765 nm utilizando un espectrofotdmetro UV-Vis, modelo 759 S, marca Lengguang Technology.

Determinacion de la actividad antioxidante

Método FRAP (poder antioxidante reductor de iones férricos)

La evaluacién de la actividad antioxidante se realiz6 mediante el método FRAP, siguiendo el
procedimiento propuesto por Benzi y Strain (1996). Se prepard un extracto acuoso a partir de 1
g de muestra seca, de la que se tomaron 500 ul y se afiadieron a un matraz aforado de 10 ml,
seguido de la adicién de 5 ml de solucion FRAP recién preparada. Después de agregar el reactivo,
el volumen del matraz se completé con agua destilada hasta 10 ml, y la mezcla se dej6é reposar
en un horno a 37 °C durante 30 min.

La absorbancia se midié a una longitud de onda de 593 nm en comparacion con la solucion de
control. Para este procedimiento se utilizé6 un espectrofotometro de barrido Genesys 10uv. La
concentracién se calculé utilizando el modelo matemético de la curva de calibracién de acuerdo
con la siguiente ecuacion

1. Donde: C= concentracién en mg L™; A= absorcion de la solucién de prueba medida a 593 nm.
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Analisis de cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC/MS)

La muestra analizada por GC/MS se prepar6 disolviendo 10 pl de aceite esencial en 1 ml de
diclorometano y el volumen de inyeccién fue de 2 pl. El andlisis se realizé en un cromatégrafo
utilizando helio como gas portador, con un flujo de 1 ml min™. El programa del horno que detalla
los cambios de temperatura se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Programa del horno GC-MS.

Temperatura inicial (°C) Incremento (°C min™) Tiempo (min) Temperatura final (°C)
50 1 50 100
100 5 30 250
250 - 10 250

Dado que el estudio tuvo como objetivo determinar la composicion quimica y el contenido de
antioxidantes, incluyendo polifenoles, se aplicaron dos ecuaciones para calcular la concentracion
en muestras tanto secas como huimedas.

Resultados y discusion

Los resultados presentados en el Cuadro 2 corresponden al analisis quimico de las especies, el
cual permiti6 identificar la pureza y los principios activos, asegurando asi la ausencia de sustancias

extrafas.
Cuadro 2. Analisis quimico de Clinopodium tomentosum.
Parametros Porcentaje de medicamento crudo Valores de referencia (%)
de Clinopodium tomentosum

Determinacién de humedad 11.2 14
Determinacion de ceniza total 3.45 5
Determinacion de ceniza soluble en agua 1.82 2
Determinacion de ceniza soluble en HCI 0.82 1

En el Cuadro 3 se muestran los resultados de absorbancia obtenidos utilizando el método de
Folin para evaluar la actividad polifendlica y el método FRAP para calcular la actividad
antioxidante en las hojas secas y himedas de Clinopodium tomentosum. Se observa una
diferencia minima en la absorbancia entre las dos muestras, atribuida a la pérdida de humedad
durante el tratamiento térmico.

Cuadro 3. Absorbancia segtin Folin y FRAP en hiimedo y seco.

Tratamiento Absorbancia
Folin seco 0.1071

Folin himedo 0.0993
FRAP seco 0.2395

FRAP hiimedo 0.1958

El calculo de la actividad antioxidante mediante el método FRAP en muestras de Pumin
(Clinopodium tomentosum), tanto en estado himedo como seco, se realiz6 utilizando la formula
de Trolox (estdndar antioxidante). Los resultados indican que tanto las extracciones humedas
como las secas produjeron compuestos antioxidantes y polifendlicos. No obstante, se observaron
diferencias en la concentraciéon y composicion de estos compuestos, detectandose niveles méas
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altos en la extraccién humeda. Esta diferencia se atribuye al contenido acuoso de las hojas, que
facilita la liberacién y solubilizacién de fitoquimicos durante el proceso de extraccién. El Cuadro
4 ilustra estas variaciones.

