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ACTIVIDAD ENZIMATICA, CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y CAMBIOS EN LA CALIDAD
POSCOSECHA DE SALVIA (Salvia officinalis L.) ALMACENADA EN REFRIGERACION

ENZYMATIC ACTIVITY, ANTIOXIDANT CAPACITY AND POSTHARVEST QUALITY CHANGES
OF SAGE (Salvia officinalis L.) STORAGE UNDER REFRIGERATION

Maria de la Luz Romero Tejeda’ y Maria Teresa Martinez Damian®

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto de la refrigeracién sobre la calidad
poscosecha, actividad enzimatica vy
capacidad antioxidante de salvia. Para lo
cual, la planta se almaceno en bolsas de
polietileno a 0, 6 y 23 °C, por 21 dias.
Cada tercer dia se determinaron las
siguientes variables pérdida de peso, tasa
de respiracion, produccion de etileno,
sélidos solubles totales, acidez titulable,
clorofila  total, color, vitamina C,
evaluacion hedédnica, fenoles totales,
capacidad antioxidante, superoxido
dismutasa, catalasa, peroxidasa Yy
polifenol oxidasa. Se encontr6 como
resultado que a 0 °C hubo menor
produccion de etileno y tasa respiratoria;
la pérdida de peso disminuyd hasta en un
40 %. A0y 6 °C se preservo el contenido
de clorofilas y vitamina C hasta por 9 dias.
Los parametros de calidad requeridos en
la comercializacion de salvia se
mantuvieron hasta los 12 dias de
almacenamiento  (dda). Las bajas
temperaturas (0 y 6 °C) aumentaron el
contenido de fenoles y la capacidad
antioxidante hasta por 15 dias. Con
respecto a la actividad de la superéxido
dismutasa, peroxidasa y polifenoloxidasa,
presentaron una disminucién en las bajas
temperaturas de refrigeracion, aunque en
estas tres enzimas se observd un
aumento a los 15y 18 dda, de 5.6, 33.2 y
16.7 U- mg" de P, respectivamente. En
contraste, la actividad de la catalasa,
disminuy6 por el almacenamiento en frio
(134 U-mg'1 de P). El almacenamiento a
0 y 6 °C prolongd la calidad poscosecha
de salvia durante 12 y 9 dda,
respectivamente.

Palabras clave: almacenamiento,
evaluacion hedonica, catalasa, superoxido
dismutasa, peroxidasa, polifenoloxidasa.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the
effect of cooling on postharvest quality,
enzyme activity and antioxidant capacity
of sage. The plant was stored in
polyethylene bags at 0, 6 and 23 °C for 21
days. The following variables were
determined every other day: weight loss,
respiration rate, ethylene production, total
soluble solids, titratable acidity, total
chlorophyll, color, vitamin C, hedonic
evaluation, total phenols, antioxidant
capacity, superoxide dismutase, catalase,
peroxidase and polyphenol oxidase. It was
found that at O °C ethylene production and
respiration rate were reduced; weight loss
decreased up to 40 %. At O to 6 °C the
content of chlorophyll and vitamin C was
preserved for up to 9 days. The quality
parameters required in marketing sage
remained until 12 days of storage (dda).
Low temperatures (0 to 6 °C) increased
phenolic content and antioxidant capacity
up to 15 days. Activity of superoxide
dismutase, peroxidase and polyphenol
oxidase showed a decrease at low
refrigeration temperatures, although these
three enzymes increased at 15 and 18
dda, 5.6, 33.2 and 16.7 U-mg' P,
respectively. In contrast, catalase activity,
decreased in cold storage (13.4 U-mg'1 P).
Storage at 0 to 6 °C extended the
postharvest quality of sage for 12 and 9
dda, respectively.

Keywords: storage, hedonic evaluation,
catalase, superoxide dismutase,
peroxidase, polyphenoloxidase.

Tesista
Director
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1. INTRODUCCION GENERAL

Las plantas aromaticas han sido utilizadas desde la antigiiedad con fines
medicinales y como condimento para realzar el sabor de los alimentos; entre las
mas comunes se encuentran el perejil, el cilantro, la mejorana, la menta, la
albahaca, la salvia y el orégano; anteriormente su comercializacion se realizaba
como producto seco; sin embargo, en la actualidad debido a la tendencia por
consumir productos sanos se consumen en fresco, debido a sus caracteristicas

nutricionales y mejor sabor (Cantwell y Reid, 2007).

Actualmente, un area que ha adquirido mayor atencion es la nutricién, con el fin
de prevenir dafios nocivos para la salud ocasionados por el estrés oxidativo,
mediante antioxidantes naturales que se obtienen al consumir diferentes
productos hortofruticolas, entre ellos las hierbas aromaticas frescas que
presentan un alto contenido de antioxidantes, como los &cidos fendlicos y
flavonoides que tienen efectos benéficos para la salud, por su actividad
antioxidante, astringente, anticancerigeno, antihipertensivo y antimutagénico

(Shukla y Matto, 2009; Nickavar et al., 2008).

En este sentido, Shukla y Matto (2009), sefialan que se requiere de una
caracterizacion detallada de las diferentes hierbas arométicas, asi como la
evaluacion del potencial antioxidante no so6lo en fresco, sino a partir de los
aceites esenciales para determinar la eficiencia de los antioxidantes naturales,
con relacién a la proteccion contra el dafio oxidativo sobre las funciones del

organismo humanao.



A la salvia le han sido atribuidas numerosas actividades farmacoldgicas, tanto
en humanos como en animales; las hojas por ejemplo, manifiestan actividad
antibacteriana, fungistatica y virostatica. Es ademas astringente e inhibidora de
la sudoracion, el aceite esencial tiene actividad espasmolitica, y los extractos

hidroalcohdlicos combaten la hipotension (Newall, 2006; Todorov et al., 2007).

Aunque esta planta tiene diferentes beneficios para la salud, ya que es afectada
por las ERO (especies reactivas de oxigeno), que generan enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares y algunos tipos de cancer (Bailey, 2006;
Rodriguez et al., 2010); cuenta con un sistema de defensa antioxidante eficaz,
gue involucra varias enzimas y compuestos antioxidantes (Arivulchelvan et al.,
2012). Por ejemplo, Rodriguez y Pedraza (2005) sugieren que en el sistema de
defensa pueden actuar los -carotenos y acido ascérbico, que estan presentes

en el cloroplasto, o que la planta puede inhibir la peroxidacion lipidica.

En este sentido, la acciéon de las enzimas superoxido dismutasa, catalasa,
peroxidasa y polifenoloxidasa que intervienen en los procesos metabdlicos, son
de gran importancia durante el manejo, transporte y almacenamiento de las
hierbas frescas; debido a que cualquier aspecto que afecte su calidad, activa
los sistemas enziméticos, que al tener contacto con el oxigeno (Martinez et al.,
2007); originan pardeamiento enzimatico, en el que participa la enzima
peroxidasa (POD), que se encarga de oxidar diferentes donadores de
hidrogeno, y provoca reacciones que generan compuestos que modifican el
sabor de los vegetales y favorecen el pardeamiento (Balouchi et al., 2012) y la

polifenoloxidasa (PFO) que oxida fenoles, lo que ocasiona que se desarrollen
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pigmentos oscuros, negros o rojizos, que son responsables de la disminucién

de la calidad visual y nutricional del producto (Hassanpour et al., 2012).

A pesar de su importancia, la salvia en fresco es altamente perecedera después
de la cosecha, ya que actian procesos fisiologicos como la produccion de
etileno y la degradacién de enzimas, que ocasionan el incremento en la tasa
respiratoria y la pérdida de agua durante el almacenamiento, lo cual se ve
reflejado en el deterioro de la calidad del producto (Canet y Alvarez, 2006). Para
evitar el acelerado aumento del metabolismo en las hierbas aroméaticas es
recomendable almacenarlas a bajas temperaturas y con 95 % de HR;
condiciones que para salvia son adecuadas para su transporte, ya que su
calidad se mantiene, debido a que tolera el frio, lo cual es necesario (Cantwell y

Reid, 2007).

Por lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto del
almacenamiento en refrigeraciéon a 0, 6 y 23 °C (temperatura ambiente), sobre
la calidad poscosecha, actividad enzimatica y capacidad antioxidante en salvia

(Salvia officinalis L.).



CAPITULO 2.

CAMBIOS EN LA CALIDAD POSCOSECHA DE SALVIA ALMACENADA EN
REFRIGERACION

CHANGES IN POST-HARVEST QUALITY OF SAGE UNDER
REFRIGERATION



2.1 RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto de las bajas temperaturas sobre la calidad
poscosecha de salvia (Salvia officinalis L.), se condujo un experimento
durante el ciclo primavera-verano de 2012 en la Universidad Autonoma
Chapingo, Texcoco, México. Las plantas se evaluaron por 21 dias y fueron
almacenadas a 0 y 6 °C con respecto a 23+2 °C (testigo). Se utilizé un disefio
experimental completamente al azar con cuatro repeticiones. Se determiné la
tasa de respiracion (TR), produccion de etileno (PE), pérdida de peso (PP),
solidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT), clorofila total (CT), color
(CL) y vitamina C (VitC). Se realiz6 una evaluacion hedonica (apariencia
visual, escala de color, amarillamiento, abscision de hojas y pudriciones).
Entre los principales resultados se encontrd que el uso de refrigeracion (0 y
6 °C) mantuvo la TR y PE con valores que estuvieron entre 15.4 a 22.9 ml|
CO,-kg*-h™* y de 0.06 a 0.46ul C,Hs-kg™-h™, respectivamente. Disminuyé la
PP hasta en un 40 %. La CT y el CL se conservaron hasta por 15 dias a 6 °C.
La VitC disminuyd progresivamente, aunque este decremento fue mas
evidente en el tratamiento a 23 °C. Los parametros de calidad requeridos en la
comercializacion de la salvia se mantuvieron hasta por 12 dias a bajas

temperaturas, mientras que a 23 °C la calidad se perdio a partir de los 6 dias.

Palabras clave: Salvia officinalis, tasa de respiracion, calidad, escala

hedonica.



2.2 ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the effect of low temperature on the
quality of sage (Salvia officinalis L.) over postharvest. For this purpose, a
laboratory experiment was conducted during spring-summer of 2012 at the
University Autonomous of Chapingo, Texcoco, Mexico. The variables were
evaluated over 21 days and stored at O to 6 °C compared to 23 + 2 °C
(control). A completely randomized experimental design with four replications
was used. Respiration rate (TR), ethylene production (EP), weight loss (WL),
total soluble solids (TSS), titratable acidity (TA), total chlorophyll (TC), color
(CL) and vitamin C (CVit) were determined. A hedonic evaluation was
performed (external appearance, color scale, yellowing, leaf abscission and
rots). Results show that the refrigeration treatments (0 and 6 °C) maintained
the TR and EP values between 15.4 and 22.9 mICO,-kg™*-h* and 0.06 and
0.46 ulC,H4-kg™t-h™, respectively. Weight loss decreased by 40 %. The TC and
CL were maintained for up to 15 days at 6 °C. The CVit progressively
decreased, although this decrease was more evident in the treatment at 23 °C.
The market quality parameters required for sage were maintained for up to 12

days.

Keywords: Salvia officinalis, respiration rate, quality, hedonic scale.



2.3 INTRODUCCION

El uso de las plantas aromaticas tiene su origen en lo mas remoto de la historia.
Tanto en la cocina como en la medicina natural sus cualidades han sido
destacadas. A mediados del siglo XIX se practicaron los primeros analisis
quimicos de esencias de plantas aromaticas con el fin de conocer su
composicion quimica y con ello se inicio la base de la industria farmacéutica,
perfumera y condimentaria (Palacio, 2006). En este sentido, el uso de las
plantas aromaticas en la cocina estd cada vez mas extendido, tanto en la
frecuencia como en la variedad de especies utilizadas (Mendiola y Montalbén,
2009). Actualmente se emplean las hojas frescas, tanto para sazonar los guisos
como para realzar los diversos aromas culinarios. Cabe hacer notar que la
industria alimentaria consume anualmente el 40 % de la produccién mundial de
plantas aromaticas en fresco. A pesar de este auge, la movilizacion de plantas
aromaticas en poscosecha no ha sido del todo exitosa, debido a que durante su
comercializacion presentan una alta perecibilidad y corta vida de anaquel; en
respuesta a esto se han creado estrategias de mercado en las que se emplea
una tecnologia general para todas las hierbas, es por ello, que las condiciones
poscosecha implementadas pueden ser adecuadas para algunas de estas
plantas e inapropiadas para otras, debido a sus diferencias botanicas y
fisiol6égicas (Cantwell y Reid, 2007). En el caso particular de salvia fresca (S.
officinalis L.), perteneciente a la familia Labiatae, responde adecuadamente a

los métodos de conservacion; sin embargo, siempre es aconsejable



combinarlas con el control de la temperatura ambiental (Bottcher et al., 2005).
El uso de refrigeracion a bajas temperaturas (5 °C) y control de la humedad
relativa durante el manejo poscosecha de esta planta constituyen una
herramienta importante en la disminucion del metabolismo y deshidratacién, lo
gue permite prolongar su vida de anaquel y conservar sus caracteristicas
fisicoquimicas hasta por 16 dias de almacenamiento, por lo que es
indispensable remover el calor de campo rapidamente, ya que es esencial para
disminuir la velocidad de la tasa de deterioro de productos altamente
perecederos como es el caso de esta aromatica (Thompson, 2003). Es
importante enfatizar que los estudios disponibles en plantas aroméaticas en
general se han enfocado a mejorar las cualidades de los aceites esenciales
empleando diferentes estados de madurez y técnicas de secado poscosecha
(Calvo et al., 2009; Verma et al., 2010). En cuanto a salvia la investigacion se
ha enfocado a la caracterizacién y utilizacion de los antioxidantes naturales
mediante extractos obtenidos de las hojas, asi como a identificar los minerales y
los polifenoles que la componen (Wang et al., 2008). En la actualidad son pocos
los trabajos relacionados con la fisiologia poscosecha como el uso de
empaques y diferentes temperaturas de almacenamiento en hierbas de la
familia Labiatae (Bottcher et al., 2005; Cantwell y Reid, 2007; Kenigsbuch et al.,
2007; Hassan y Mahfouz, 2010), por lo que es importante realizar estudios que
consideren estos aspectos. Es por ello, que este trabajo tuvo como objetivo
evaluar el comportamiento poscosecha de salvia (S. officinalis L.) en fresco,

bajo tres temperaturas de almacenamiento (0, 6 y 23 °C), con el fin de estudiar



los cambios fisiologicos (pérdida de peso, tasa de respiracion y produccion de
etileno), fisicoquimicos (solidos solubles totales, acidez titulable y color),

bioguimicos (clorofila total y vitamina C), y sensoriales (escala hedonica).

2.4 MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El material vegetal fue Salvia de la especie officinalis, proporcionado por la
empresa Glezte S.P.R. de R.L., localizada en Axochiapan, Morelos, la cual se
cosechd el 9 de mayo de 2012, se empaco y almacend a 5 °C por 8 dias en
bolsas de polietileno transparente de baja densidad de 40 x 60 cm con seis

perforaciones de 0.5 cm de diametro por lado, en volimenes de 500 g.

