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RESUMEN. Petiveria alliacea L. (anamu) es una planta ampliamente utilizada en la medicina tradicional, que posee
una composicion quimica peculiar determinada por la abundancia de compuestos sulfurados. La presencia de estos
compuestos en la planta ademas de conferirle propiedades antimicrobianas implican la posibilidad de su utilizacion en
la fitorremediacién. Lo anterior, indica que la prescripcién médica de esta especie requiere de la realizacién inminente
de previos andlisis del contenido de metales en sus tejidos, los cuales pudieran ser superiores a los niveles
permisibles, afectando la salud humana. En la presente investigacién se determinaron por Espectrometria de Emision
Atomica con Plasma Inductivamente Acoplado las concentraciones de 12 metales en una muestra de las hojas de
Petiveria alliacea L. utilizadas en la elaboracion de extractos totales con actividad antimicrobiana in vitro frente a
patégenos para la especie humana. La cuantificacién de los fenoles totales en los extractos se efectué mediante el
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. La cuantificacion de flavonoides totales en los extractos se realizd por un
método colorimétrico basado en la reaccion con cloruro de aluminio al 2,5 % en metanol. Los valores de las
concentraciones de metales fueron inferiores a los niveles maximos permisibles en hierbas medicinales sugeridos por
la Organizacion Mundial de la Salud. Las concentraciones de fenoles totales en los extractos oscilaron de 0,06 a 41,50
mg/mL y los flavonoides totales se encontraron en concentraciones entre 0,460 y 21,80 mg/mL.

ABSTRACT. Petiveria alliacea L. (anamu) is a plant largely used in traditional medicine. It has a peculiar chemical
composition determined by the abundance of sulphur compounds. The presence of these compounds in the plant,
besides conferring it antimicrobial properties, implies the possibility of its use in the phytoremediation. The previous
statement indicates that the medical prescription of this species requires the imminent fulfillment of previous tests of
the metals content in its tissues, which might conduct, in levels higher to the ones permissible, to the deterioration of
the human health. In the present research it was determined by Atomic Emission Spectrometry with Inductively
Coupled Plasma the concentrations of 12 metals in a sample of Petiveria alliacea L. leaves, used in the elaboration of
total extracts with in vitro antimicrobial activity against pathogens for human species. The quantification of total
phenols in the extracts were performed by colorimetric method of Folin-Ciocalteu. The quantification of total
flavonoids in the extracts were carried out by the colorimetric method based on the reaction with 2,5 % aluminum
chloride in methanol. The values of metal concentrations were lower than maximum levels permissible in medicine

155


mailto:jmarin74@yahoo.es

Revista CENIC Ciencias Quimicas, Vol. 46, pp. 155-163, 2015.

herbs suggested by the World Health Organization. The concentrations of total phenols in the extracts ranged from
0,06 to 41,50 mg/mL and the total flavonoids were found in concentrations between 0,460 and 21,80 mg/mL.

INTRODUCCION

La medicina natural es un campo terapéutico que parte de la integracién del hombre a la naturaleza y constituye una
via para contrarrestar los efectos adversos de los productos farmacéuticos obtenidos mediante la sintesis quimica. En
Cuba, cuyos planes de salud abarcan sus mas recénditas zonas, estan registradas 759 especies de plantas medicinales,
que representan el 9,56 % del nimero total de especies presentes en la flora del pais.*

Petiveria alliacea L. (anamu) es una planta medicinal de la familia Phytolaccaceae que fue introducida en Cuba en
1848 y que procede de América Tropical.

Un rasgo distintivo en la identificacion de esta especie es su intenso olor alidceo atribuido a compuestos sulfurados
Unicos de la planta entre los que se encuentran: el 4cido fenilmetanosulfinico, el S-(2-hidroxietil) fenilmetano
tiosulfinato, el S-bencil-2-(hidroxietano) tiosulfinato, el S-(2-hidroxietil)-2-hidroxietano tiosulfinato y el S-bencil-
fenilmetano tiosulfinato.?3

La abundancia de compuestos sulfurados le confiere a esta especie una composicion quimica peculiar que implica la
posibilidad de su utilizacién en la fitorremediacion. Lo anterior indica que su prescripcion médica requiere de la
realizacién inminente de previos analisis del contenido de metales en sus tejidos, los cuales pudieran ser superiores a
los niveles permisibles, afectando la salud humana y ademas el efecto de polifenoles y flavonoides en el sinergismo
de los compuestos antimicrobianos de esta planta.