Cuadro 4. Concentracidn segun Folin y FRAP en extracto humedo y seco.

Tratamiento Concentracion
Folin seco 1.49mgL*

Folin himedo 1.39mgL*
FRAP seco 1.27mgL*

FRAP himedo 1.04mgL*

En la extraccion en seco se observd una mayor concentracion de ciertos polifenoles. La
recuperacién de compuestos bioactivos esta influenciada por el tipo de compuesto fendlico y la
polaridad del solvente de extraccion (Nazck y Shahidi, 2006). Este aspecto es crucial, ya que
el rendimiento y el contenido de polifenoles dependen de la polaridad del disolvente utilizado
(Turkmen et al., 2006). Por lo tanto, se recomienda el uso de solventes como metanol, etanol,
acetona y agua para estos procesos (Antolovich, 2000).

Esto se relaciona con el estudio de Enriquez (2021), que identific6 un pardmetro 6ptimo para
la extraccion de polifenoles y antioxidantes en muestras secas asistidas por ultrasonido. Se ha
observado que el metanol logra una mayor concentracion de polifenoles en sus extractos en
comparacion con otros solventes, lo que resulta en una mayor capacidad antioxidante. Esta
eficacia convierte al metanol en uno de los disolventes mas utilizados para extraer y maximizar los
compuestos bioactivos (Teng et al., 2009).

Las plantas que contienen fitoquimicos beneficiosos pueden satisfacer las necesidades del
cuerpo humano al actuar como antioxidantes naturales (Boots et al., 2008). Los compuestos
fendlicos como el betacaroteno y el acido ascérbico desempefian un papel en la ralentizacion del
envejecimiento, la reduccién de la inflamacién y la disminucién de ciertos tipos de cancer (Boots et
al., 2008). En esta experimentacion se caracterizaron los compuestos polifendlicos y la capacidad
antioxidante de las hojas de Clinopodium tomentosum.

La extraccion humeda puede dar lugar a extractos con menor actividad antioxidante y polifendlica
en comparacion con la extraccién en seco, que proporciona un mayor rendimiento de extraccion.
Se recomienda extraer principios bioactivos de la muestra deshidratada, ya que su concentracién
de polifenoles es de 1.49 mg L™ y el contenido de antioxidantes es de 1.27 mg L™, ambos superiores
a los de la muestra himeda.

Composicion quimica de Clinopodium tomentosum

Tras realizar el analisis mediante la técnica de cromatografia de gases-espectrometria de masas
con el aceite esencial extraido de las hojas secas de Clinopodium tomentosum, se logré identificar
su composicion quimica. Los resultados detallados de este analisis se presentan en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Composicion quimica del aceite de Clinopodium tomentosum .
NUmero Compuestos (%)
1 3-Etilpentano 0.03

2 Tetrahidro-2,5-dimetilfurano 0.05

3 a-Pineno 0.21

4 Sabineno 0.17

5 B-Pineno 0.26

6 Mirceno 0.19
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Numero Compuestos (%)
7 Limoneno 1.66
8 Epodxido de Cis-Piperitona 0.18
9 Epo6xido de Trans-Piperitona 41.72
10 Oxido de Piperitenona 49.3
11 B-Elemeno 0.18
12 E-Cariofileno 13
13 Germacreno D 1.18
14 Biciclogermacreno 0.16
15 2,7-Ciclodecadieno-1- 0.09

ol, 1,7-dimetil-4-(1-metiletil)

16 Oxido de cariofileno 0.07
17 Shyobunol 0.08
18 9-Nonadeceno 0.26
19 Tricosano 0.19
20 Tetracosano 0.1
21 Hexacosano 0.24
22 Octacosano 0.08

Total 9.7

El andlisis quimico de Clinopodium tomentosum revelé un contenido de humedad del
11.20%, el cual est4d por debajo del valor de referencia del 14%. El contenido total de
cenizas fue de 3.45%, también por debajo del valor de referencia de 5%, con cenizas
hidrosolubles y solubles en HCI de 1.82% y 0.82%, respectivamente. En cuanto a la actividad
polifendlica y antioxidante, la absorbancia medida por el método de Folin fue de 0.1071 para
las hojas secas y de 0.0993 para las humedas.