Ubicacién del experimento y tratamientos

El material se traslad6 a los Laboratorios de Fisiologia de Frutales y de Usos
Multiples de la Universidad Auténoma Chapingo. Las plantas se mantuvieron a
5 °C por 24 h, posteriormente fueron colocadas en bolsas perforadas con 250 g
de muestra y almacenadas a 0, 6 y 23 °C. Se realizé un analisis inicial y las
posteriores evaluaciones fueron cada tres dias por un periodo de 21 dias. Se
aplicé un disefio experimental completamente al azar; con cuatro repeticiones
por tratamiento (cada repeticion con cuatro sub-repeticiones) en cada dia

evaluado, donde la unidad experimental consistié de una bolsa de salvia.

Variables fisiolégicas

Pérdida de peso: se evaludé con una balanza digital (OHAUS); los datos de
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porcentaje de pérdida se obtuvieron en cada dia de evaluacion con la formula:

% de pérdida de peso = (peso inicial-peso final)/peso inicial x 100.

Tasa de respiracion y produccion de etileno: se determinaron mediante el

método estatico a través de tubos de plastico cerrados herméticamente con
manojos de 50 g de salvia, de los cuales después de una hora se tomé 1 ml de
aire y la muestra se inyectd con una aguja hipodérmica en un cromatégrafo de
gases VARIAN (mod.3400) acondicionado con una columna Porapak 80/100 de
2 mm x 1/8”, con dos detectores, uno conductividad térmica (TCD) y otro de
ionizacion de flama (FID), manteniendo 150 °C en el inyector, 80 °C en el
horno, 170 °C en el TCD y 250 °C en el FID. Como estandar se utilizé CO, (399
mg-litro™) y etileno (103 mg-litro™) (INFRA). El gas de arrastre fue helio con un

flujo de 32.3 mI'min™.
Variables fisicoquimicas

Sdlidos solubles totales: evaluados segun el método de AOAC (2003), con un
refractometro digital (ATAGO Pal-1), en el cual se colocaron 3 gotas del jugo de

5 g de hojas maceradas manualmente.

Acidez titulable: valorada por titulacion de acuerdo con AOAC (2003); en esta
determinacion se licuaron 5 g de hojas en 25 ml de agua destilada, en seguida
se tomo una alicuota de 5 ml para ser valorada con NaOH 0.01N y fenolftaleina

como indicador.

Color: se determind mediante un espectrofotbmetro de esfera X-Rite (modelo
SP62), donde a partir de un sistema triestimulo se obtuvieron las dimensiones
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de la escala Hunter L° (brillantez), C° (cromaticidad) y h° (angulo de tono), las

lecturas se tomaron en el haz de tres hojas maduras de diferentes ramas.
Variables bioquimicas

Clorofilas: se determinaron de acuerdo con la metodologia propuesta por la
AOAC (2003), la cual consiste en tomar una muestra de 5 g de las hojas de
salvia y realizar la extraccion con acetona al 80 % dejandolas reposar durante
24 h en oscuridad en un lugar fresco. Se registraron lecturas de absorbancia
(Abs) a tres longitudes de onda (645, 652 y 663 nm). Las concentraciones se
calcularon con las siguientes férmulas: Clorofila a= 0.0127 63 — 0.00269a645;
Clorofila b= 0.0229a645 — 0.00468x663; Clorofila total (a+b) = 0.0202a65, +
0.008024663; Mediante el uso de un espectrofotometro digital UV-VIS modelo

Perkin Elmer. Los datos se reportan en pg-g™ de peso freso (Pf).

Vitamina C: se estim6 de acuerdo al método de Tillman (AOAC, 2003) conocido
como DCPIP 2, 6 diclorofenol-indofenol; a partir de 5 g de hojas de salvia que
se licuaron con 50 ml de acido metafosforico-acido acético, para lo que se tomo
una alicuota de 10 ml a la que se agregaron 20 ml de agua destilada y se titulo
con la solucion de DCPIP. La titulacion se detuvo cuando aparecio un color rosa
oscuro que permanecio mas de 15 s. Se reqistré el gasto de DCPIP. Para
obtener el contenido de esta vitamina se empled la siguiente férmula: mg
vitamina C/100g peso fresco= [gasto DCPIP X 0.133/vol. alicuota X vol.

total/peso de la muestra X 100].
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Evaluacién heddénica

Se utilizé la escala hedonica propuesta por Martinez y Cantwell (2002), con
modificaciones, que consistieron en cambios en los valores de la escala y en
evaluar la caida de hojas. Se evalué apariencia visual (AV), escala de color
visual (ECV), amarillamiento (AM), pudriciones (P) y abscision de hojas (ABH).
Para poder analizar estos caracteres se asignaron los siguientes valores: AV
(9=excelente, 1l=indeseable), ECV (5=verde oscuro, l=amarillo), AM
(1=ninguno, 5=severo), ABH (5=severo, l1=ninguno) y P (1=muy malo,

5=excelente).

Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza y comparacién de medias mediante la prueba
de Tukey (a=0.05), para lo que se empled el paquete de analisis estadistico
SAS (Statistical Analysis System ver. 9.0) (SAS, 2002). Para los datos
obtenidos mediante la escala hedonica, se llevd a cabo un analisis no
paramétrico mediante la prueba de Kruskal-Wallis, para lo que se utilizo el

software estadistico InfoStat (ver. 2013) (Di Rienzo et al., 2008).

2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Variables fisioldgicas

Pérdida de peso

Las pérdidas de peso por transpiracion en las hortalizas de hoja durante
poscosecha constituyen el principal problema que demerita su calidad, debido

a que estan constituidas en mayor parte por agua alcanzando hasta un 90 %
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del peso total (Vicente et al., 2009). En cuanto a esta variable, se puede
observar que para el dia 3 solo hay diferencias significativas entre el
tratamiento de 23 °C con el de 0 °C con valores de 3 % y 1.53 %,
respectivamente (Cuadro 1).

Cuadro 1. Pérdida de peso, tasa de respiracion y produccion de etileno en

salvia almacenada durante 21 diasa 0, 6 y 23 °C.

TEMP Dias de almacenamiento
(°C) 0 3 6 9 12 15 18 21
PP (%)
0 - 1.53b* 2.2b 3.0b 3.8b 6.8b 7.4c 7.9c
6 2.4ab 2.9b 5.0b 6.5b 8.8b 11.0b 12.9b
23 3.0a 6.2a 9.6a 154a 209a 26.3a 27.3a
DMSH 1.42 2.0 2.7 4.2 4.0 3.37 3.6

TR (MICO,-kg™-h™)

0 14.2° 16.6a 154b 16.5b 16.6b 17.2c 17.6b 18.0b

6 18.6a 19.8b 20.0b 20.1b 21.4b 21.6a 22.9a
23 22.0a 23.8a 25.2a 28.1a 29.9a - -
DMSH 10.1 5.6 6.1 5.9 5.5 5.2 5.3

PE (uIC2Ha'kg™-h™

0 0.06 0.06a 0.06b 0.10b 0.13b 0.17c 0.23b 0.29b

6 0.08a 0.10b 0.19pb 0.17b 0.29b 0.38a 0.46a
23 0.05a 0.68a 0.72a 0.94a 1.05a - -
DMSH 0.05 0.15 0.20 0.22 0.30 0.18 0.19

*No hay efecto de tratamientos, sélo se reporta la media como referencia.
‘Medias con la misma letra dentro de columnas para cada periodo de
almacenamiento, son iguales (Tukey, P < 0.05). DMSH: Diferencia minima
significativa honesta. TEMP: temperatura de almacenamiento. PP: Pérdida de
peso TR: Tasa de respiracion; PE: Produccion de etileno.

Entre los 6 y 15 dias de almacenamiento la pérdida de peso es similar en la
hoja almacenada a 0 y 6 °C; sin embargo ambas temperaturas tienen menor

pérdida con respecto a la conservada a 23 °C. Por otra parte, es importante
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mencionar que del dia 18 al 21 el efecto de la temperatura de almacenamiento
fue mas claro, observandose las mayores pérdidas de peso en el dltimo
muestreo a 23 °C (27.3 %) mientras que a 0 °C se abatié 7.9 %. De acuerdo
con Burg (2004); Cuadra y Del Amor (2010) y Coop et al. (2011), los vegetales
de hoja almacenados a una temperatura elevada pueden perder entre 6 y 7 %
de su peso fresco, la firmeza y apariencia disminuyen y por consecuencia la
calidad y vida de anaquel también. De acuerdo con Avila et al. (2007) cuando
se trata de prolongar la vida poscosecha de productos perecederos, el déficit de
presion de vapor de agua es una de las medidas que adquiere mayor
relevancia, ya que ésta mide la diferencia entre la presion del vapor de agua del
interior de un producto almacenado y su entorno.

De modo que, cuanto mayor sea el déficit de presion de vapor, las pérdidas de
agua seran superiores, lo que se traduce en pérdidas de peso del producto en
el transcurso del tiempo (Ben-Yehoshua y Rodov, 2003). En este sentido, Kader
(2007) sugiere que las hierbas frescas deben almacenarse cerca de los 0 °C, ya
gue entre mas altas sean las temperaturas se presenta una mayor pérdida de
agua, lo cual produce alteraciones tanto en el exterior como en el interior de la
hoja (Romojaro et al., 2006). Aunado a esto el empacar las plantas en bolsas de
polietileno perforadas puede limitar o aumentar la pérdida de agua, ademas de
qgue la morfologia de las plantas puede ayudar a prolongar la vida poscosecha,
y el hecho de que las hojas de salvia presenten pequefias vellosidades, la hace
mas resistente a perder agua (Cantwell y Reid, 2007; Lopestri y Thomkins,

2007).
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Tasa de respiracion

Se ha encontrado que la tasa de respiracion resulta ser un buen indicador de la
actividad metabdlica de productos vegetales en donde las hojas son la parte de
interés, y por tanto, es muy util en la precision del potencial de almacenamiento
cuando se trata del manejo de temperaturas (Gémez et al., 2009). En este
trabajo se encontré que de los 6 a los 12 dias de almacenamiento, la mayor
tasa de respiracion se present6 a 23 °C, con respecto a 0 y 6 °C, con un rango
de valores que fluctuaron de 23.8 a 28.1mLCO-kg*h™ (Cuadro 1), alcanzando
el mayor valor a los 15 dda, momento a partir del cual también se observan
diferencias significativas entre las temperaturas de refrigeracion, obteniendo a 0
°C la menor tasa de respiracion (18.0 1mICO,kg*h™), es decir que a medida
gue aumentd la temperatura, la tasa respiratoria fue superior. Bajo estas
circunstancias es preferible conservar la planta a 0 °C, ya que los altos niveles
de respiracion a los 23 °C no presentaron condiciones adecuadas de consumo
para ser evaluadas, resultados similares a los reportados por Cruz et al., (2013)
en menta (Mentha x piperita L.) almacenada por 15 dias a 20 °C donde la tasa
respiratoria fue estadisticamente diferente de 6 y 10 °C (con valores que
fluctuaron de 9.31 a 16.41 mLCO,kg*h™). Sin embargo, estos valores fueron
menores a lo sefialado por Gémez et al., (2009) en cilantro (Coriandrum
sativum L.) almacenado a 25 °C, con valores maximos de 25 y 46 yLCO, g h™.
Al respecto Cooke et al., (2008) y Hardenburg et al., (2008) sefialan que cuanto
mas alta es la temperatura de almacenamiento en hierbas frescas, la

respiracion tiende a intensificarse provocando la produccion acelerada de calor,
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CO,, y H20, por lo que la vida de anaquel se reduce. Es por ello, que el manejo
de la temperatura es el método mas eficaz para mantener la tasa respiratoria en
productos frescos, lo cual permite predecir el tiempo de almacenamiento y
determinar los requerimientos de refrigeracién (Gang et al., 2005; Peiris et al.,
2007), ya que las plantas después de ser cosechadas durante su manejo y
transporte, son altamente susceptibles a una acelerada senescencia que se
acompafa por pérdidas de frescura, clorofila, calidad culinaria y nutrientes
debido a su alto metabolismo, en donde, al igual que en otros productos
perecederos diversos procesos fisioldgicos alteran su vida de anaquel (Cantwell
y Reid, 2007).

Produccién de etileno

Los problemas poscosecha mas frecuentes que ocurren en hierbas frescas
estan asociados con su rapida senescencia, producto de la alta sensibilidad al
etileno (Giovannoni, 2007). En el caso de las condiciones de almacenamiento
de salvia, en este trabajo se encontré que a los 3 dias de almacenamiento no
se presentaron diferencias significativas entre tratamientos; sin embargo la
mayor produccion de etileno fue registrada entre los 6 y 15 dda a 23 °C con
valores que oscilaron entre 0.68 a 1.05 mL CO,kg™h™ (Cuadro 1). En este
periodo no existieron diferencias significativas de etileno producido a 0 (0.06 a
0.17 mL COzkg*h™) y 6 °C (0.10 a 0.29 mL COykg™h™), no obstante, en las
ultimos dos evaluaciones (18 y 21), si se observaron diferencias, presentando la
menor produccion de etileno las hojas almacenadas a 0°C. Es importante

mencionar que para éstas fechas las plantas almacenadas a 23 °C ya no

17



tuvieron la calidad adecuada de consumo para ser evaluadas, comportamiento
similar al encontrado en la tasa de respiracion de salvia. Varios autores como
Nath et al. (2006) y Pyung et al. (2007) han reportado la influencia de la
temperatura y el tiempo de almacenamiento sobre la calidad de diversas hojas
frescas e indican que las altas temperaturas pueden acelerar su deterioro, dado
que favorecen un incremento en el metabolismo celular y una mayor
sensibilidad de los tejidos al efecto negativo del etileno (Nei et al.,, 2005).
Algunas hierbas como albahaca, menta y cilantro son afectadas por el etileno y
presentan sintomas tales como el amarillamiento, caida de hojas y epinastia
(Kenigsbuch et al., 2007; Hassan y Mahfouz, 2010). En el caso particular de
salvia, temperaturas superiores a 10 °C la afectan; sin embargo, el efecto
puede ser minimizado con el uso de refrigeracion (entre 0 y 6 °C) durante su
transporte y comercializacion (Grzegorczyk et al., 2005). Los resultados
obtenidos en el presente trabajo coinciden con Cruz et al. (2013) que reportan
para plantas de menta almacenadas a 20 °C valores mas altos de etileno con
relacion a 6 y 10 °C; por su parte Cantwell y Reid (2007) y Kenigsbuch et al.
(2007), mediante un estudio realizado sobre el almacenamiento y vida de
anaquel en berro (Nasturtium officinale), perejil (Petroselinum crispum L.) y
menta (M. piperita L.), encontraron que estas hierbas a 0 °C se conservan en

excelentes condiciones por dos semanas.
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Variables fisicoquimicas

Solidos Solubles Totales

En lo que respecta al contenido de sélidos solubles totales, durante todo el
periodo de almacenamiento no se presentaron diferencias estadisticas
significativas (Cuadro 2), lo que probablemente se debe a que la salvia al ser
una hierba no posee tejidos de reserva que permitan la acumulacion de
azucares, lo cual puede estar relacionado con el proceso de senescencia (Nath
et al., 2006) que al ser este un proceso oxidativo pudo ocasionar que se
degradaran desde el inicio del almacenamiento los pocos azucares y acidos
gue la planta mantenia (Shewfelt y Rickner, 2005).