En las hojas de P. alliacea se han aislado ademas flavonoides como la miricitrina, la astilbina, la engeletina, el leridal
y el leridol. La leridalchalcona identificada en el anam( es considerada la primera chalcona halogenada obtenida de
un producto natural.*

Aln cuando se conoce que en el reino vegetal los flavonoides y polifenoles funcionan como fitoalexinas en respuesta
al ataque microbiano, no se ha estudiado la efectividad in vitro de estos compuestos aislados y purificados del anamd,
ni su posible efecto sinérgico en la actividad antimicrobiana atribuida a la planta.

La presente investigacion tiene como objetivo determinar el contenido de metales en una muestra de las hojas
empleadas en la elaboracion de extractos totales de anamu (con actividad antimicrobiana in vitro frente a patdgenos
para la especie humana) asi como las concentraciones de fenoles y flavonoides totales en los extractos.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se colectaron muestras foliares extraidas de plantas de Petiveria alliacea L. de una poblacion ubicada en la Unidad
Baésica de Produccién Cooperativa (UBPC) “Nifia Bonita” de la localidad “El Caney” en el municipio de Santiago de
Cuba, (GPS 20°2°38,9""N y 075° 45725,8""W). La especie fue identificada taxonémicamente con el registro SC. 4297
en el Centro Oriental de Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO) de la ciudad de Santiago de Cuba.

Andlisis de metales

Para la determinacién de metales el material vegetal (hojas) fue secado en estufa (WSU 400, Alemania) a 60 °C
durante 48 h hasta peso constante (humedad residual de un 8 %). Se efectud la digestion de 2 g de hojas secas en una
mezcla de &cidos nitrico/clorhidricos concentrados y el material resultante fue filtrado y trasvasado a un volumétrico
de 25 mL para su posterior analisis por Espectrometria de Emision Atdmica con Plasma Inductivamente Acoplado
(ICP-AES) en un equipo SPECRO ARCOS (Alemania) de vista axial. Los valores promedios de las concentraciones
foliares de metales se reportaron en partes por millon (ppm).

Caracteristicas de los extractos

Se determind el contenido de fenoles totales y flavonoides totales en extractos totales (con actividad antimicrobiana in
vitro frente a patégenos para la especie humana) elaborados a partir de hojas frescas y de hojas secas de Petiveria
alliacea L. empleando como menstruos alcohol isopropilico y soluciones hidroetandélicas al 30 % y al 80 % (v/v).

Extractos blandos

Se elaboraron extractos fluidos por el método de percolacién segin la Norma Ramal de Salud Publica (NRSP) 311.5
Los extractos blandos se obtuvieron por concentracion de los extractos fluidos en las siguientes condiciones:

Bi1: Extracto en la proporcion 1:4 con hojas secas y solucion hidroetanélica al 30 %;

Ba: Extracto en la proporcidn 1:6 con hojas secas y solucion hidroetandlica al 30 %;

Bs: Extracto en la proporcién 1:4 con hojas frescas y solucion hidroetandlica al 30 %;

Ba: Extracto en la proporcién 1:6 con hojas frescas y solucién hidroetanélica al 30 %;

Bs: Extracto la proporcion 1:4 con hojas frescas y solucidn hidroetandlica al 80 %

Bs: Extracto en la proporcién 1:6 con hojas frescas y solucion hidroetandlica al 80 %;

B7: Extracto en la proporcién 1:8 con hojas frescas y solucién hidroetanélica al 80 %;
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Bs: Extracto en la proporcion 1:12 con hojas frescas y solucion hidroetandlica al 80 %;
Bo: Extracto en la proporcién 1:4 con hojas frescas y alcohol isopropilico;
Bio: Extracto en la proporcion 1:6 con hojas frescas y alcohol isopropilico.

Extractos blandos batidos

Se denominaron extractos batidos (E) a extractos blandos elaborados a partir de material vegetal de menor tamafio de
particula. Inicialmente se batieron las hojas frescas afiadiendo a intervalos (como menstruo) una solucion
hidroetandlica al 80 %. Posteriormente, se prepar6 un extracto fluido por el método de percolacion segun la NRSP
3115 Los extractos blandos batidos se obtuvieron por concentracién del extracto fluido en las siguientes
proporciones:

Ei: Extracto en la proporcién 1:4 con hojas frescas y solucién hidroetanolica al 80 %
E2: Extracto en la proporcién 1:6 con hojas frescas y solucién hidroetanolica al 80 %
Es: Extracto en la proporcion 1:8 con hojas frescas y solucion hidroetanélica al 80 %.