El método FRAP arroj6 valores de absorbancia de 0.2395 para las hojas secas y de 0.1958 para
las hojas hiumedas. Se encontraron mayores concentraciones de polifenoles y antioxidantes en
las extracciones himedas, con 1.39 mg L™ (Folin) y 1.04 mg L™ (FRAP), en comparacién con
las extracciones secas con 1.49 mg L™ (Folin) y 1.27 mg L™ (FRAP). El aceite esencial obtenido
de hojas secas contenia predominantemente epédxido de trans-Piperitona (41.72%) y 6xido de
Piperitenona (49.3%), con otros compuestos significativos como limoneno (1.66%) y E-Cariofileno
(1.3%), totalizando el 97.7% de la composicién del aceite.

Estos resultados indican una notable variabilidad en la composicibn quimica y la
actividad antioxidante de Clinopodium tomentosum dependiendo del estado de la hoja (himedo
vs seco). La mayor concentracion de polifenoles y antioxidantes en las extracciones
himedas respalda a Enriquez (2021), quien sefiald6 que las técnicas de extraccién himeda
suelen capturar mas compuestos bioactivos debido a la naturaleza acuosa del proceso, lo que
mejora la solubilizacion de los fitoquimicos. Por el contrario, la extracciébn en seco produjo
concentraciones mas altas de ciertos polifenoles, lo que respalda la idea de que el secado
puede concentrar compuestos especificos.

Esta observacion se alinea con la investigacion de Nazck y Shahidi (2006), quienes destacaron
que la recuperacion de compuestos bioactivos esta influenciada por la polaridad del solvente de
extraccion, lo que sugiere que tanto el método de extraccion como la polaridad del solvente son
cruciales para la eficacia de la recuperacion de polifenoles. Turkmen et al. (2006); Antolovich (2000)
enfatizan que la eleccion del solvente afecta significativamente el rendimiento de la extraccion y
el contenido de polifenoles, recomendando solventes como el metanol, el etanol, la acetona y el
agua por su efectividad en la extraccion de una amplia gama de fitoquimicos.

Autores como Teng et al. (2009) corroboran que el metanol a menudo resulta en concentraciones
mas altas de polifenoles. Ademas, el estudio confirma que los compuestos polifendlicos, como
el betacaroteno y el acido ascoérbico, ofrecen importantes beneficios para la salud, como
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propiedades antienvejecimiento, antiinflamatorias y anticancerigenas (Boots et al., 2008). La
variacién observada en la actividad antioxidante entre las extracciones himedas y secas subraya
la importancia de optimizar las condiciones de extraccién para maximizar los rendimientos de
compuestos bioactivos. Por ltimo, la composicién del aceite esencial, con altos porcentajes de
epoxido trans-Piperitona y 6xido de Piperitenona, sugiere una presencia significativa de estos
compuestos bioactivos con propiedades terapéuticas, reforzando los potenciales beneficios y
aplicaciones de Clinopodium tomentosum.

Conclusiones

La caracterizacién detallada de Clinopodium tomentosum ha proporcionado informacién crucial
para lograr una extraccién Gptima de sus compuestos. Al analizar los contenidos de antioxidantes
y polifenoles utilizando los métodos de Folin-Ciocalteu y FRAP, se concluye que la aplicacion de
ultrasonido a la muestra seca da como resultado un mejor rendimiento. Con base en la composicion
guimica, se identificaron dos elementos como los més significativos: el epdxido de trans-Piperitona
y el 6xido de Piperitenona, ambos pertenecientes al grupo de los éteres ciclicos oxigenados y
derivados de la Piperitona.
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