Estos resultados son similares a los obtenidos por Wang et al. (2008) quienes
almacenaron salvia por 15 dias a 0, 7 y 20 °C, y no encontraron diferencias
estadisticas entre tratamientos, aunque obtuvieron los valores mas altos de
sélidos solubles a 0 °C (con un rango de valores de 5.46 y 3.50°Brix); efecto
contrario a lo que reporta Nufiez et al. (2012), para albahaca donde se probo
un sistema de acolchado y sin acolchar, la cual fue almacenada a diferentes
temperaturas, reportando diferencias significativas durante la mayor parte del
periodo de almacenamiento, a excepcion del muestreo a 16 dda (bajo el
sistema de acolchado), donde la interaccion de los niveles de temperatura a 0,
5, 7'y 20 °C generaron valores de °Brix mayores comparados con los que no se

acolcharon.
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Acidez titulable

Se puede observar que entre los 3 y 15 dias de almacenamiento (dda), el
mayor porcentaje de acido malico se registré a 23°C, en un rango de 0.93 a
1.09) (Cuadro 2), mientras que a 0 y 6 °C se obtuvieron valores de 0.48 a
0.69 % y de 0.46 a 0.72 % de acido malico, respectivamente, no habiendo
diferencias significativas entre estos dos tratamientos, aunque fue notorio que a
medida que la temperatura aumento el porcentaje de acido malico fue superior.
Lo anterior, coincide con lo reportado por Wang et al. (2008) quienes
encontraron que a los 8, 12 y 15 dda la acidez titulable fue mayor en la planta
almacenada a 20 °C. Esto también coincide con el trabajo realizado por Torales
et al. (2010) en arugula en donde los valores de acidez a 20 °C fueron
estadisticamente mayores durante los 15 dias de almacenamiento con respecto
al tratamiento a 6 °C. En cuanto a la mayor parte del periodo de
almacenamiento en salvia se refiere, es similar emplear 0 y 6 °C, ya que no se
presentan diferencias estadisticas en el porcentaje de acido méalico. En este
sentido, Wills et al. (2008) mencionan que ocurre un efecto contrario en albaca
donde el uso de bajas temperaturas redujo el desdoblamiento de los acidos
organicos, lo que permitié conservar y aumentar los porcentajes de acidez para
resistir el estrés por frio durante el almacenamiento, ademas de que los
productos vegetales mantienen sus caracteristicas organolépticas con el menor
namero de cambios perceptibles en su calidad y comportamiento poscosecha

(Kader y Salveit, 2005).
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Cuadro 2. Sdlidos solubles totales y acidez titulable en salvia almacenada
durante 21 diasa 0,6y 23°C.

TEMP Dias de almacenamiento
(°C) 0 3 6 9 12 15 18 21
SST (°BRIX)
0 7.58 7.4a* 7.3a 7.2a 7.1a 6.7a 6.5a 6.2a
6 7.3a 7.2a 7.2a 7.1a 6.6a 6.3a 6.1a
23 7.3a 7.3a 7.2a 7.1a 6.5a - -
DMSH 1.2 1.1 1.0 1.0 1.2 1.8 1.8

AT (% de acido malico)

0 043 048b 054b 0.60b 0.63b 0.69b 0.75a 0.80a

6 0.46b 052b 058 066b 0.72b 0.78a 0.84a
23 093a 097a 1.0l1la 1.06a 1.09a - -
DMSH 0.11 0.12 0.12 0.15 0.18 0.23 0.23

*No hay efecto de tratamientos, solo se reporta la media como referencia.
’‘Medias con la misma letra dentro de columnas para cada periodo de
almacenamiento, son iguales (Tukey, P < 0.05). DMSH: Diferencia minima
significativa honesta. TEMP: temperatura de almacenamiento. SST: solidos
solubles totales, AT: acidez titulable.
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El aspecto visual es uno de los factores principales utilizados por el consumidor
al momento de comprar un producto y se utiliza en muchos estandares de
clasificacion como criterio de calidad (Kang et al., 2008). En este trabajo se
observa (Cuadro 3), que a los 3 y 6 dias de almacenamiento no se presentaron
diferencias estadisticas entre tratamientos; sin embargo a los 9, 12 y 15 dda, el
tratamiento a 23 °C (con valores que fluctian entre 42.5 a 42.0), presentd
diferencias estadisticamente significativas con respecto a 0 °C (40.8 a 39.4) y
6 °C (40.5 a 39.6), comportamiento que implica que cuanto mas prolongado sea
el tiempo de almacenaje y mayor sea la temperatura la brillantez de las hojas
sufrirda una pérdida continua (Apeland, 2007; Palou, 2009). Al dia 18 y 21 de
almacenamiento se observa que no hay diferencia estadistica entre
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tratamientos. Respecto a la cromaticidad, a los 3, 6 y 9 dias de almacenamiento
no se observa variacion de las temperaturas de almacenamiento, no asi a los
12 y 15 dda donde el tratamiento a 23 °C promovié estadisticamente la mayor
saturacion de color con respecto a O y 6 °C. A los 18 y 21 dias de
almacenamiento se observaron diferencias estadisticas entre los tratamientos a
bajas temperaturas, presentando la mayor cromaticidad a los 6°C. Cabe resaltar
gue a valores mas altos de cromaticidad, mayor es la intensidad de color en las
hojas (Pathare et al., 2013). El color de las hojas indicado por el angulo Hue
indica que valores cercanos a 90° indican un color amarillo y a 180° sefialan un
color verde (Minolta, 2007).

Cuadro 3. Color en salvia almacenada durante 21 dias bajo refrigeracién a0 y

TEMP Dias de almacenamiento
(°C) 0 3 6 9 12 15 18 21
B (*L)
0 40.4* 41.2a* 409a 40.8b 405b 39.4b 37.6a 35.2a
6 42.2a 41.1a 405b 40.0ab 39.6b 39.1a 37.4a
23 43.3a 42.8a 425a 422a 42.0a - -
DMSH 1.30 1.25 1.90 1.32 1.92 1.32 1.28
C (*C)
0 19.3 20.2a 19.1a 186a 18.3b 18.1b 17.7b 17.4b
6 20.0a 195a 184a 18.4b 18.2b 18.1a 18.0a
23 21.6a 21.8a 22.0a 234a 23.0a - -
DMSH 2.7 3.0 2.7 2.9 2.9 1.2 1.2
T (°h)
0 112.0 1109a 110.8a 110.7a 110.5a 109.6a 107.3b 106.8b
6 111.2a 111.0a 110.8a 110.7a 109.7a 109.4a 107.9a
23 111.3a 110.7a 110.3a 109.2b 107.6b - -
DMSH 2.0 2.0 2.0 2.2 2.3 1.0 1.2
6ya?23-°C.

*No hay efecto de tratamientos, solo se reporta la media como referencia.
‘Medias con la misma letra dentro de columnas para cada periodo de
almacenamiento, son iguales (Tukey, P < 0.05). DMSH: Diferencia minima
significativa honesta. TEMP: temperatura de almacenamiento. B: brillantez, C:
cromaticidad, T: tonalidad.

22



En lo que respecta al angulo de tono del dia 3 al 9 los valores fluctuaron de 41.2
a 40.8) no se presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos, y es hasta
los 12 y 15 dias donde se observa que el tratamiento a 23 °C es
estadisticamente diferente, con un rango de valores de entre 109.2° a 107.6°
que segun el diagrama de color (Figura 1) indica una coloracion menos verde

con respecto a 0 y 6°C (con una tonalidad mas verde).
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Figura 1. Diagrama del sistema de notacion del color.

En cuanto a los 18 y 21 dias de almacenamiento, se presentaron diferencias

estadisticas entre los tratamientos de refrigeracion, en donde el tratamiento a
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6 °C mostro mayor color verde, con respecto a 0 °C, aspecto que coincide con
los resultados de clorofila en estos mismos dias para salvia. Lo anterior,
coincide con Wang et al. (2008) quienes al almacenar salvia por 15 dias a 0, 5,
7 y 20 °C encontraron que a los 12 dda la brillantez, la cromaticidad y la
tonalidad fueron estadisticamente diferentes a 20 °C. Por su parte, Nufiez et al.
(2012) encontraron que en albahaca, la brillantez no presenté de manera
evidente algun efecto por los tratamientos evaluados, situacion contraria a la
gue se manifesté en cromaticidad y tonalidad de color, donde el testigo (20°C)
fue estadisticamente diferente de 0 °C a los 12 dda. Tonoiven (2004) y Kevany
et al. (2007) afirman que un reducido contenido de oxigeno en el tejido de las
plantas provoca cambios en la coloracién, cuando se manejan temperaturas por
arriba de los 20 °C, que se vinculan principalmente con la degradacion de la
clorofila, ocasionada por cambios fisicos y quimicos implicados en el proceso
de senescencia, asi como por la sintesis o0 manifestacion de otros pigmentos
como carotenoides y antocianinas, por lo cual se espera un efecto benéfico por

parte del uso de las bajas temperaturas.
Variables bioquimicas
Clorofila total

En la planta de salvia almacenada en este trabajo, se pudo observar que a
partir de los 6 dias de almacenamiento se presentaron diferencias entre
tratamientos (Cuadro 4), donde las hojas almacenadas a 23 °C presento

valores de 0.023 a 0.005 mg-100g™* mostrando una disminucién significativa de
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la clorofila en relacion a los resultados observados a 0 °C (0.027 a 0.011
mg-100g™) y 6 °C (0.028 a 0.011 mg-100g™), los cuales a su vez tienen el
mismo comportamiento entre si hasta los 15 dias, ya que en las dos ultimas
evaluaciones (18 y 21) la planta conservada a 6 °C mantuvo estadisticamente

los méas altos niveles de clorofila.

El comportamiento observado sugiere que puede haber una relacion directa
entre factores ambientales y la temperatura que pueden provocar la alteracion
de color de las hojas involucrando la desnaturalizacion de la clorofila, asi como
la sintesis de otros pigmentos (Pyung et al., 2007 y Nagle et al., 2012). Aunado
a esto, cuando las hojas se exponen a bajas temperaturas (-0.5 a 4 °C) se foto-
inhiben facilmente lo que ocasiona un grave dafo a la maquinaria fotosintética,
que se ve reflejado en la disminucion de los pigmentos (Taiz y Seiger, 2010). Lo
anterior coincide con Torales et al. (2010) donde los tratamientos con bajas
temperaturas de almacenamiento en artgula presentaron mayor contenido de
clorofila, en relacion a albahaca almacenada a 20 °C, donde el contenido de
clorofila fue siempre menor. Lo reportado en este trabajo también concuerda
con Hassan y Mahfouz (2012), quienes al almacenar cilantro a 5 °C por 15 dias
observaron que el contenido de clorofila total fue disminuyendo gradualmente
durante el almacenamiento pero de forma lenta comparada con la que se
mantuvo a temperatura ambiente. Por su parte, Cruz et al. (2013) reportan que
en menta almacenada durante 15 dias a 6, 10 y 20 °C, el contenido de clorofila
total presentd variacion significativa en los tres ultimos periodos de muestreo (9,

12 y 15 dda), donde el tratamiento a 6 °C presento el valor mas alto con

25



relacion al de 10 y 20 °C. En relacibn a los cambios que generan las
temperaturas en el contenido de clorofilas, el uso de refrigeraciéon puede ser
una alternativa, debido a que permite disminuir la degradacion, manteniendo la
calidad visual (frescura, turgencia y color verde) de hortalizas de hoja, en el
caso de hierbas frescas suele ser una de las caracteristicas fundamentales para
prolongar su vida util (Kader, 2007).

Vitamina C

En este trabajo se presentaron diferencias estadisticas durante la mayor parte
del periodo de almacenamiento, excepto al dia 6 en donde todos los
tratamientos son iguales (Cuadro 4). Para el dia 3, el tratamiento a 0 °C
presenté el mayor contenido de Vitamina C (57.7 mg-100g™) con relacién a 6 y
23 °C en donde el contenido de vitamina es estadisticamente igual (49.4 y 51.2
mg-100g™, respectivamente), en tanto que a los 9 dda los menores valores
fueron registrados a 0 °C. Posteriormente, a los a los 12 y 15 dda a 0 °C se
presentd la mayor cantidad de vitamina C, particularmente con relacién a la
alcanzada bajo 23 °C, tendencia que se mantiene hasta el Gltimo muestreo. Es
importante destacar que el comportamiento del acido ascorbico es muy
inconsistente del dia 3 al 12 y no es hasta los 15 dda en adelante que se
muestra una diferencia del efecto entre cada tratamiento empleado. En este
contexto es posible establecer de manera general que el incremento de la
temperatura promueve la disminucion del contenido de vitamina C, lo anterior
sugiere, que cuando las plantas se mantienen a temperaturas elevadas y en
periodos de almacenamiento prolongado, el inicio de la senescencia se acelera

ocasionando mayor pérdida de vitamina C debido a la degradacion de los
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tejidos (Kalt, 2005; Tavarini, 2008 y Soto et al., 2012), lo que adicionalmente
puede vincularse con el incremento en la tasa de respiracidbn que provoca la
disminuciéon de ésta vitamina debido a los cambios bioquimicos causados por
procesos fisioldgicos, entre ellos el respiratorio, que aumentan con las altas
temperaturas (Canet y Alvarez, 2006). Otro aspecto que puede intervenir en la
disminucién de ésta vitamina, desde el inicio del almacenamiento, es que
algunos cultivos son sensibles a la congelacion, lo cual ocasiona mayor pérdida
de vitamina C cuando las plantas se mantienen a bajas temperaturas y por
periodos largos de refrigeracion (Kader, 2007). También se puede resaltar que
es es mejor emplear 0°C. Estos Ultimos resultados son similares a los
reportados por Pighin y Ral (2010) que en espinaca fresca almacenada por 15
dias a 7 °C encontraron valores mas altos de Vitamina C (48.2mg-100g™), en
comparaciéon con 20°C (36.8 mg-100g™), lo anterior es diferente a lo que
reportan Martinez et al. (2013), en menta almacenada por 15 dias a diferentes
temperaturas en donde el contenido de vitamina C no presentd diferencias
significativas durante la mayor parte del periodo de almacenamiento, excepto al
dia 15 donde el tratamiento a 6 °C fue significativamente superior al de 20 °C;
respecto a lo anterior el almacenamiento a bajas temperaturas es considerado
eficaz para evitar la disminucién de las pérdidas de acido ascoérbico, en donde
la congelacién suele ser mejor (Rapisarda et al., 2008, Tavarini et al., 2008), y
al ser este un compuesto que contribuye a la capacidad antioxidante, su
conservacion es importante durante el manejo poscosecha hortalizas de hoja

(Shivashankara et al., 2004).
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Cuadro 4. Clordfila total y vitamina C en salvia almacenada durante 21 dias a 0,
6y23°C.