Extracto seco

El extracto seco (Ea) se obtuvo por concentracion en un rotoevaporador (IKA-werke, Alemania) y recirculador de
agua para condensaciéon (MLW, Alemania) hasta sequedad del extracto fluido elaborado con hojas frescas batidas y
solucion hidroetandlica al 80 %.

Determinacién cuantitativa de fenoles totales y flavonoides totales en los extractos de Petiveria alliacea L.

Para la cuantificacion de los fenoles totales se empled un método colorimétrico con el reactivo de Folin-Ciocalteu,®
registrando los valores de absorbancia a 700 nm. Los resultados se expresaron como &cido tanico a partir de una curva
de calibracion obtenida para dicho compuesto en el intervalo de 0,4 a 1,4 pg/mL. La cuantificacion de flavonoides
totales se realizo por un método colorimétrico basado en la reaccién con cloruro de aluminio al 2,5 % en metanol,”
determinando las absorbancias a 430 nm. Los resultados se expresaron como quercetina a partir de una curva de
calibracién obtenida para dicho compuesto en el intervalo de 1 a 7 ug/mL. Se efectuaron 4 mediciones para cada
determinacion utilizando un espectrofotémetro UV-vis Ultrospec 111 (Pharmacia LKB-Suecia). Se reporté la variacion
estacional del contenido foliar de fenoles totales (mg/mL) de las plantas colectadas en la localidad de estudio.

Anélisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se efectud con el programa STATGRAPHICS Centurion XV.8 Se aplicé un analisis
de regresién simple para la realizacién de las curvas de calibracién y comprobar su comportamiento lineal. El analisis
de varianza de clasificacion simple (ANOVA) con una prueba de Fisher se empled para determinar si las muestras
eran significativamente diferentes para un valor de p<0,05. La prueba de rangos multiples de Tukey (HSD) permitié
evaluar cudles muestras eran significativamente diferentes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis del contenido de metales en las hojas secas de Petiveria alliacea L.

De manera general, las plantas colectadas se caracterizaron por presentar un contenido mayoritario de hierro y
manganeso con valores de 145,330 y 94,530 ppm (Tabla 1).

Tabla 1 Concentracion de metales (en ppm) en las hojas de Petiveria alliacea L.

Metales Hierro Manganeso Zinc Estroncio

X +DS 145,330+0,011 94,530+0,010 73,070+0,011 67,500+0,010
LD (ug/L) 0,1 0,1 0,2 0,05

Metales Plomo Cobre Molibdeno Cromo

X +DS 2,520+0,015 5,740+0,006 0,883+0,005 0,800+0,010
LD (ug/L) 1 0,4 0,5 0,2

Metales Vanadio Niquel Cobalto Cadmio

X +DS 0,846+0,001 2,176+0,002 0,565+0,001 0,096+0,001
LD (ug/L) 0,5 0,5 0,2 0,1

X Media. DS Desviacion estandar. LD Limite de deteccion/rango (0,05-1 ug/L).°
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La concentracion de hierro encontrada en la presente investigacion en las hojas de anamu resulto superior a las citadas
como normales en los tejidos vegetales. Coincidentemente con lo planteado por Schroeder y Burgos no se observaron
en las plantas sintomas de toxicidad por acumulacion de este elemento.l® Valores cercanos a 200 ppm fueron
obtenidos por otros autores en estudios previos de la especie.!! Se estima que en el organismo humano el
requerimiento diario de hierro es de 13 mg, resultando los valores permisibles de la exposicién oral y parenteral de
1300 y de 130 ppm respectivamente.*?

Investigaciones recientes han comprobado que algunas especies de la familia Phytolaccaceae resultan de gran interés
en la fitorremediacion por su facilidad de hiperacumular manganeso, tal es el caso de Phytolacca acinosa.’* No
obstante, la concentracién promedio de este metal en las hojas de anamu fue aproximadamente 2,64 veces inferior al
valor de la exposicion oral permisible en la especie humana reconocido por el Comité de Plantas Medicinales de uso
Humano en el afio 2007.%2

La concentracion de zinc obtenida en el presente estudio es semejante a otras reportadas en condiciones similares de
crecimiento de la especie.!! Las exposiciones orales y parenterales permisibles en la especie humana para este metal
coinciden con los valores informados anteriormente para el hierro.*?