TEMP Dias de almacenamiento
°O 0 3 6 9 12 15 18 21

CLT (mg-100g™)

0 0.027* 0.024a* 0.027a 0.020a 0.011a 0.011la 0.009b 0.009b
0.023a 0.028a 0.014a 0.008a 0.011la 0.012a 0.016a

23 0.024a 0.023b 0.011b 0.006b 0.005b - -
DMSH 0.016 0.014 0.013 0.010 0.07 0.010 0.013

VitC (mg-100g™)

69.5 57.7a 53.7a 50.7b 44.1a 38.6a 28.3a 24.2a
49.4b 52.7a 53.0a 42.0ab 358b 27.8b 22.8b
23 51.2b 53.0a 52.0ab 42.7b 31.3c - -
DMSH 3.1 1.8 2.0 1.6 2.5 2.9 2.7

*No hay efecto de tratamientos, solo se reporta la media como referencia.
‘Medias con la misma letra dentro de columnas para cada periodo de
almacenamiento, son iguales (Tukey, P < 0.05). DMSH: Diferencia minima
significativa honesta. TEMP: temperatura de almacenamiento. CLT: clorofilas
totales, VitC: vitamina C.

Escala heddnica

Entre las diferentes caracteristicas sensoriales la apariencia y la frescura son
los atributos primordiales en la seleccién de hortalizas de hoja por parte de los
consumidores, que en la actualidad prefieren productos ricos en nutrientes y de
calidad (Trijp y Schifferstein, 2007). En cuanto a la apariencia visual, en este
trabajo se observan (Cuadro 5) diferencias estadisticas entre los tratamientos, a
partir de los 6 dda, donde el efecto de las bajas temperaturas (0 y 6 °C) reflejé

mejor calidad visual, con respecto al tratamiento de 23 °C en donde la calidad
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se perdié conforme transcurrié el tiempo de almacenamiento, comportamiento
gue puede estar relacionado con la disminucion de la tasa de degradacion de

clorofila, y algunos procesos implicados con la senescencia (Shewfelt, 2005).

Cuadro 5. Evaluacion heddnica en salvia almacenada durante 21 dias a0, 6y
23 °C.

TEMP Dias de almacenamiento

°O) 0 3 6 9 12 15 18 21
AV

0 9 9a’ 9a 9a 9a 8a 7a 7a

6 9a 9a 9a 9a 7b 6b 6b

23 9a 8b 6b 3b 2C 1c 1c
ECV

0 5 5a 5a 5a 4a 4a 4a 4a

6 5a 5a 5a da 3b 3b 3b

23 5a 5a 4b 3b 2C 2C 2C
AM

0 1 la la la 1b 1b 1c 1c

6 la la la 1b 1b 2b 2b

23 la la la 3a 3a 4a 4a
ABH

0 1 la la 2a 2a 3b 3b 3b

6 la la 2a 2a 3b 3b 3b

23 la la 2a 2a 4a 4a 4a

P

0 5 5a 5a 5a 5a 5a 4a 4a

6 5a 5a 5a 5a 5a 4a 4a

23 5a 5a 5a 1b 1b 1b 1b

*No hay efecto de tratamientos, solo se reporta la media como referencia.
‘Medias con la misma letra dentro de columnas para cada periodo de
almacenamiento, son iguales de acuerdo a la prueba de comparaciones de
medias de rangos (Kruskal-Wallis, P <0.05). TEMP: temperatura de
almacenamiento. AV: apariencia visual, ECV: escala de color visual, AM:
amarillamiento, ABH: absicion de hojas, P: pudriciones.
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Lo anterior coincide con Cruz et al., (2013) quiénes al almacenar menta a 6, 10
y 20 °C durante 15 dias encontraron que las bajas temperaturas favorecieron la
apariencia visual entre los 6 y 15 dias. Una caracteristica fundamental de
calidad en las hierbas frescas la constituye el color verde de sus hojas (Cantwell
y Reid, 2007); en este estudio se detectaron diferencias estadisticas después
de los 9 dias de almacenamiento, donde la conservacion a 23 °C promovio la
menor escala de color con respecto a las bajas temperaturas, tendencia que
continud hasta los 21 dda donde a 0 °C se registré estadisticamente el mayor
color verde en las hojas, mientras que a 23 °C en el que la pérdida evidente de
color fue acompafada con la aparicion de colores amarillentos mostrados
particularmente durante los tres ultimos periodos de evaluacion. En la abscision
de hojas se encontr6 que el tratamiento a 23 °C incrementd la caida a partir del
dia 15 de almacenamiento y contindo hasta los 18 y 21 dias. Con relacion a los
resultados obtenidos en salvia, Kenigsbuch et al. (2007) indican que las
hortalizas de hoja verde, se ven afectadas negativamente por el etileno, lo que
ocasiona sintomas como amarillamiento, caida de hojas y epinastia
(encurvamiento del peciolo). Por su parte, Nufiez et al. (2012) y Cruz et al.
(2013) indican que la temperatura es el factor mas importante que afecta la vida
de las hierbas frescas, como albahaca y menta, las cuales son susceptibles a
presentar cambios, por o que es indispensable su manejo mediante el uso de
refrigeracion y humedades relativas cercanas al punto de saturacion (98 a 100
%), con el fin de prolongar su vida utii y mantener la calidad de

comercializacion. En cuanto a la pudricion de salvia, no se encontraron
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diferencia estadistica del dia 3 al 9 de almacenamiento, no obstante, a partir del
dia 12 la conservacion a 23 °C promovio estadisticamente la mayor pudricion,
esto posiblemente ocurrié porque la descomposicion de los tejidos vegetales
tienden a reducir su actividad metabodlica cuando se someten a bajas

temperaturas (Montes y Arévalo 2009; Ortiz et al., 2011).

2.6 CONCLUSIONES
La conservacion de salvia a 0 °C durante 21 dias, permitio la menor pérdida de
peso de la hoja, y redujo la su tasa de respiracion y produccién de etileno.
La acidez titulable aumentd progresivamente a lo largo del periodo de
almacenamiento, sin embargo, a 0 °C mantuvo los niveles mas bajos de &cido
malico a la vez que conservo los valores mas altos de Vitamina C.
Los mayores valores de clorofila, cromaticidad y tonalidad se presentaron en las
muestras almacenadas a 6 °C, mientras que a 0 °C, a partir de los 18 dias de
almacenamiento, se redujo la cantidad de pigmento y color verde en las hojas.
El almacenamiento a bajas temperaturas mantuvo la calidad de la salvia hasta

por 12 dias, mientras que a 23 °C la calidad se perdio a partir de los 6 dias.
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CAPITULO 3.

ACTIVIDAD ENZIMATICA Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN SALVIA
ALMACENADA EN REFRIGERACION

ENZYME ACTIVITY AND ANTIOXIDANT CAPACITY IN COOLING STORED
SAGE
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3.1 RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del almacenamiento en
refrigeracion sobre la actividad antioxidante y actividad enzimatica de salvia.
Brotes terminales de salvia previamente empacados en bolsas de polietileno, se
almacenaron a 0, 6 y 23 °C (testigo), por 21 dias. Cada tercer dia, se evalud el
contenido de fenoles totales, capacidad antioxidante, actividad de las enzimas
superoxido dismutasa, catalasa, peroxidasa y polifenol oxidasa. Se utilizd un
disefio completamente al azar con cuatro repeticiones. En los resultados se
encontré que el almacenamiento a 6 °C afectd el contenido de fenoles totales,
asi como la actividad enzimatica de peroxidasa y polifenoloxidasa, e incremento
la actividad de catalasa y superdxido dismutasa, por lo cual, es recomendable el
almacenamiento de salvia a 0 °C para disminuir la actividad de las enzimas

oxidativas e incrementar la capacidad antioxidante.

Palabras clave: almacenamiento, fenoles, catalasa, superdxido dismutasa,

peroxidasa, polifenol oxidasa.
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3.2 ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of refrigerated storage on
antioxidant and enzymatic activity on sage. Terminal buds of sage prepackaged
in polyethylene bags, stored at 0, 6 and 23 ° C (control) for 21 days. Every third
day, the total phenolic content, antioxidant capacity, activity of peroxidase
enzymes superoxide dismutase, catalase and polyphenol oxidase was
evaluated. A completely randomized design with four replications. The storage
to 6 °C affect the total phenol content and the enzymatic activity of peroxidase
and polyphenol oxidase, and increased the activity of catalase and superoxide
dismutase, and therefore, it is recommended storage salvia 0 °C to decrease the

activity of oxidative enzymes and increase the antioxidant capacity.

.Key words: storage, phenols, catalase, superoxide dismutase, peroxidase,

polyphenol oxidase.
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3.3 INTRODUCCION

La investigacion sobre antioxidantes naturales y actividad enzimatica en
plantas, se ha incrementado considerablemente en los ultimos afios, debido a
que los de origen sintético son volatiles, se degradan facilmente a altas
temperaturas y generan efectos negativos en la salud (Rodriguez et al., 2010),
es por ello que, algunas plantas aromaticas, entre las que sobresalen:
albahaca, menta, orégano, tomillo y salvia, se han comenzado a estudiar con el
fin de evaluar su actividad antioxidante y enzimatica (Nickavar et al. 2008). En
el caso particular de la salvia, perteneciente a la familia Labiatae, ademés de
ser una planta que se emplea en la gastronomia para condimentar platillos, se
conoce que es benéfica para la salud, ya que se considera antidiabética,
antidiarreica, antiinflamatoria y antiséptica; también se utiliza en la industria
alimentaria, cosmética y en la elaboracion de licores (Melero et al. 2009).
Aunado a esto, se ha reportado que es una planta con alto contenido de
compuestos polifendlicos, minerales y antioxidantes (Pizzale et al., 2005; Bichra
et al., 2013). Es por ello, que en estudios relacionados con antioxidantes y
enzimas en plantas, una funcién primordial es la reducciéon de oxigeno a agua,
que ocurre secuencialmente. En este sentido, si la molécula de oxigeno sélo
recibe de uno a tres electrones, forma a las especies reactivas de oxigeno que
se encargan de incorporar a la molécula de peréxido de hidrégeno, que tiene
propiedades quimicas similares a las del superéxido, y facilmente puede formar
los radicales hidroxilo que son muy reactivos (Gonzalez et al., 2011). Las

especies reactivas de oxigeno juegan un papel importante en la sefalizacion de
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plantas, ya que controlan procesos como el crecimiento, el desarrollo, la
senescencia, la respuesta a estimulos ambientales tanto bidticos como
abidticos y la muerte celular programada (Bailey, 2006). Algunos cambios
abidticos tales como las bajas y altas temperaturas, el exceso de irradiacion, la
sequia, la salinidad, las heridas, la anoxia y los contaminantes naturales,
modifican el balance celular e incrementan la generacién de especies reactivas
de oxigeno, por lo que la respuesta de un tejido vegetal para producir estas
especies podria resultar no solo de la existencia y funcion de distintas
proteinas, sino también de la presencia 0 ausencia de antioxidantes en la
célula. Las especies reactivas de oxigeno se encuentran estrechamente
relacionadas con el retraso o inhibicidbn de la oxidacion de lipidos y otras
moléculas, que se acomparia por el deterioro progresivo de las plantas; también
se vinculan con el acelerado incremento celular que provoca enfermedades del
corazon y cancer (Rodriguez et al. 2010), es por ello que el consumo de
alimentos con alto contenido de antioxidantes permite prevenir estas
alteraciones (Erdemoglu et al. 2006). En este sentido, los sistemas de defensa
antioxidantes en las plantas implican, un sistema no enzimatico, donde se
promueve la sintesis de numerosos metabolitos secundarios (acidos fendlicos,
flavonoides, taninos y vitaminas) en la ruta de los fenilpropanoides (Yanishlieva
et al., 2006); y un sistema antioxidante basado en la actividad enzimatica que
se encuentra localizado en varios compartimentos celulares, en el que se
incluye a las enzimas superoxido dismutasa que convierte al superoxido a

H.O,, la peroxidasa que convierte el H,O, a agua y la catalasa que elimina a el
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H,O, (Oueslati et al., 2010). A pesar de estos estudios, no se conoce el
comportamiento enzimatico y antioxidante cuando las plantas se almacenan en
refrigeracion, por lo que se plantea la presente investigacion con el objetivo de
evaluar el efecto poscosecha de tres temperaturas de almacenamiento sobre la

actividad enzimatica y capacidad antioxidante en salvia.

3.4 MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utiliz6 Salvia de la especie officinalis, del ciclo primavera, con calidad de
exportacion, proporcionado por la empresa Glezte S.P.R. de R.L., localizada en
Axochiapan, Morelos. El 9 de mayo de 2012, después de cosechar la planta se
pre-enfrié6 durante 24 h a 5 °C; posteriormente, se empacaron 250 g de salvia
en bolsas de polietileno transparente de baja densidad con 3 perforaciones de
0.5 cm de diametro por lado.

Ubicacién del experimento y tratamientos

El material se traslad6 a los Laboratorios de Fisiologia de Frutales y de Usos
Multiples de la Universidad Autbnoma Chapingo. El experimento y analisis de
variables se realizé durante los meses de mayo a septiembre de 2012. La salvia
empacada se almacend durante veintiin dias, a temperaturas de 0 y 6 °C, en
camaras frigorificas y a 23 °C (tratamiento testigo); cada tercer dia cuatro

empaques por tratamiento se transfirieron a un ultracongelador (-20 °C).
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Variables

Las variables evaluadas fueron fenoles totales, capacidad antioxidante,
actividad enzimatica de catalasa, superoxido dismutasa, peroxidasa Yy
polifenoloxidasa; la primera se determing a partir del extracto de acetona y las
siguientes mediante polvo de acetona; los resultados de las variables se
reportaron con base al peso fresco. Se aplicOo un disefio experimental
completamente al azar de un factor (temperaturas de almacenamiento), con tres
niveles (0, 6 y 23 °C) y siete dias evaluados (3, 6, 9, 12, 15, 18 y 21 dias); la
unidad experimental consistié de un empaque con 250 g de salvia, con cuatro
repeticiones por tratamiento (cada repeticion con cuatro sub-repeticiones) por
dia de evaluacion.

Polvo de acetona

Con las muestras congeladas se elabord polvo de acetona (Alia et al., 2005);
para lo cual, 15 g de hojas (sin peciolo) mas 80 ml de acetona en congelacion
(-15 °C), se homogenizaron en licuadora por 25 segundos y se filtraron al vacio.
Después de homogenizar y filtrar en doce ocasiones, el extracto de acetona se
guardo en refrigeracion (412 °C); por otra parte, el polvo de acetona se dejé
secar por 15 minutos a temperatura ambiente (2312 °C), una vez seco se peso
y almacend en un ultracongelador (-20 °C). El peso del polvo de acetona se
determind en funcion de la relacion: peso fresco de hojas maceradas entre peso

del polvo seco.
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Fenoles totales

Se cuantificaron por el método de Folin y Ciocalteu (Waterman y Mole, 1994). A
0.1 ml de extracto de acetona se adicionaron 7.9 ml de agua desionizada y 0.5
ml del reactivo de Folin y Ciocalteu, la mezcla se agité vigorosamente y se
agregaron 1.5 ml de solucién de carbonato de sodio (20 %); posteriormente se
dejoé reposar por dos horas en oscuridad; después las muestras se leyeron a
760 nm en un espectrofotometro. Por medio de una curva patron de acido
tanico, los resultados se reportaron en mg/kg de peso fresco (mg/kg/pf).
Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determin6 de acuerdo con el método ABTS [2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)] Ozgen et al. (2006), en donde
una solucién de ABTS (7 mM) con persulfato de potasio (2.45 mM) se mantuvo
en oscuridad durante 24 h a temperatura ambiente; posteriormente la solucion
se diluyé con buffer fosfato (0.1 M, pH 7.4) hasta obtener un valor en
absorbancia de 0.700 nm * 0.02 en espectrofotbmetro calibrado a 734 nm.

El ensayo de las muestras se realizé con 2.9 ml de solucién de ABTS (a 700
nm) y 0.1 ml de extracto etandlico de polvo de acetona (0.05 g de polvo de
acetona en 5 ml de etanol, homogeneizados con 24 h de reposo), después de
dos horas, la lectura se realiz6 a 734 nm. La cuantificacion se hizé mediante
curva de calibracion con acido ascorbico, los valores se reportaron en mg de
actividad antioxidante equivalente a vitamina C/g de peso fresco

(mgVCEACI/qg /pfr).
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Superéxido dismutasa (EC. 1.15.1.1; SOD)

La extraccién de la SOD se realizé a partir de 0.05 g de polvo de acetona, al
cual se le adicionaron 5 ml de Buffer (0.1 M, pH 7.8) y se homogeneizaron por
20 s; a continuacion la mezcla se centrifugd a 12 000 x g a 4 °C por 30 min y se
almacené el sobrenadante. Para el ensayo enzimatico se empled la
metodologia propuesta por Beyer y Fridovich (1987), en la cual se mezclaron 27
ml de Buffer fosfatos (0.05 M, pH 7.8), que contenia 27 ml de Buffer (0.1 mM,
pH 7.8 + EDTA), 1.5 ml de L-metionina (30 mg / ml), 1 ml de nitro blue
tetrazolium (1.41 mg / ml) y 0.75 ml de Triton X-100 al 1 %. A 3 ml de esta
mezcla de reaccién se adicionaron 0.5 ml del sobrenadante y 0.03 ml de
riboflavina (4.4 mg / 100 ml); la mezcla se agit6 e ilumind por siete minutos con
luz fluorescente, y posteriormente las muestras se leyeron en absorbancia a
560 nm. La actividad enzimatica se reportd6 como unidad de actividad
enzimatica/mg de proteina (u / mg / prot), donde una u de superéxido dismutasa
es igual a la cantidad de sobrenadante que foto-inhibe el 50 % de la formacion

de Nitro Blue Tetrazolium formazan (Giannopolities y Ries, 1977).

El incremento en absorbancia debido a la formacién de Nitro Blue Tetrazolium
formazan por unidad de tiempo equivale a la velocidad de reaccién, y la
absorbancia en ausencia o en presencia de varias cantidades de superéxido
dismutasa se utilizé para determinar el numero de unidades/ml de superéxido

dismutasa en la solucion (Stauffer, 1989).
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Catalasa (EC. 1.11.1.6; CAT)

La CAT se extrajo a partir de 0.05 g de polvo de acetona, este se homogeneizé
con 5 ml de Tris-HCI (0.1 M, pH 8.5) que contenia 1 % de polivinilpirrolidona. La
mezcla se centrifugd a 12 000 x g por 40 min a 4 °C, se conservo el
sobrenadante. La actividad de catalasa se determind por el método descrito por
Blackwell et al. (1990), para lo cual, en una celda de cuarzo, se colocaron 3 ml
de amortiguador Tris-HCI (10 mM, pH 8.5) y 0.1 ml de H,0O, al 88 %; la reaccion
se inici6 al adicionar 0.1 ml del sobrenadante. Por Gltimo, se observo el cambio
en absorbancia de las muestras a 240 nm, tomando lecturas a los 20, 60 y 180
s. La actividad enzimatica se reporté como Unidad de actividad enzimética / mg
de proteina (U/mg/prot), donde una u es igual a la descomposicion de 1 ymol /

min de H-,0..

Peroxidasa (EC. 1.11.1.7; POD)

La POD se extrajo a partir de 0.05 g de polvo de acetona que se
homogeneizaron por 10 s, con 5 ml de Tris-HCI (0.1 M, pH 7.1) con 1 % de
polivinilpirrolidona, la mezcla se centrifugdé a 12 000 x g a 4 °C por 40 min, se
guardd el sobrenadante. Se aplic6 el método de Flurkey y Jen (1978), se
mezclaron 2.45 ml de amortiguador Tris-HCI (0.1 M, pH 7.1), 0.25 ml de
guayacol (0.1 M), 0.1 ml de H,0O; al 0.25 % y 0.2 ml del sobrenadante. En esta
mezcla, con un volumen total de 3 ml, se determiné el cambio de absorbancia a
470 nm y las lecturas de las muestras se realizaron a los 30, 120 y 180 s. La

actividad enzimatica se reporté como Unidad de actividad enzimatica / mg de
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proteina (U / mg / prot), donde una u es igual a la formacion de 1 ymol de
tetraguayacol / min.

Polifenoloxidasa (EC. 1.14.18.1; PFO)

La PFO se extrajo con el mismo procedimiento utilizado en la peroxidasa. La
actividad enzimatica de la polifenoloxidasa se evalué mediante el método
propuesto por Laminkanra (1995) en el cual se emplearon 3 ml de catecol (60
mM) disuelto en Buffer Tris-HCI (0.1 M, pH 7.1) y 0.2 ml del sobrenadante, con
esta mezcla se evaluo el cambio de absorbancia de las muestras a 420 nm,
tomando las lecturas a los 20, 60 y 120 s. La actividad enzimatica se reportd
como Unidad de actividad enzimatica / mg de proteina (U / mg / prot), donde
una U es igual a la formacion de 1 ymol de o-benzoquinona / min.

Anélisis Estadistico

Los datos obtenidos de cada variable por dia de evaluacién se sometieron a un
ANAVA vy prueba de medias de Tukey (p<0.05) con el paquete de analisis

estadistico SAS® (Statistical Analysis System, ver. 9.0) (SAS, 2002).

3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Fenoles totales

Entre los 3 y 15 dias de almacenamiento (dda), estadisticamente (a=0,05) el
menor contenido de fenoles se observd en hojas de salvia almacenadas a
23°C, con valores que oscilaron entre 4.17 a 4.09 mg/kg/Pf. Este

comportamiento se puede asociar con el aumento de la capacidad antioxidante,
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ya que en conjunto con algunas enzimas como superoxido dismutasa y
catalasa, pueden establecer la primera barrera de defensa contra el estrés
oxidativo que puede ser ocasionado por el efecto de las bajas temperaturas,
manteniendo estables los componentes de la pared y membrana celular
(Gonzélez et al., 2011). Por otra parte, se encontré que en salvia a los 9y 12
dda cada temperatura empleada fue estadisticamente diferente, observandose
la mayor cantidad de fenoles a 6 °C. Estos resultados se asemejan a lo
reportado por Martinez et al. (2013), en menta (Mentha x piperita L.)
almacenada por 15 dias, en donde el contenido de fenoles totales fue superior a
6 y 10 °C, a diferencia del testigo que presentd el valor mas bajo. En este
sentido, Kevers et al., 2007 indican que la estabilidad de los compuestos
fendlicos depende de factores como la temperatura de refrigeracion, la
humedad relativa y la disposicién de oxigeno; sin embargo, en productos como
el tomate de cascara, la uva de mesa y el brocoli se ha presentado un breve
aumento de los compuestos fendlicos durante los primeros dias de
almacenamiento. A los 18 y 21 dda, estadisticamente los valores mas altos en
el contenido de fenoles totales se obtuvieron de muestras almacenadas a 6 °C.
Este comportamiento quiza se debi6 a que el periodo de almacenamiento
influy6 sobre los fenoles totales, que en estas condiciones presentan un estado
de oxidacion intermedio con mayor actividad captadora de radicales, lo cual

promueve la oxidacion enzimatica (Kirca y Arslan, 2008).
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Capacidad antioxidante

La mayor capacidad antioxidante entre los 3 y 9 dda se observé en hojas
almacenadas a 23°C; a partir de los doce dias, los valores mas bajos s6lo se
reportaron en muestras almacenadas a 0 °C (Cuadro 1). Al respecto se ha
seflalado que la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales
aumenta cuando los productos son manejados a altas temperaturas, resultados
observados por Kevers et al. (2007) en esparrago, espinaca y apio
almacenados a temperatura ambiente por 22, 19 y 8 dias, respectivamente,
contrario a lo que sucede en otros frutos y vegetales de hoja verde cuando se
almacenan a +4 °C como es el caso de flamboyan, hojas de curry y mani cai
(Mathiventhan y Sivakanesan, 2013), o lechuga, pepino y tomate (Kevers et al.,
2007) donde los niveles se mantuvieron bajos debido a que las bajas
temperaturas retardan los procesos metabdlicos de las plantas (Mathiventhan y
Sivakanesan, 2013). A los 15 dda se presentaron diferencias estadisticas entre
las tres temperaturas empleadas, observandose que a 23 °C la capacidad
antioxidante fue mayor en comparacién con 0 °C y 6°C. Finalmente a los 18 y
21 dda la conservacion a 6°C permitio los valores mas altos, en estos dias en el
tratamiento a 23 °C las plantas no presentaron la calidad adecuada para ser
evaluadas. Autores como Patthamakanokporn et al. (2008) mencionan que la
alta capacidad antioxidante depende del contenido de fenoles totales, por lo que
hay una correlacion directa entre los fenoles y la actividad antioxidante
equivalente a vitamina C, situacion que concuerda con este trabajo para los

tratamientos a0y 6 °C entre los 6 y 12 dda.
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Cuadro 1. Fenoles totales y Capacidad antioxidante en salvia almacenada
durante 21 diasa 0, 6 y 23 °C.

TEMP Dias de almacenamiento
(°C) 0 3 6 9 12 15 18 21
FT (mg/kg/Pf)
4.52*
0 4.26a° 4.30a 4.28b 4.37b 4.39a 4.41b 4.46b
6 424a 4.28a 4.47a 445a 4.40a 4.43a 5.07a
23 4.17b  4.19b 4.15c 4.12c 4.09b - -
DMSH 0.2 0.2 0.3 0.3 0.3 0.2 0.2
CA (mg VCEACI/g /Pf)
53.75
0 49.68b 61.49b 63.36b 73.98b 59.88c 60.62b 53.42b
6 50.62b 65.13b 67.42b 82.19a 78.24b 72.16a 62.68a
23 63.74a 68.74a 74.26a 80.06a 88.57a - -
DMSH 6.7 4.6 55 4.2 5.2 4.9 4.6

*No hay efecto de tratamientos, solo se reporta la media como referencia.
‘Medias con la misma letra dentro de columnas para cada periodo de
almacenamiento, son iguales (Tukey, P < 0.05). DMSH: Diferencia minima
significativa honesta. TEMP: temperatura de almacenamiento. FT: Fenoles
totales CA: Capacidad antioxidante.

Superéxido dismutasa

En las plantas, los factores externos como la temperatura, humedad, luz,
patégenos y lesiones, inducen estrés oxidativo debido a un desequilibrio entre
la produccion de especies reactivas de oxigeno. Para que las plantas se
desintoxiquen de las especies reactivas de oxigeno dependen de la enzima
superéxido dismutasa (Huang et al., 2007). En este trabajo se encontré que el
tratamiento a 0 °C presentO estadisticamente la mayor actividad de superoxido

dismutasa (Cuadro 2). Sin embargo, a los 6 dda no se observaron diferencias
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estadisticas entre los tratamientos y a los 9 dda se observé que el tratamiento a
0°C presento los valores mas altos de SOD a diferencia de 6 y 23°C que fueron
estadisticamente iguales. Posteriormente, a los 12 y 15 dda, la mayor actividad
enzimatica se obtuvo de las muestras conservadas en refrigeracion, situacion
gue prevalecio hasta el ultimo muestreo donde la mayor actividad se present6
en las hojas refrigeradas a 0 °C, lo que pudo ocurrir debido a que las bajas
temperaturas pueden conferir proteccién contra un posible dafio a la membrana
celular, situacion que concuerda con Cuadra-Crespo y del Amor (2010) y
Oliveira et al. (2011), quienes al evaluar la actividad de la SOD en pimientos
verdes y acerola, almacenados a bajas temperaturas y alta humedad relativa,
observaron un incremento en su actividad sin que se presentaran dafios en la
apariencia. Estos resultados también coinciden con los reportados por Martinez
et al. (2013) quienes al almacenar menta durante 15 dias, encontraron que a 6
y 10 °C la actividad de la superoxido dismutasa fue estadisticamente superior
comparada con la gue se mantuvo a 20 °C. Con respecto a estos resultados, se
ha encontrado que la resistencia de las plantas a bajas temperaturas se
encuentra asociada a la actividad conjunta de las enzimas superéxido
dismutasa y catalasa, mas que a otros factores fisiol6gicos (Polata et al., 2009),
ya que constituyen la primera linea de defensa celular en contra de las especies
reactivas de oxigeno (Ferreira et al., 2012). Por su parte, el efecto del
almacenamiento a bajas temperaturas se encuentra asociado a un incremento
significativo de la actividad de la superéxido ismutasa y a la disminucion del

proceso de senescencia, por lo que, si esta enzima se encuentra activa, es
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posible que puedan retardarse los dafios causados por el envejecimiento de las

plantas (Balois et al., 2008).

Catalasa

La actividad de la catalasa (Cuadro 2) no presentd diferencias significativas
(a=0,05) a los 3 dda, lo que puede sugerir la estabilidad de la enzima al inicio
del experimento; no obstante, a partir de éste periodo y hasta los 15 dda, los
valores registrados de plantas refrigeradas (0 y 6 °C) fueron estadisticamente
mayores a las del testigo (23 °C), donde la conservaciéon a 0 °C fue la mayor
particularmente a los 15 y 18 dda, ya que en las ultimas evaluaciones las hojas
refrigeradas presentaron el mismo comportamiento. Este incremento de
catalasa probablemente ocurrié porque dicha enzima participa en el mecanismo
de defensa contra del estrés por frio (Polata et al., 2009). Estos resultados
coinciden con Duarte et al. (2005) quienes al almacenar pitaya amarilla
(Acanthocereus pitajaya) a diferentes temperaturas observaron un aumento de
la actividad de la catalasa a la mas baja temperatura probada, a diferencia de lo
reportado, Balois et al. (2008) indicaron que en frutos de pithaya (Hylocereus
undatus), la actividad de la catalasa no mostré una tendencia dependiente de la
temperatura o tiempo de almacenamiento con frio y que la inhibicion de la
actividad de la catalasa fue revertida parcial o totalmente con el
almacenamiento a 22+1 °C. Asi mismo, Oliveira et al. (2011) observaron en
acerola que la actividad de la catalasa fue minima independientemente de las
diferentes temperaturas de almacenamiento. Lo anterior indica que el

comportamiento de la catalasa puede ser dependiente de la especie, momento
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fisiolégico de cosecha y tiempo de almacenamiento, entre otros factores. La
tendencia del incremento de la catalasa a los 21 dias de evaluacion, con
respecto a los 15 dda sugiere que plantas senescentes la produccion en forma
natural de radicales libres en tejido que envejece, promueve una respuesta

antioxidante, incrementando la actividad de catalasa (Duarte et al., 2005).

Cuadro 2. Actividad de Superéxido dismutasa y Catalasa en salvia almacenada
durante 21 diasa 0, 6 y 23°C.