La OMS estima que la dosis letal (DLsg) de estroncio en el organismo humano es de 2000 ppm y recomienda que el
plomo no debe exceder en productos naturales niveles de 10 mg/kg de peso seco de hierba.'* Las concentraciones
foliares de ambos metales fueron inferiores a los niveles de toxicidad declarados para la especie humana.

Las concentraciones foliares de cobre se encuentran por debajo de las referidas por otros autores (entre 12 y 68 ppm)*°
y son muy inferiores a las citadas por Ferrer en la especie, quien reportd contenidos de este metal de 160 ppm.! Se
estima que en el organismo humano el requerimiento diario de cobre es de 1,4 mg, resultando los valores permisibles
de la exposicion oral y parenteral de 250 y de 25 ppm respectivamente.?

La exploracion fotoquimica de las hojas de Petivera alliacea permitié la cuantificacion en ppm de 7 metales
(molibdeno, cromo, vanadio, niquel, cobalto, cadmio y estroncio) que constituyen una primera referencia para la
especie en Cuba.

Segun informes realizados en el afio 2007 por el Comité de Plantas Medicinales de uso Humano las exposiciones
orales y parenterales permisibles de molibdeno, cromo, vanadio y niquel son de 30 y 3 ppm respectivamente. 2

El niquel puede resultar tdxico para el desarrollo de las plantas con dosis efectivas de 0,18 a 5 ppm que provocan
una reduccion del 50 % del crecimiento.'® Las plantas colectadas mostraron un fenotipo normal con relacién a las
variables macromorfoldgicas asociadas al crecimiento.

El contenido promedio de cobalto en las hojas de anamu fue de 0,565 ppm. Se ha demostrado que la dosis letal (DLso)
de este metal en la especie humana varfa entre 630 y 1500 ppm en dependencia del compuesto que forme.4

De los 12 metales cuantificados en las hojas de P. alliacea el cadmio mostr6 la concentracion més baja con un valor
promedio de 0,096 ppm. La amplia distribucion del cadmio en la naturaleza hace inevitable su seguimiento desde el
punto de vista toxicoldgico por los efectos perjudiciales que provoca en la salud humana. Se considera, ademas, que
su toxicidad es similar a la del mercurio y que su exposicién crénica en la especie humana es de 0,2 ppm.*4

De manera general, las concentraciones en ppm de los metales determinados en las hojas de P. alliacea son inferiores
a los niveles maximos permisibles en hierbas medicinales sugeridos por la OMS y por el Comité de Plantas
Medicinales de uso Humano.

Las concentraciones de los 12 metales determinados en las hojas de anami deben ser superiores que las presentes en
los extractos totales de esta planta debido a la baja extraccion de los mismos en las condiciones de experimentacién
empleadas. Los resultados del analisis quimico foliar sugieren que las plantas empleadas en la presente investigacién
estdn libres de contaminacién por elementos metalicos, lo que pudiera avalar la utilizacion medicinal en la especie
humana de los extractos totales obtenidos.

Concentraciones de fenoles totales y flavonoides totales en los extractos de las hojas de Petiveria alliacea L.
Tomando como precedentes las investigaciones realizadas en otras especies vegetales, se determin6 el contenido de
fenoles y flavonoides totales en los extractos de P. alliacea asi como la variacion en las concentraciones foliares de
estos metabolitos en dos meses con caracteristicas climaticas opuestas en nuestro pais. Estos compuestos
polifenodlicos de origen vegetal debido a la presencia de grupos carbonilo e hidroxilo pueden coordinar iones
metalicos y formar compuestos de coordinacién con accién antimicrobiana.*®

Concentraciones de fenoles totales en extractos de las hojas de Petiveria alliacea L. colectadas en enero de 2012
La curva de calibracion con 4cido tanico desarrollada para la determinacidn cuantitativa de fenoles totales en las hojas
de P. alliacea colectadas en el mes de enero presenté valores de absorbancia de 0,179 + 0,006 a 0,624+ 0,022

(Tabla 2).
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Tabla 2 Absorbancias obtenidas para la curva de calibracion con acido tanico en la determinacion de fenoles totales
en enero de 2012.