TEMP Dias de almacenamiento
(°C) 0 3 6 9 12 15 18 21
SOD (U/mg/prot)
5.4*
0 6.0a° 6.0a 3.8a 4.0a 5.6a 5.5a 5.8a
6 5.3b 5.9a 3.2b 3.9a 5.7a 5.0b 5.3b
23 5.2b 5.6a 3.4b 3.3b 4.2b - -
DMSH 0.9 0.8 0.7 0.7 0.8 0.7 0.8
CAT (U/mg /prot)
13.6
0 141a 14.2a 14.0a 13.4a 11.5a 8.9a 11.8a
6 13.9a 12.6a 14.0a 11.3b 9.8b 9.6a 13.9a
23 13.2a 9.4b 10.4b 9.0c 9.9b - -
DMSH 1.7 1.5 1.7 1.5 1.4 1.3 2.1

'No hay efecto de tratamientos, solo se reporta la media como referencia.
“Medias con la misma letra, dentro de columnas y dias de almacenamiento, son
estadisticamente iguales (Tukey con P<0.05). DMSH: Diferencia minima
significativa honesta. TEMP: Temperatura de almacenamiento, SOD:
Superéxido dismutasa, CAT: Catalasa.

Peroxidasa

Es bien conocido, que la peroxidasa participa en la construccion vy lignificacion
de la pared celular, en la biosintesis de etileno y peréxido de hidrégeno, la
regulacion de niveles de auxina, asi como en la proteccién contra el deterioro

de tejidos e infeccién por microorganismos patégenos.

56



Los resultados del presente estudio muestran que a los 3 dda se presentaron
diferencias estadisticas entre los tres tratamientos empleados (Cuadro 3),
registrandose la mayor actividad de la peroxidasa a 0 °C (con un valor de 39.0
U / mg / prot). Estos resultados coinciden con Martinez et al., 2013 quienes
encontraron que en menta almacenada por 15 dias, la actividad de la
peroxidasa fue mas alta a 6 y 10 °C que a 20 °C. En este sentido, el incremento
de la peroxidasa a bajas temperaturas es considerado una consecuencia de la
capacidad del sistema para retrasar la senescencia, ya que se encarga de
catalizar la descomposicion del peroxido de hidrogeno (Balouchi et al., 2011). A
partir de los 6 dda y hasta los 15 dda, las muestras almacenadas a 23°C
presentaron estadisticamente la mayor actividad de la peroxidasa, incrementos
que pueden estar asociados a la generacion de un estrés oxidativo provocado
por la exposicion del &rea foliar a condiciones no favorables de temperatura, por
lo que se puede generar una mayor liberacion de la peroxidasa al citoplasma,
incrementando su actividad (Able et al., 2005). En cuanto a los 18 y 21 dias de
almacenamiento a 0 °C se presentd un aumento significativo de la actividad de
la POD. Estos resultados coinciden con lo reportado por Balouchi et al. (2011)
quienes al almacenar floretes de brécoli por 40 dias, observaron que en los
ultimos dias de evaluacion, la baja temperatura (0 °C) produjo un aumento

significativo en la actividad de la enzima.
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Polifenoloxidasa

En este trabajo se observo que a los 3 dda el tratamiento a 23 °C, mostro la
mayor actividad de la polifenol oxidasa (Cuadro3), en comparacién con los
tratamientos a 0 y 6 °C, los cuales presentaron actividades estadisticamente si-
milares. A los 12 dda se presentd un comportamiento similar, aunque los
tratamientos a 6 y 23 °C fueron estadisticamente superiores comparados al de
0 °C. Al respecto, Hassanpour et al. (2012), mencionan que la polifenol oxidasa
se encuentra localizada exclusivamente en plastidios y es liberada al citosol
como consecuencia de dafios o del proceso de senescencia que esti
relacionado con la respiracién de la planta y que se acelera con las altas
temperaturas, generando productos de degradacion, que aumentan la
concentracion de sustratos provocando coloraciones oscuras en las hojas (De
Almeida, 2006). Los resultados a los 6, 9 y 15 dda indican que la mayor
actividad de la polifenol oxidasa fue obtenida en la salvia almacenada a 23 °C,
efecto similar a lo reportado por Martinez et al. (2013) quienes al almacenar
menta indican que a altas temperaturas, la actividad de la polifenol oxidasa se
incrementa rapidamente, por lo que puede existir una correlacion directa entre
la enzima y el aumento de la temperatura. A los 18 dda se presentd una
disminucién de la polifenol oxidasa por efecto de la baja temperatura, la cual fue
significativa a los 21 dda, donde el almacenamiento a 0 °C promovi6 la menor
actividad de la enzima. Este resultado coincide con Lépez et al. (2014) quienes
al almacenar albahaca observaron que la actividad de la polifenol oxidasa

disminuyo después de un periodo de 16 dias de almacenamiento. En este

58



sentido, cuando los tejidos vegetales son estresados por factores como el frio,
ocurren cambios en la intensidad respiratoria, acumulacion de compuestos

fendlicos y variaciones en la actividad de la polifenol oxidasa.

Cuadro 3. Actividad de Peroxidasa y Polifenol oxidasa en salvia almacenada
durante 21 diasa 0,6 Y 23 °C.

TEMP Dias de almacenamiento
°O 0 3 6 9 12 15 18 21
POD (U/mg/ prot)
27.3*
0 39.0a* 28.5ab 25.2b 33.1b 33.2b 46.9a 76.2a
6 30.3b 23.0b 16.8c 34.4b 34.3b 359b 40.4b
23 19.6c 32.8a 34.9a 40.0a 39.9a - -
DMSH 8.1 6.9 6.9 6.3 5.0 7.2 5.4
PFO (U/mg/prot)
15.4
0 13.7b  19.8b 20.6b 189b 13.4c 16.7a 17.3b
6 14.3b 109¢c 13.1c 27.1a 243b 20.7a 20.7a
23 21.3a 248a 279a 26.3a 28.5a - -
DMSH 3.4 4.5 4.8 3.9 2.9 4.2 2.9

'No hay efecto de tratamientos, solo se reporta la media como referencia.
“Medias con la misma letra, dentro de columnas y dias de almacenamiento, son
estadisticamente iguales (Tukey con P<0.05). DMSH: Diferencia minima
significativa honesta. TEMP: Temperatura de almacenamiento, PE: Peroxidasa,
PPO: Polifenoloxidasa.

3.6 CONCLUSIONES

El contenido de fenoles totales, la capacidad antioxidante, y la actividad
enzimatica de la peroxidasa y polifenol oxidasa fueron afectadas durante el

almacenamiento a 6 °C. La actividad de la catalasa y superéxido dismutasa a 0
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°C, fue mayor en comparacion con 6 y 23 °C; aunque a partir de los 18 dias de
almacenamiento fue en decremento. Se sugiere almacenar las plantas de salvia

a 0 °C para disminuir la activacion de los sistemas enzimaticos oxidativos.
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CAPITULO 4.

EL USO MEDICINAL, LA ACCION DE ACEITES ESENCIALES, EXTRACTOS
Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE SALVIA EN FRESCO

THE MEDICINAL USE, THE ACTION OF ESSENTIAL OILS, EXTRACTS AND
ANTIOXIDANT ACTIVITY IN FRESH SAGE
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4.1 RESUMEN

Esta revision se enfoca la evolucion de los estudios del uso medicinal de salvia,
la obtencion de aceites esenciales y extractos naturales desde los inicios del
afio 2000. Se presentan los principales hallazgos relacionados con la
evaluacion in vitro e in vivo de salvia con fines terapéuticos, el efecto antifingico
y antimicrobiano de los aceites esenciales y de los extractos. Los avances
recientes en la actividad antioxidante y su relacibn con los compuestos

fendlicosson reportados.

Palabras clave: Salvia officinalis L., uso medicinal, aceites esenciales,

antioxidantes.

4.2 ABSTRACT

This review focuses the evolution of studies medicinal use of sage, production of
essential oils and natural extracts from the beginning of 2000. The main findings
related to the in vitro and in vivo evaluation of sage are presented for therapeutic
purposes, the antifungal effect and antimicrobial essential oils and extracts.
Recent advances in antioxidant activity and its relationship with

phenolic compounds are reported.

Keywords: Salvia officinalis L., medicinal use, essential oils, antioxidants.
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4.3 INTRODUCCION

El estudio de salvia como herramienta eficaz del control de enfermedades y
como componente importante de la dieta humana, ha tenido gran relevancia
dentro de la medicina tradicional y en el campo de la fisiologia vegetal, debido a
la generacion de aceites esenciales y compuestos antioxidantes. Después de
caracterizar a la salvia con el nombre genérico del latin “salvare” (salvar, salud)
debido a las propiedades que se le atribuian por curar numerosas
enfermedades (Mendiola y Montalban, 2009), con el desarrollo de las técnicas
cientificas, se confirmaron muchas propiedades medicinales de esta planta, que
hasta entonces solo se sospechaban (Marie, 2009). Para el siglo XIX se
practicaron los primeros analisis quimicos de esencias y otros principios activos
de los vegetales y se desarroll6 la investigacion a escala mundial para conocer
la composicion quimica de las plantas, iniciando asi la base de la industria
farmacéutica, perfumera y condimentaria (Palacio, 2010). Recientemente, el
uso de las salvia en fresco tanto en la investigacion como en la cocina esta
cada vez més extendido (Mendiola y Montalban, 2009). La salvia es una planta
muy utilizada como condimento en la cocina mediterrdnea, incluyendo la cocina
francesa, italiana y portuguesa. Su uso en los alimentos es muy benéfico, no
sélo por el aroma y sabor que otorga a la comida, si no por sus propiedades
digestivas. Las investigaciones realizadas recientemente permiten considerarla
como una planta de suma importancia dado que la administracion de los
extractos naturales parece mejorar el rendimiento de la memoria en adultos

mayores, mientras que la toma de forma continua puede atenuar el declive por
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Alzheimer y la evaluacion de la actividad antioxidante revela que es fuente de
antioxidantes naturales. Es por ello, que el objetivo de este trabajo fue abordar
los principales aspectos de la importancia econdmica, el uso medicinal, la
obtencion de aceites esenciales, extractos y actividad antioxidante de salvia en

fresco.

4.4 IMPORTANCIA ECONOMICA

La salvia forma parte de la familia Labiatae, misma a la que pertenecen varias
plantas arométicas como el romero, tomillo y menta; la especie (officinalis) hace
referencia a sus propiedades medicinales. Es originaria del mediterraneo
oriental; se cultiva para la industria alimentaria, cosmética y para la elaboracién
de licores. Constituye un cultivo con buen potencial econdmico, pudiendo
acceder a mercados como Estados Unidos de América y la Unién Europea
(Coronado y Ugas, 2006). El principal origen de la salvia que se importa a
Estados Unidos es albanés, ya que este pais concentré el 58 % del valor
importado en 2010, siguen en importancia Turquia con el 27 %, Croacia con
10 % y México con 4 % (Sheng-Ji, 2006). Existe gran demanda en el mercado
de exportacion, especialmente el norteamericano, donde México es uno de los

principales proveedores de esta especie aromatica.

Segun el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera de la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA-

SIAP, 2013), son tres los estados de la republica mexicana los que producen
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salvia para exportacion, entre ellos se encuentran: Baja California Sur, Puebla y

Morelos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Cierre de la produccion agricola de salvia (2013)

Estado Superficie  Superficie Produccion Rendimiento Valor de
sembrada cosechada (ton) (ton/ha) produccién
(ha) (ha) (mdp)
Baja
California 31.50 31.50 100.75 3.20 1,473.05
Sur
Puebla 5.00 5.00 10.00 2.00 95,02
Morelos 2.00 2.00 8.00 1.00 73,02
Total 38.50 38.50 118.75 6.20 $1,641.09

Fuente: SIAP, 2013

A gran escala el aceite esencial se utliza en la industria farmacéutica,
alimentaria, perfumera y cosmética. Las hojas frescas son apreciadas en los
restaurantes gourmet por el realce de sabor en marinados, estofados, rellenos y
embutidos, ya que perfuman muy bien carnes blancas y pescados grasos
(Marie, 2009). En el sector alimentario la comercializacion de salvia ha
aumentado considerablemente, ya que para el afio 2000 solo se tenia una
produccién por ha de 28.96 ton, que para el 2013 aument6 a 110.75 ton, es
decir casi en un 80 %, lo cual ha se ve reflejado en el incremento del valor de
producciéon. Aunado a esto el que la planta en fresco, sea presentada al
mercado en bolsas y/o cajas de plastico etiquetadas, ha traido consigo un
aumento en el consumo. En el sector medicinal, se comercializa hoja seca

entera o pulverizada, extractos y aceite esencial. Para la industria perfumera, se
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distribuye el aceite esencial, cremas corporales, desodorantes o agua de

colonia (Palacio, 2010).

4.4.1 DESCRIPCION BOTANICA

La salvia es un arbusto que puede alcanzar 70 cm de altura (Fig. 1), muy
ramificado y aromatico, erguido, con las ramas extendidas y tomentosas
(Mendiola y Montalban, 2009). Los tallos son erectos, lefiosos en la base y
herbaceos en la punta. Presentan nudos salientes sobre los cuales se insertan
las hojas (Pierre y Gallouin, 2007). Las hojas son pecioladas, enteras, oblongas,
mas o menos estrechadas en la base, rugosas, verdosas por el haz y
pubescentes blanquecinas por el envés, con el borde finamente dentellado, con
la nervadura nitidamente marcada (Mendiola y Montalban, 2009). Miden
aproximadamente 2 cm de ancho y de 5 a 10 cm de largo. La epidermis
contiene numerosos pelos secretorios. El olor de la esencia, localizada bajo la
cuticula, se desprende por simple frotamiento. Las hojas mas jovenes son las
mas aromaticas (Pierre y Gallouin, 2007). Tiene flores agrupadas en 2 a 4 y
rara vez en 6 a 10 verticilos, dispuestos en espigas terminales, céliz pubescente
y glandular. Corola de 2 a 3 veces mas larga que el céliz, de hasta 35 mm de
longitud, con anillo peloso dentro del tubo, de color azul-violaceo, a veces
blanco o rosaceo. Los frutos son aquenios ovoideos (Mendiola y Montealban,
2009). Permanecen largo tiempo en el fondo del caliz y se separan en la

madurez (Pierre y Gallouin, 2007).
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Figura 1. Planta de salvia en las etapas de desarrollo y floraciéon (Fuente:
http://www.gyogyulasutjai.hu/ y www.jardineria.pro/plantas/salvia).

4.4.2 COMPOSICION QUIMICA

La salvia presenta una composicion quimica compleja con abundantes
metabolitos de naturaleza terpénica: monoterpenos Yy sesquiterpenos
constitutivos de sus aceites esenciales, diterpenos (carnosol, rosmanol,
epirrosmanol, acido carndsico) y triterpenos derivados del ursano y oleanano.
Ademas posee abundantes compuestos fendlicos: flavonoides con
sustituyentes sobre el C-6 y acidos fendlicos, principalmente acido rosmarinico.
Contiene aceite esencial (0.8-2.5 %), taninos condensados (3-7 %,
salviatanino), acidos fendlicos (rosmarinico, cafeico, clorogénico, ferdlico, etc.),
flavonoides (1-3 %, luteolina, apigenina, genkwanina, hispidulina, cirsimaritina,
5,6,7-4’-tetrametoxiflavona [5-O-metilsalvigenina], nepetina, cirsiliol y sus
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heterdsidos), D-glucésidos de timol, mentol y tuyol, diterpenos (carnosol, acido
carndsico y rosmanol), triterpenos (a- amirina y b-amirina, betulina y acidos
ursolico y oleandlico y sus derivados hidroxilados), fitosteroles (b-sitosterol,
estigmasterol) (Newman, 2013; Reinhard, 2012). Los componentes mayoritarios
del aceite esencial (Cuadro 2), cuyo contenido minimo no debe ser inferior al
1.5 % (V/m), son por lo general cetonas monoterpénicas biciclicas: a-tuyona, y
en menor proporcion, b-tuyona. Ademas contiene alcanfor, 1,8-cineol y borneol

libre y esterificado.

Cuadro 2. Composicion quimica del aceite esencial de Salvia officinalis.

Porcentaje (%) salvia
a-tuyona 18-43
B-tuyona 3-8,5
alcanfor 4,5-245
1,8-cineol 5,5-13
humuleno 0-12
a-pineno 1-6,5
canfeno 1,5-7
limoneno 0,5-3

linalol <1
acetato de bornilo <2,5

Fuente: Ortega y Carretero, 2012

Sin embargo, la composicion de este aceite esencial varia considerablemente
segun el organo vegetal utilizado en la extraccion y la estacion del afio en que
se haya recolectado. Por ejemplo, en estudios realizados sobre distintos

cultivos de Salvia officinalis se ha comprobado que entre diciembre y abril

72



desciende significativamente la concentracion de monoterpenos oxigenados (a-
tuyona y alcanfor) y aumenta el porcentaje de hidrocarburos monoterpénicos (a-

pineno y b-pineno y canfeno) (Santos y Fernandes, 2007).

4.4.3 USO MEDICINAL

A la Salvia officinalis le han sido atribuidas numerosas actividades
farmacolégicas en la medicina tradicional; sin embargo, sélo algunas han sido
validadas cientificamente. Las hojas manifiestan actividad antibacteriana,
fungistatica y virostatica. Es ademas astringente e inhibidora de la sudoracion.
Estudios realizados en animales de experimentacién (cobayos) han demostrado
la actividad espasmolitica del aceite esencial, parece ser que el efecto se debe
a la presencia de alcanfor y acetato de bornilo. Por otra parte, el extracto
hidroalcohdlico es capaz de inhibir las contracciones inducidas por serotonina y
acetilcolina, que se debe al efecto a los compuestos fendlicos (Newall, 2006).
Relacionado con esta actividad relajante de musculatura lisa intestinal hay que
destacar el trabajo de Todorov et al. (2007), que demuestra la actividad
hipotensora en gatos del extracto hidro-alcohdlico de esta planta, ya que tanto
esta especie como Salvia triloba son capaces de inhibir las contracciones
inducidas por acetilcolina, histamina, serotonina y BaCl,. También se ha
comprobado en animales de experimentacion la actividad antiinflamatoria; la
aplicaciobn tdépica de los extractos hexanico y cloroférmico redujo
significativamente el edema inducido por aceite de crotén en oreja de raton y
resultan inactivos tanto el extracto metandlico como el aceite esencial. Esta

actividad antiinflamatoria parece estar relacionada con la presencia en los
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extractos de componentes tritriterpénicos como el acido ursoélico (Baricevic et
al., 2007). La presencia de un elevado niumero de compuestos terpénicos le

confiere una importante actividad antiséptica.

Sus efectos sobre la transpiracion se pusieron de manifiesto mediante un
ensayo realizado en Alemania sobre ocho pacientes con hiperhidrosis. El
tratamiento con extracto seco e infusion (equivalentes a 2.5 g y 4.5 g de hoja
seca respectivamente) redujeron la sudoracién de forma significativa (< 50 %)

(Blumenthal et al., 2008).

La salvia ha demostrado también poseer gran utilidad en el tratamiento de
algunos sintomas de la menopausia, como son los sofocos o la sudoracion, al
disminuir estos sintomas. En un ensayo clinico realizado con 30 mujeres
menopausicas a las que se administré un preparado que contenia extractos de
alfalfa y salvia, se comprobd una disminucion de los sintomas (sofocos), a la
que parece afiadirse una ligera actividad antidopaminérgica central (De Leo et
al., 2008). El extracto de salvia también puede utilizarse como medio de
transporte para mantener vivas las células del ligamento periodontal, ya que
posee actividad antimicrobiana, antiinflamatoria y antioxidante, esta Ultima

propiedad atribuida a sus componentes (Ozan et al., 2008).

Por su parte, el uso in vitro utilizando aceites esenciales de S. officinalis,
permite comprobar las propiedades antimicrobianas sobre Escherichia coli,
Salmonella typha, Salmonella enteritidis y Shigella sonei, ademas se demostré

su actividad antifungica y antioxidante (Bozin et al., 2007).
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Algunos compuestos activos de salvia como el acido oleico y otros
triterpenoides presentan una alta actividad antimicrobiana frente a Escherichia
coli, Pseudomona aeruginosa y Serratia marcescens. Por su parte el carnosol,
no posee este tipo de actividad pero puede potenciar a los aminoglucésidos que

atacan microorganismos patégenos (Muttalib y Agishbandi, 2012).

En general, los experimentos enfocados a conocer los efectos de la salvia en la
salud han sido herramientas valiosas en la dilucidacion de las propiedades
curativas de esta planta, ya que puede ser utilizada en la préactica clinica para
disminuir el indice de gingivitis en adultos, mediante una pasta espesa que se
obtiene de la maceracion de las hojas (Valenzuela et al., 2011). Algunos
estudios in vitro sugieren que el acido betaursélico aislado de salvia tiene
accion antitumoral, asi como un efecto antimicrobiano frente a diversos tipos de
patdgenos transmitidos por alimentos como klebsiella, enterobacter, escherichia
coli, salmonella typhi, shigella sonei, proteus mirabilis y morganella, antiviral
contra herpes (Lépez et al., 2013). Otros compuestos como el borneol y el acido
ursélico extraidos de la salvia tienen un efecto antiinflamatorio mayor. Por otro
lado, se le atribuye al &cido rosmarinico incrementar la retencion de la memoria,
ya que en Iran se hizo un estudio con un grupo de personas con Alzhaimer
moderado, en donde todos los pacientes mostraron mejorias después de 16
semanas de administrarseles el extracto natural de salvia (Davut y Ozgiiven,
2011). Las flores de salvia también son valiosas, es por ello que se han
obtenido comprimidos que muestran un efecto regulador de la tension arterial,

es activador de la circulacién y ayuda a combatir la cicatrizacion insuficiente
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(Lopez et al., 2013). Estos hallazgos en la investigacion médica han permitido
establecer que el uso de salvia en sus distintas presentaciones (infusiones,
pomadas, pastas y pastillas), permite tener un efecto benéfico a largo plazo
para la salud.

4.4.4 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales (AE) son metabolitos secundarios sintetizados por las
plantas, cuando se activan mecanismos de defensa como respuesta a factores
ambientales y ecologicos, estos presentan roles de defensa, atraccion de
polinizadores, entre otros. Son inflamables, no son tdéxicos, aunque pueden
provocar alergias en personas sensibles a determinados terpenoides. Son
inocuos, mientras la dosis suministrada no supere los limites de toxicidad.
Sufren degradacion quimica en presencia de la luz solar, del aire, del calor, de
acidos y Aalcalis fuertes, generando oligdmeros de naturaleza indeterminada
(Saldarriaga et al., 2010). Se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes
partes de la planta: en las hojas, raices, en las semillas, en el tallo y en las
flores.

Los AE constituyen mezclas multicompuestas de mono, diterpenoides o
derivados de fenilpropano (fenoles). Quimicamente, pueden ser hidrocarburos,
alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y éteres. Algunos aceites esenciales
contienen un gran nimero de compuestos; sin embargo, por lo general un Unico
compuesto es el responsables de su sabor y de la actividad farmacolégica. El
porcentaje de componente individual en el aceite esencial es variable y

depende de factores genéticos y ambientales (Shen-Ji, 2006).
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Las diferencias en la evaluacion cualitativa y cuantitativa de la composicion del
aceite esencial es causada por el procedimiento de extraccion (Newman, 2013).
El método mas utilizado para los aceites esenciales de extraccion es
hidrodestilacién, mientras que las técnicas mas modernas se realizan en fase
sélida, entre ellas se encuentran la micro extraccion (SPME) y la extraccion

asistida por microondas (MAE) (Bozin et al., 2013).

El aceite esencial de salvia tiene actividad antimicrobiana sobre
microorganismos transmitidos por alimentos con alto potencial patogénico en
humanos, debido al amplio espectro de inhibicién sobre microorganismos Gram
positivos y Gram negativos (Saldarriaga et al., 2010), por lo que puede ser
utiizado para mejorar la inocuidad y tiempo de vida utii de productos
alimenticios. La cantidad de aceite esencial en esta planta incrementa cuando
en el terreno de cultivo se bioinoculan rizobacterias como Azospirillum
brasilense y Pseudomonas fluorescens, ya que éstas actian como fertilizantes
permitiendo alcanzar mayor peso y longitud de la planta, lo cual ocasiona un
aumentd en la relacion hojas/planta hasta en 100 %, promoviéndose en 65 % la

produccion de aceites esenciales (Kannan y Ponmurugan, 2010).

El aceite esencial de salvia tiene actividad antimicrobiana contra
microorganismos patdgenos causantes de enfermedades transmitidas por
alimentos, logrando un efecto bactericida mayor que el de los conservadores
guimicos convencionales utilizados en la industria de alimentos, asi que los
aceites esenciales pueden convertirse en una excelente alternativa para

mejorar la inocuidad y el tiempo de vida util de los alimentos, teniendo en
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cuenta la baja actividad de conservantes quimicos como: acido ascorbico, acido
benzoico, benzoato de sodio y sorbato de potasio y nisina, evaluados sobre
este tipo de microorganismos; por lo que permiten dar respuesta a las
necesidades de la industria alimentaria en lo referente al uso de conservadores
de origen natural y sin riesgo para la salud de los consumidores (Lépez et al.,

2013).

Los aceites esenciales obtenidos mediante hidro-destilacion de hojas de salvia
en concentraciones de 0.5 % y 1 %, dan lugar a la reduccion en la viabilidad
superior a 5 y 4 unidades (log/ml) para bacterias estandar y hongos presentes
en los alimentos, dentro de un tiempo de contacto de 5 min y mediante el uso
de un aspersor de aire y un dispensador de aroma de AE se puede reducir el
recuento microbiano total después de una residencia de 1, 6 y 24 h. Esto apoya
el uso del aceite esencial de salvia como desinfectante ecoldgico para gestionar
los microbios transportados por el aire (Baricevic et al., 2009). De este modo el
AE de salvia puede ser un recurso valioso a nivel mundial para los agricultores
que exportan esta aromatica, debido a que los aceites esenciales de esta planta
son mezclas complejas que pueden poseer actividades antioxidantes y anti-
inflamatorias de interés en las industrias alimentaria y cosmética, asi como en el

campo de la salud humana.
4.4.5 EXTRACTOS NATURALES
Los extractos de salvia se utilizan desde la antigiiedad para la cura de multiples

enfermedades. Se obtienen mediante la separacion de porciones
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biologicamente activas presentes en los tejidos de la planta, con el uso de un
solvente (alcohol, agua o la mezcla de estos u otro solvente selectivo) y un
proceso de extraccion adecuado. Para la industria farmacéutica la salvia es una
fuente de nuevas moléculas que permiten obtener productos farmacéuticos con
menores efectos secundarios que satisfacen las necesidades crecientes del uso
de productos naturales. Los extractos acuosos son antisépticos y ademas
poseen actividad antioxidante debido a los acidos fendlicos libres que
contienen, especialmente el acido rosmarinico que ha mostrado una capacidad

antioxidante similar al &cido ascorbico (Wang et al., 2008).

Los extractos de etanol a partir de hojas de salvia muestran diferentes efectos
antifingicos contra las células de levaduras (Saccharomyces cerevisiae). La
mayor capacidad inhibidora de crecimiento se ha encontrado en los extractos
obtenidos con etanol al 90 %, que bajo estas condiciones las células de la
levadura son mas susceptibles a dafios metabdlicos o estructurales (Farcasanu

y Oprea, 2006).

A partir de extractos de salvia obtenidos mediante las técnicas de maceracion
clasica y ultrasénica, es posible conseguir cantidades considerables de
flavonoides por lo que esta planta puede ser utilizada a nivel industrial para
conseguir un gran niumero de estos metabolitos secundarios (Dragan et al.,
2007). Por otro lado, mediante destilacion es posible detectar varios
compuestos quimicos a partir del extracto de las hojas frescas de salvia, los
cuales tienen efecto inhibitorio en suspensiones de bacterias gram positivas y

gram negativas, entre ellas Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Escherichia coli y
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Shigella sonnei, ya que no permitieron que crecieran halos de bacterias en

medio de cultivo después de 24 horas (Lopez et al., 2013).

El extracto acuoso tomado de las partes aéreas de salvia (en concentraciones
de 6, 12, 25 y 50 %) y agua destilada (testigo) tiene un fuerte efecto alopatico
sobre la germinacion de semillas de cebada (Hordeum vulgare) y verdolaga
(Portulaca oleracea), de tal manera que la comparacion entre tratamientos
indica que la reduccion del porcentaje de germinacién de semillas ocurre en el
extracto al 5 % en comparacion con el control, por lo que a mayor porcentaje de

extracto se tiene una mayor germinacion de semillas (Bajalan et al., 2013).

4.4.6 ANTIOXIDANTES

Las reacciones de oxidacion observados en los productos alimenticios, aunque
no sean catalizadas por enzimas, con frecuencia interfieren sus cualidades
nutricionales y organolépticas. Operaciones de procesamiento tales como pelar,
cortar y triturar inducen pardeamiento enzimatico y aceleran la sintesis de
etileno, la respiraciéon, el ablandamiento y la contaminacion microbiana, por
consiguiente, disminuye la calidad nutricional y la seguridad de los alimentos
debido a la formacion de compuestos secundarios, potencialmente tdxicos
(Newman et al., 2018). Recientemente, varios antioxidantes sintéticos se han
utilizado para reducir el deterioro de los alimentos como son los suplementos
alimenticios. Sin embargo, se ha demostrado que ejercen varios efectos nocivos
en los seres humanos. Por lo tanto, hay una gran demanda de los
consumidores de la sustitucion de los antioxidantes sintéticos mediante el uso

de agentes oxidantes naturales. Es por ello, que la salvia es considerada como
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una fuente potencial de antioxidantes naturales debido a su riqgueza en
compuestos fenodlicos y marcada actividad antioxidante (Bichra et al., 2013). En
este sentido, el extracto etandlico de salvia (400 mg/g) aplicado en muestras de
mayonesa almacenadas permitio tener un efecto antioxidante excelente en la
estabilidad de mayonesa, ya que disminuyd el porcentaje de perdxidos y de
malonaldehidos después del periodo de almacenamiento, por lo que el extracto
de salvia puede ser utilizado como antioxidante natural en la industria

alimentaria (Newman et al., 2013).