Concentracion (ug/mL) Absorbancia (X = DS)
0,4 0,179 + 0,006
0,6 0,267 + 0,009
0,8 0,354+ 0,013
1,0 0,457+ 0,015
1,2 0,530+ 0,018
1,4 0,624+ 0,022

X Media. DS Desviacion estandar

La ecuacidn de la recta y los parametros que la describen son los siguientes:
Absorbancia = -0,007 + 0,045 x concentracién (Ecuacién 1)

r? ajustado= 99,8 % F=1200,56 p=0,0000 p. intercepto=0,0741

Como reflejan los pardmetros de la recta, la curva de calibracion obtenida cumple con los principales requisitos de
aceptacion expresando un 99,8 % de ajuste de los datos con el modelo, con un intercepto que atraviesa el cero con un
99 % de confianza.

Bajo estas condiciones se puede afirmar que la ecuacién 1 puede ser empleada para la cuantificacion de fenoles
totales expresados como &cido tanico. A partir de esta ecuacion, despejando la variable concentracidn se determinaron
con los valores de absorbancia de cada uno de los extractos las concentraciones de fenoles totales equivalentes a acido
tanico para esas absorbancias.

Concentracién= Absorbancia + 0,007
0,045

Luego estos valores fueron multiplicados por el factor de dilucion rindiendo las concentraciones de fenoles totales
para cada uno de los extractos (Tabla 3).

Tabla 3 Concentraciones de fenoles totales (mg/mL) en los extractos obtenidos a partir de hojas de Petiveria alliacea
L. colectadas en el mes de enero de 2012.

Extractos B: B, B3 B, Bs
Fenoles totales b q q

(X + DS) 0,26°+0,02 0,38°+0,02 0,07°+0,01 0,119+0,02 0,12+0,01
Extractos Bs B, Bs Bo Bio
Fenoles totales b

(X + DS) 0,24°+0,02 0,26°+0,02 0,36°+0,03 0,06°40,01 0,08°+0,01
Extractos E; =] Es E4 LD
Fenoles totales b " 17

(X + DS) 0,17¢+0,01 0,25%+0,01 0,36°10,02 1,42+0,04 1,00
Estadigrafos del ANOVA F= 368,40 P-valor=0,0000

X Media. DS. Desviacion estandar. LD: Limite de deteccion (ug/mL). Superindices con letras distintas representan
diferencias estadisticas significativas entre las medias (p<0,05).

Las concentraciones de fenoles totales en los 14 extractos elaborados con hojas de anamu colectadas en el mes de
enero de 2012 oscilaron entre 0,06 y 1,42 mg/mL. El analisis de varianza demostro la existencia de diferencias
estadisticas significativas entre las medias de las concentraciones de fenoles totales a un nivel de confianza del 95 %.
La prueba de rangos multiples de Tukey indicd que las concentraciones de polifenoles en los extractos E1 y Ea4
resultaron diferentes estadisticamente entre ellos y con los cuatro grupos homogéneos formados.
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Concentraciones de fenoles totales en extractos de las hojas de Petiveria alliacea L. colectadas en julio de 2012
La curva de calibracion con acido tanico desarrollada para la determinacion cuantitativa de fenoles totales en las hojas
de P. alliacea colectadas en el mes de julio presentd valores de absorbancia de 0,021+ 0,001 a 0,092+ 0,003
(Tabla 4).

Tabla 4 Absorbancias obtenidas para la curva de calibracién con acido tanico en la determinacién de fenoles totales
en julio de 2012.

Concentracion (ug/mL) Absorbancia (X + DS)
0,4 0,021+ 0,001
0,6 0,035 + 0,001
0,8 0,048+ 0,001
1,0 0,059+ 0,002
1,2 0,071+ 0,002
14 0,092+ 0,003

X. Media. DS. Desviacidn estandar.
La ecuacion de la recta y los parametros que la describen son los siguientes:

Absorbancia = -0,006 + 0,067 x concentracion (Ecuacion 2)
r? ajustado= 98,7 % F= 381,24  p=0,0000 p. intercepto=0,1188

Como reflejan los pardmetros de la recta, la curva de calibracion obtenida cumple con los principales requisitos de
aceptacion expresando un 98,7 % de ajuste de los datos con el modelo, con un intercepto que atraviesa el cero con
un 99 % de confianza.

Bajo estas condiciones se puede afirmar que la ecuacién 2 puede ser empleada para la cuantificacion de fenoles
totales expresados como acido tanico. A partir de esta ecuacion, despejando la variable concentracién se determinaron
con los valores de absorbancia de cada uno de los extractos las concentraciones de fenoles totales equivalentes a acido
tanico para esas absorbancias.

Concentracidén {(pgimL)= Absorbancia +0.006
0,067

Luego estos valores fueron multiplicados por el factor de dilucion rindiendo las concentraciones de fenoles totales
para cada uno de los extractos (Tabla 5).

Tabla 5 Concentraciones de fenoles totales (mg/mL) en los extractos obtenidos a partir de hojas de Petiveria alliacea
L. colectadas en el mes de julio de 2012.

Extractos B1 B2 B3 Ba Bs
Fenoles totales 7,90+0,03 11,60°+0,03 2,10°40,01 3,00+0,01 3,60°+0,02
(X £ DS)

Extractos Bs B7 Bs Bo B1o
Fenoles totales . h :

(X + DS) 6,40'+0,03 7,509+0,03 8,70"+0,03 1,80°+0,01 2,50'+0,01
Extractos E: E> Es E4 LD
Fenoles totales i K 17

(X + DS) 2,00°+0,01 2,60'+0,01 3,908+0,02 41,50%+0,05 1,00
Estadigrafos del ANOVA F= 601,48 P-valor=0,0000

X Media. DS. Desviacion estandar; LD. Limite de deteccion (ug/mL). Superindices con letras distintas representan
diferencias estadisticas significativas entre las medias (p<0,05).

Las concentraciones de fenoles totales en los 14 extractos elaborados con hojas de anamu colectadas en el mes de
julio de 2012 oscilaron entre 1,80 y 41,50 mg/mL. El analisis de varianza demostré la existencia de diferencias
estadisticas significativas entre las medias de las concentraciones de fenoles totales a un nivel de confianza del 95 %.
La prueba de rangos multiples de Tukey indico que las concentraciones de polifenoles en los extractos B, B2, Bs, B,
B7, Bsy Ea4 resultaron diferentes estadisticamente entre ellos y con los tres grupos homogéneos formados.
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El contenido de fenoles totales en los extractos de las hojas colectadas en el mes de julio fue de 10 a 30 veces superior
al contenido de polifenoles determinados en el mes de enero de 2012.

Arambula et al. plantearon que en los meses de verano las concentraciones de fenoles pueden triplicarse o
cuatriplicarse con respecto a otras estaciones del afio.'® Lo anterior pudiera atribuirse a que en los meses de verano las
plantas sufren mas estrés debido a las condiciones climaticas, entre las que se encuentran un mayor estrés hidrico y
elevadas temperaturas.®

Concentraciones de flavonoides totales en extractos de las hojas de Petiveria alliacea L. colectadas en julio de
2012

Las elevadas concentraciones de fenoles totales en los extractos de las hojas de anamu colectadas en el mes de julio
de 2012 sugirieron la determinacion en los mismos del contenido de flavonoides totales debido a la posible
implicacion de estos metabolitos en la actividad antimicrobiana de la planta.

La curva de calibracién con quercetina desarrollada para la determinacion cuantitativa de flavonoides totales en las
hojas colectadas en el mes de julio present6 valores de absorbancia de 0,091+ 0,003 a 0,550+ 0,020 (Tabla 6).

Tabla 6 Absorbancias obtenidas para la curva de calibracién con quercetina en la determinacion de flavonoides
totales en julio de 2012.

Concentracion (ug/mL) Absorbancia (X'+ DS)

0,091+ 0,003
0,162+ 0,005
0,240+ 0,008
0,314+ 0,010
0,380+ 0,013
0,486+ 0,017
0,550+ 0,020

~No ok~ wN

X. Media. DS. Desviacidn estandar.
La ecuacidn de la recta y los parametros que la describen son los siguientes:
Absorbancia= 0,008 + 0,077 x Concentracion (Ecuacion 3)

r? ajustado= 99,7 % F=1952,17  p=0,0000 p. intercepto=0,3303

Como reflejan los pardmetros de la recta, la curva de calibracion obtenida cumple con los principales requisitos de
aceptacion expresando un 99,7 % de ajuste de los datos con el modelo, con un intercepto que atraviesa el cero con un
99 % de confianza.

Bajo estas condiciones se puede afirmar que la ecuacién 3 puede ser empleada para la cuantificaciéon de flavonoides
totales expresados como quercetina. A partir de esta ecuacién, despejando la variable concentracion de quercetina se
determinaron con los valores de absorbancia de cada uno de los extractos las concentraciones de flavonoides totales
equivalentes a quercetina para esas absorbancias.