Los extractos de salvia combinados con diferentes solventes y ultrafiltrados con
miliporo, son eficaces en cuanto al flujo y el grado de retencion de compuestos
bioactivos, lo cual provoca una alta actividad antioxidante que esta directamente
relacionada con los compuestos fendlicos, lo que permite contribuir con la
actividad de captacion de radicales libres, por lo que se puede considerar como
un recurso para algunas aplicaciones en la medicina tradicional (Paun et al.,

2009).

En los dltimos afios, los extractos de salvia han aparecido en el mercado como
antioxidantes para la industria alimentaria. En particular, la familia Labiatae a la
gue pertenece esta planta es bien conocida por sus propiedades antioxidantes.
Es por ello que, los extractos metandlicos de salvia analizados mediante HPLC
muestran que esta aromatica tiene una alta actividad antioxidante debido a la
gran cantidad de compuestos fendélicos como son el acido carndsico, carnosol y

carnosato de metilo (Pizzale et al., 2012).
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La salvia ha sido utilizada en la medicina tradicional por sus propiedades
antioxidantes y es considerada una planta quimiopreventiva, ya que el uso del
extracto acuoso en animales de experimentacion (ratas albinas Winstar) ha
permitido evaluar su efecto ante el estrés oxidativo y la genotoxicidad, al
dosificar a las ratas oralmente con el extracto (50, 100 y 150 mg / kg de peso
corporal) durante 7 dias antes de la administracion de una sola dosis
intraperitoneal de ciclofosfamida (CYP) (40 mg / kg de peso corporal). De esta
manera, se reveld que todas las dosis del extracto probado presentan actividad
genotoxica; ademas, las dosis mas altas restauran los marcadores de estrés
oxidativo en ratas tratadas con CYP. En relacidbn con estos hallazgos, el
extracto de la planta exhibié alta capacidad antioxidante. Estos aspectos
sugieren que el extracto metandlico de Salvia officinalis tiene una proteccion
efectiva contra el estrés oxidativo inducido por el CYP y la genotoxicidad a

través de su propiedad antioxidante (Ustiin et al., 2012).

4.5 CONCLUSIONES

Se han encontrado progresos recientes en el area de la medicina y fisiologia
vegetal, asi como de los mecanismos de accion de los compuestos activos de
plantas como la salvia, especialmente a partir del afio 2000, cuando aparecen
publicados estudios relacionados con el uso medicinal, el efecto de extractos y
aceites esenciales desde el punto de vista biolégico y como producto para
combatir algunas enfermedades, asi como su actividad antioxidante ante los
procesos oxidativos no s6lo en humanos sino en la planta. Sin embargo, aun los

resultados son insuficientes para la comprension a gran escala del papel de
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todos los compuestos antes mencionados en la salvia. En particular, las
limitaciones que se han encontrado hasta la fecha, en México, para conocer a
fondo el potencial para combatir problemas cronicos en los humanos, animales
y en algunos agentes patdégenos como son bacterias y hongos presentes en
otros productos, sugieren la necesidad de utilizar nuevas herramientas para la
mejor caracterizacion, la realizacion de extractos con fines medicinales, el uso
de aceites esenciales como control biologico de patdogenos para prolongar la

vida Gtil de alimentos y su efecto antioxidante en el sector salud.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

El almacenamiento bajo refrigeracién permitié prolongar la vida poscosecha de
la salvia. La refrigeracién a 0°C fue la mejor, ya que preservé las caracteristicas
fisicoquimicas, fisiolégicas, bioguimicas y sensoriales de la salvia por 15 dias
de almacenamiento; contrario al tratamiento a 23°C (temperatura ambiente) en
donde la calidad de la planta s6lo se mantuvo durante 6 dias de
almacenamiento. La capacidad antioxidante bajo refrigeracion presenté una
decremento después de que disminuyé el contenido de fenoles totales, esto
sugiere que probablemente la capacidad antioxidante depende del contenido
fendlico total, sin embargo, aumentd la actividad enzimatica de la catalasa y
disminuyé la actividad de la superdéxido dismutasa. La actividad de la
peroxidasa y de la polifenoloxidasa disminuyé durante el almacenamiento en

refrigeracion.
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7. ANEXOS

Cuadro 1A. Estadistico To de la evaluacion hedoénica en salvia almacenada
durante 21 dias a0, 6y 23°C.

DDA CVv ECV AM ABH P
3 9.0 5.0** 1.0* 0 0
6 8.66 5.0** 1.0* 0 0
9 8.0** 4.66** 1.0* 4.0* 1.0*
12 6.0** 3.33* 1.66* 4.0* 1.0*
15 5.33** 3.0* 1.66* 3.66* 1.0*
18 4.66** 3.0* 2.33* 3.0* 2.33*
21 4.66** 3.0* 2.33* 2.33* 1.66*

DDA: dias de almacenamiento; AV: apariencia visual, ECV: escala de color

visual, AM: amarillamiento, ABH: abscision de hojas, P: pudriciones.

*: significativo a una P<0.05 y **: significativo a una P<0.01.
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Cuadro 2A. Grados de libertad, suma de cuadrados y significancia estadistica de las
variables fisioldgicas evaluadas en salvia almacenada durante 21 dias a 0, 6°C y 23°C.

FV GL PP (%) GL TR (mICO,kg™h™)  PE (MICHskg™h™)
3 dias de almacenamiento
T 2 4 .52%* 17.18NS 0.00011*
Error 9 4.70 2378.5 0.0017
Total 11
Media 2.33 18.16 0.005
CV (%) 31.0 28.2 2.47
6 dias de almacenamiento
T 2 36.7"° 47.3" 0.00040*
Error 9 10.0 72.5 0.0092
Total 11
Media 3.81 17.8 0.005
CV (%) 27.6 15.9 1.90
9 dias de almacenamiento
T 2 93.4™ 13.1"° 0.0032*
Error 9 17.9 87.7 0.0013
Total 11
Media 5.92 19.0 0.004
CV (%) 23.8 16.4 2.71
12 dias de almacenamiento
T 2 293.7NS 155.6NS 0.0084*
Error 9 41.4 19.6 0.0052
Total 11
Media 8.61 21.8 0.004
CV (%) 24.9 6.75 1.82
15 dias de almacenamiento
T 2 470.4NS 411.9NS 0.0016*
Error 9 37.7 71.2 0.0013
Total 11
Media 12.2 20.3 0.003
CV (%) 16.7 13.8 3.41
18 dias de almacenamiento
T 804.3"° 1 34.8NS 0.0014*
Error 26.2 6 1.82 0.0018
Total 7
Media 14.9 23.7 0.003
CV (%) 11.4 2.32 1.59
21 dias de almacenamiento
T 6.7 1 7.44%% 0.0020*
Error 31.3 6 1.86 0.0016
Total 7
Media 16.0 22.2 0.003
CV(%) 11.6 2.49 1.65

FV: Factor de variacion; GL: Grados de libertad, PP: pérdida de peso, TR: tasa de respiracion,
PE: produccion de etileno, T: tratamientos; CV: coeficiente de variacion (%), "~ significativo a una

P<0.05 y " significativo a una P<0.01; NS: no significativo.
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Cuadro 3A. Grados de libertad, suma de cuadrados y significancia estadistica de las
variables fisicoquimicas evaluadas en salvia almacenada durante 21 dias a 0, 6°C y 23°C.

F.V. GL SST AT GL *L *C °h
3 dias de almacenamiento
T 2 0.20* 2.83* 2 9.2 1.05* 5.66**
Error 45 21.9 0.81 9 452 17.7 9.46
Total 47 11
Media 7.37 0.59 41.1 19.7 111.2
CV (%) 9.47 22.6 1.72 7.13 0.92
6 dias de almacenamiento
T 2 0.04* 0.09* 2 0.40* 0.32* 6.93**
Error 45 23.7 0.30 9 3.65 21.7 9.91
Total 47 11
Media 7.30 0.57 41.1 19.3 110.0
CV (%) 0.93 14.4 1.54 8.03 0.95
9 dias de almacenamiento
T 2 0.01* 0.007* 2 12.4™° 2.74* 15.4™°
Error 45 6.89 0.19 9 9.07 17.1 19.7
Total 47 11
Media 7.22 0.53 41.3 18.8 109.4
CV (%) 5.41 12.2 2.42 7.30 1.35
12 dias de almacenamiento
T 2 0.005* 0.37* 2 3.51* 6.36** 26.3"°
Error 45 3.92 0.12 9 4.03 17.0 34.7
Total 47 11
Media 7.18 0.52 41.7 19.3 109.1
CV (%) 4.11 10.2 1.60 7.11 1.79
15 dias de almacenamiento
T 2 0.45* 0.094* 2 3.18* 8.98"° 58.5"°
Error 45 4.66 0.080 9 3.31 14.1 15.8
Total 47 11
Media 6.64 0.41 41.9 19.6 108.4
CV (%) 4.84 10.2 144 6.39 1.22
18 dias de almacenamiento
T 1 0.19* 0.021* 2 0.45* 2.88* 0.08*
Error 30 1.49 0.047 9 1.00 1.68 2.33
Total 31 11
Media 6.43 0.32 41.4 18.3 109.4
CV (%) 3.47 0.30 0.98 2.88 0.57
21 dias de almacenamiento
T 1 0.001*  0.00005* 2 0.04* 4.96** 0.005*
Error 30 0.59 0.036 9 1.55 2.90 2.95
Total 31 11
Media 6.19 0.29 42.0 20.1 106.9
CV (%) 2.27 11.8 1.20 3.44 0.65

FV: Factor de variaciéon; GL: Grados de libertad, SST: solidos solubles totales, AT: acidez
titulable, *L: Brillantez, *C: cromaticidad, °h: tonalidad. T: tratamientos; CV: coeficiente de

variacion (%), *:significativo auna P<0.05 y " ‘significativo a una P<0.01; NS: no significativo.
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Cuadro 4A. Grados de libertad, suma de cuadrados y significancia estadistica de las

variables bioquimicas evaluadas en salvia almacenada durante 21 dias a 0, 6°C y 23°C.

FV GL CLT ViC
3 dias de almacenamiento
T 2 0.000005* 8009.8"°
Error 45 0.0001 624.1
Total 47
Media 0.02 59.4
CV (%) 7.4 6.2
6 dias de almacenamiento
T 2 0.0001* 9.96""°
Error 45 0.0001 212.9
Total 47
Media 0.02 53.1
CV (%) 5.5 4.0
9 dias de almacenamiento
T 2 0.0004* 351"
Error 45 0.0008 250.0
Total 47
Media 0.015 51.7
CV (%) 27.3 4.5
12 dias de almacenamiento
T 2 0.00008* 35.8"™
Error 45 0.00008 174.6
Total 47
Media 0.01 42.9
CV (%) 12.6 45
15 dias de almacenamiento
T 2 0.00009* 428.2™
Error 45 0.00008 388.6
Total 47
Media 0.01 36.2
CV (%) 12.0 8.3
18 dias de almacenamiento
T 1 0.00005* 175
Error 30 0.0002 87.3
Total 31
Media 0.01 29.0
CV (%) 22.8 5.8
21 dias de almacenamiento
T 1 0.0004* 16.0"
Error 30 0.0002 441.3
Total 31
Media 0.01 235
CV(%) 20.2 16.3

FV: Factor de variacién; GL: Grados de libertad, CLT: clorofila total, ViC: vitamina C, T:
tratamientos; CV: coeficiente de variacién (%), ~ significativo a una P<0.05 y = significativo a
una P<0.01; NS: no significativo.
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Cuadro 5A. Grados de libertad, suma de cuadrados y significancia estadistica de fenoles
totales y capacidad antioxidante en salvia almacenada durante 21 dias a 0, 6°C y 23°C.

FV GL FT CA
3 dias de almacenamiento
T 2 0.022* 0.22*
Error 45 0.090 1.51
Total a7
Media 0.17 2.01
CV (%) 25.0 9.1
6 dias de almacenamiento
T 2 0.027* 2.87*
Error 45 0.23 4.41
Total 47
Media 0.2 2.09
CV (%) 32.3 14.9
9 dias de almacenamiento
T 2 0.042* 0.59*
Error 45 0.079 4.34
Total 47
Media 0.19 1.77
CV (%) 21.8 17.5
12 dias de almacenamiento
T 2 0.008* 0.63*
Error 45 0.17 2.18
Total 47
Media 0.27 2.31
CV (%) 225 9.5
15 dias de almacenamiento
T 2 0.012* 0.66*
Error 45 0.26 2.15
Total 47
Media 0.26 2.65
CV (%) 29.3 8.2
18 dias de almacenamiento
T 1 0.006* 0.03*
Error 30 0.16 1.15
Total 31
Media 0.26 2.71
CV (%) 28.1 7.1
21 dias de almacenamiento
T 1 0.004* 0.11*
Error 30 0.082 1.48
Total 31
Media 0.26 2.65
CV(%) 26.2 8.3

FV: Factor de variacion; GL: Grados de libertad, FT: fenoles totales, CA: capacidad antioxidante, T:

tratamientos; CV: coeficiente de variacion (%), "~ significativo a una P<0.05 y ~ * significativo a una P<0.01;

NS: no significativo

96



Cuadro 6A. Grados de libertad, suma de cuadrados y significancia estadistica de
las actividades enzimaticas evaluadas en salvia almacenada durante 21 dias a 0,

6°Cy 23°C.
FV GL SOD CAT POD PFO
3 dias de almacenamiento
T 2 8.3* 9.0 1122.2* 624.6**
Error 45 14.4 120.2 2211.7 812.3
Total 47
Media 20.2 125.3 3333.9 1436.9
CV (%) 13.5 17.4 32.1 30.7
6 dias de almacenamiento
T 2 3.2 167.7* 760.5** 1218.4**
Error 45 7.1 103.2 1153.7 326.2
Total 47
Media 7.7 272.1 19142 1544.6
CV (%) 11.3 15.3 18.4 19.3
9 dias de almacenamiento
T 2 0.9 77.5%* 1325.2** 1322.5**
Error 45 5.8 63.0 1672.5 214.2
Total 47
Media 6.0 143.2 2997.7 15367
CV (%) 10.4 15.8 28.6 154
12 dias de almacenamiento
T 2 6.6** 120.3** 507.3** 528.3**
Error 45 7.2 86.2 1211.6 745.4
Total 47
Media 9.0 211.5 1718.9 12737
CV (%) 12.1 18.0 21.4 20.5
15 dias de almacenamiento
T 2 15.7** 325.3 2445 .3** 1122.3**
Error 45 11.3 89.7 2126.1 852.5
Total 47
Media 19.6 420.1 9571.4 1974.8
CV (%) 10.4 21.4 10.6 12.2
18 dias de almacenamiento
T 1 7.0* 118.6** 1022.4** 1352.2"°
Error 30 11.2 90.3 2320.5 1017.1
Total 31
Media 154 211.4 3342.9 2369.3
CV (%) 13.5 21.6 23.2 18.2
21 dias de almacenamiento
T 1 0.6™ 25.3* 8874.3* 742.3*
Error 30 8.2 42.7 1322.6 1021.2
Total 31
Media 8.2 70.3 10196.9 17635
CV (%) 13.4 16.2 11.4 35.2

FV: Factor de variacion; GL: Grados de libertad, SOD: superéxido dismutasa, CAT: catalasa,

POD: peroxidasa, PFO: polifenoloxidasa, T: tratamientos; CV: coeficiente de variacion (%), K

significativo a una P<0.05 y " significativo a una P<0.01; NS: no significativo.
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