Concentracion de Quercetina (pg/mL) = Absorbancia - 0,008
0,077

Luego estos valores fueron multiplicados por el factor de dilucidn rindiendo las concentraciones de flavonoides
totales para cada uno de los extractos (Tabla 7).
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Tabla 7 Concentraciones de flavonoides totales (mg/mL) en los extractos obtenidos a partir de hojas de Petiveria
alliacea L. colectadas en el mes de julio de 2012.

Extractos B:1 B> Bs Ba Bs

'(:)-'(a)r’ogg)'des '0RaleS  1900:40,002  2,800°:0,004 046040001  0,740%40,001  0,910°%0,002

Extractos Bs B~ Bs Bo B1o

Flavonoides totales 1,620140,001  2,130%0,003  2,530%+0,004  1,070°+0,002  1,610%0,002

(X +DS)

Extractos E: = Es E4 LD
Koy IO 00040002 132070002 1990%0002 21803004 0507
Estadigrafos del ANOVA F=123,4 P-valor=0,0015

X Media. DS Desviacion estandar. LD Limite de deteccion. (ug/mL). Superindices con letras distintas representan
diferencias estadisticas significativas entre las medias (p<0,05).

Las concentraciones de flavonoides totales en los 14 extractos oscilaron entre 0,460 y 21,80 mg/mL. El andlisis de
varianza demostré la existencia de diferencias estadisticas significativas entre las medias de las concentraciones de
flavonoides totales a un nivel de confianza del 95 %.

La prueba de rangos multiples de Tukey indic6 que las concentraciones de polifenoles en los extractos Bz, Bs, Bs, Bs,
E2y E4 resultaron diferentes estadisticamente entre ellos y con los tres grupos homogéneos formados.

Los extractos elaborados con alcohol isopropilico (Bs y Bio) presentaron los mayores valores porcentuales de
flavonoides totales con el 59,44 % y el 64,40 % respectivamente. De igual modo en los extractos blandos batidos y en
el extracto seco se obtuvieron elevados valores porcentuales con cifras en el rango entre el 48 % y el 52,53 %
(Tabla 8).

Tabla 8 Porcientos de las concentraciones foliares de flavonoides totales con respecto a las concentraciones de
fenoles totales en julio de 2012,

Extractos B, B, Bs B4 Bs Bs B~
PFT (%) 24,05 24,14 2190 24,67 25,28 25,31 28,40
Extractos Bsg Bg B1o E; E, E; E4
PFT (%) 29,08 59,44 64,40 48,00 50,78 51,03 52,53

PFT. Porciento de flavonoides totales en los extractos.

De manera general los valores de fenoles y flavonoides totales aumentaron en la medida en que se increment6 la
concentracion de los extractos y variaron en dependencia del secado o no del material vegetal y del solvente
empleado.

Estudios previos han indicado que extractos etanolicos al 70 % de hojas de P. alliacea cuyas concentraciones de
fenoles y flavonoides totales fueron de 3,42 y 1,68 pg/mL respectivamente, notablemente inferiores a las reportadas
en la presente investigacion, presentaron actividad antimicrobiana frente a cepas ATCC (patégenas para la especie
humana) de 2 bacterias gramnegativas, 5 bacterias grampositivas y 3 hongos levaduriformes.?*

El anamu pertenece a los niveles evolutivos bajos (Subclase Caryophyllidae) y basa su sistema defensivo contra
patdgenos en la sintesis y acumulacion de sustancias antimicrobianas. Lo anterior sugiere que aun cuando se conoce
que los derivados sulfurados del metabolismo secundario de Petiveria alliacea confieren esencialmente las
propiedades antisépticas a esta planta, su sinergismo con fenoles y flavonoides podria incrementar su efecto
antimicrobiano.

CONCLUSIONES

Las concentraciones en ppm de los 12 metales determinados en las hojas de Petiveria alliacea L. son inferiores a los
niveles maximos permisibles en hierbas medicinales sugeridos por la Organizacién Mundial de la Salud, lo que
pudiera avalar la utilizacion terapéutica de los extractos totales obtenidos. La exploracidn fitoquimica de las hojas de
Petivera alliacea L. permiti6 la cuantificacion en ppm de 7 metales (molibdeno, cromo, vanadio, niquel, cobalto,
cadmio y estroncio) que constituyen una primera referencia para la especie en Cuba. Los elevados valores de las
concentraciones de fenoles y flavonoides totales en los extractos sugieren la posibilidad de su implicacion en la
actividad antimicrobiana de Petiveria alliacea L.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
1. Roig, JT. Plantas medicinales, aromaticas y venenosas de Cuba. 2da edic. Ed. Cientifico Técnica, La
Habana, Cuba. 2012. p. 141-144.

162



Revista CENIC Ciencias Quimicas, Vol. 46, pp. 155-163, 2015.

©

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Marrero D, Ortiz TT, Cuéllar A, Scull R, Salas E. Estudio por CG-EM de los componentes volatiles de las
hojas de Petiveria alliacea L. Revista CENIC de Ciencias Quimicas. 2014; 45: 48-51.

Kim S, Kubec R, Musah RA. Antibacterial and antifungal activity of sulfur-containing compounds from
Petiveria alliacea L. J Ethnopharmacol. 2006; 104(1-2): 188-192.

Andersen @, Markham K. Flavonoids-Chemistry, Biochemistry and Applications. London-New York:
Taylor & Francis Group Boca Raton; 2006. p. 1011-1013.

Norma Ramal de Salud Pablica (NRSP) 311. Medicamentos de origen vegetal: extractos fluidos y tinturas.
Procesos tecnoldgicos. La Habana, Cuba: MINSAP; 1998.

Sanchez JC, Benavides J, Heredia JB, Cisneros L, Jacobo DA. The Folin-Ciocalteu assay revisited:
improvement of its specificity for total phenolic content determination. Anal Methods. 2013;(5): 5990-5999.

Quettier-Deleu C, Gressier B, Vasseur J, Dine T, Brunet C, Luyck M. Phenolic compounds and antioxidant
activities of buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench) hulls and flour. J Ethnopharmacol. 2000; 72: 34-
42,

SOFTWARE: Statgraphics Centurion XV. Version 16.2. StatPoint Technologies. 1982-2013.

Atomic Spectroscopy. A guide to selecting the appropriate technique and system. Perkin Elmer, USA: 2011.

. Schroeder M, Burgos A. Concentraciones foliares y dindmica estacional de nutrientes en Petiveria alliacea

L. Rev Cuba Plantas Med. 2011; 16 (4): 374-389.

Ferrer JI. Principales referencias etnomédicas sobre el anamu (Petiveria alliacea) y principios activos
encontrados en la planta. Un acercamiento al tema. Rev CENIC (Cienc Biol). 2007; 38 (1): 27-30.
Committee for Human Medicinal Products (CHMP). Draft Guideline on the specification limits for residues
of metal catalysts. EMEA, London: European Medicines Agency Pre-authorisation Evaluation of Medicines
for Human Use; 2007.

Xue S, Chen Y, Reeves R, Baker A, Lin Q, Fernando D. Manganese uptake and accumulation by the
hyperaccumulator plant Phytolacca acinosa (Phytolaccaceae). Environ Pollut. 2004; 131: 393-399.

World Health Organization. Quality control methods for medicinal plant materials. Working document
QAS/05.131/Rev.1. September, 2005.

Azcon J, Talén M. Fundamentos de Fisiologia Vegetal. McGraw-Hill Interamericana, 22 ed, Espafia: SL.:
2008.

Kasprzak MM, Erxleben A, Ochocki J. Properties and applications of flavonoid metal complexes. RSC
Advances. 2015; 5(57): 45853-45877.

Blainski A, Lopez GC, Palazzo de Mello JC. Application and analysis of the Folin Ciocalteu. Method forthe
determination of the total phenolic content from Limonium brasiliense L. Molecules. 2013; (18): 6852-6865.
Ardmbula J, Ibarra B, Gonzélez R, Mufioz O, Hernandez H. Variacion estacional de compuestos fendlicos
foliares en Quercus sideroxyla en diferentes tipos de suelo. Madera y Bosques. 2010; 16 (3): 49-59.
Cheynier V, Comte G, Davies KM, Lattanzio V, Martens S. Plant phenolics: recent advances on their
biosynthesis, genetics, and ecophysiology. Plant Physiol Biochem. 2013; 72: 10-14.

Alves J, Mendonga LA, Reis SJ, Flach A. Color, phenolic and flavonoid content, and antioxidant activity of
honey from Roraima, Brazil. Food Sci Technol. 2014.

Guedes R, Nogueira N, Almeida A, Souza C, Oliveira W. Actividad antimicrobiana de extractos brutos de
Petiveria alliacea L. Latin Am J Pharm. 2009; 28(4): 520-524.

163



