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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo la obtencién de aceite esencial de Clinopodium
mexicanum mediante un disefio factorial 23, evaluando el efecto de tres factores:
presentacion de la muestra (entera o molida), relacién liquido-sélido (15 mL/g y 20 mL/g) y
concentracion de NaCl (3 % y 6 %). Se analizaron el rendimiento de extraccion y la actividad
antioxidante mediante los métodos de inhibicién del radical DPPH y ABTS. Los resultados
indicaron que la relacion liquido-sélido y la concentracion de NaCl tuvieron un impacto
significativo en el rendimiento del aceite esencial, mientras que la presentacion de la
muestra no tuvo un efecto directo, aunque se observd una interaccion relevante con la
relacién L-S. El uso de NaCl favorecio la extraccién en concentraciones moderadas, pero
en niveles altos gener6 efectos adversos. En cuanto a la actividad antioxidante medida por
DPPH, se evidencid que tanto la presentacion de la muestra como la relaciéon L-S y la
concentracion de NaCl influyeron en la capacidad antioxidante del aceite esencial. Se
observé que la molienda de la muestra mejora la actividad antioxidante, lo que concuerda
con estudios previos. Ademas, la interaccion entre la relacion L-S y la sal evidencio
combinaciones Optimas para maximizar la inhibicién de DPPH. Por el contrario, el analisis
de la actividad antioxidante mediante ABTS no mostré un ajuste adecuado del modelo
estadistico. Los resultados obtenidos permiten concluir que el disefio factorial aplicado es
una herramienta valida para optimizar la extraccion de aceites esenciales, destacando la
importancia de la relacién L-S y la concentracion de NaCl. Se recomienda la aplicacion de
metodologias de superficie de respuesta para una optimizacién mas precisay la evaluaciéon

de otros factores que puedan influir en la actividad antioxidante medida por ABTS.

Vi



ABSTRACT

This study aimed to obtain essential oil from Clinopodium mexicanum using a 23 factorial
design, evaluating the effect of three factors: sample presentation (whole or ground), liquid-
to-solid ratio (15 mL/g and 20 mL/g), and NaCl concentration (3% and 6%). The extraction
yield and antioxidant activity were analyzed using the DPPH and ABTS radical inhibition
methods.

The results showed that the liquid-to-solid ratio and NaCl concentration significantly
influenced essential oil yield, while sample presentation did not have a direct effect.
However, a relevant interaction between sample presentation and L-S ratio was observed.

Moderate NaCl concentrations favored extraction, but higher levels had adverse effects.

Regarding antioxidant activity measured by DPPH, the sample presentation, L-S ratio, and
NaCl concentration significantly influenced the oil's antioxidant capacity. Grinding the
sample enhanced antioxidant activity, aligning with previous studies. Furthermore, the
interaction between L-S ratio and salt concentration revealed optimal combinations to
maximize DPPH inhibition. Conversely, the antioxidant activity measured by ABTS did not

fit the statistical model adequately.

The findings confirm that the factorial design is a valid tool for optimizing essential oil
extraction, highlighting the importance of L-S ratio and NaCl concentration. Further studies
using response surface methodology are recommended for a more precise optimization and

to evaluate additional factors affecting antioxidant activity measured by ABTS.
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1. INTRODUCCION

Durante las Ultimas décadas, la comunidad cientifica ha manifestado una creciente
preocupacién por los efectos adversos asociados al uso de antioxidantes sintéticos en la
industria, como el BHT (butilhidroxitolueno) y el BHA (butilhidroxianisol). Esta inquietud ha

impulsado la busqueda de alternativas naturales y mas seguras.

Los aceites esenciales (AE) son mezclas lipofilicas altamente volatiles compuestas por
metabolitos secundarios de plantas. Gracias a sus diversos perfiles bioactivos, poseen
potentes propiedades antimicrobianas y antioxidantes, lo que los convierte en una
alternativa ideal para reemplazar aditivos sintéticos en productos alimenticios comerciales

(Kanza et al., 2022).

La industria de aceites esenciales ha experimentado un crecimiento sostenido debido a la
versatilidad de sus compuestos, utilizados en sectores como la agricultura, la farmacéutica,
los cosméticos, la aromaterapia y los conservantes naturales de alimentos. Su alta
comerciabilidad radica en su caracter natural. Por ejemplo, Bolouri et al. (2022) sefialé que
la industria agricola ha transitado de sistemas de producciéon convencionales a sistemas
organicos certificados, debido a la creciente preferencia de los consumidores por productos
libres de residuos de pesticidas y herbicidas. Esta tendencia ha incrementado el valor de

los productos organicos en el mercado.

La produccién de aceites esenciales se basa en la extraccion de compuestos volatiles a
partir de plantas aromaticas. Paises como México, con su vasta diversidad bioldgica y
cultural, poseen un enorme potencial para el desarrollo de esta industria. México es fuente
de numerosas plantas arométicas, muchas de ellas endémicas, lo que representa una

ventaja competitiva significativa (Calvo-Irabien, 2018).



Un ejemplo destacado es Clinopodium mexicanum, una planta aromética endémica de
México utilizada en la medicina tradicional, que ofrece un recurso valioso y poco explotado
para la obtencion de aceites esenciales con actividad antioxidante. Ademas, Alvarado et.
al. (2020) destacan su potencial como materia prima en la industria fitofarmacéutica, con

aplicaciones en productos destinados al tratamiento del dolor y la ansiedad.

La extraccion de aceites esenciales depende de diversos factores, como el método
empleado (destilacibn, maceracion, prensado, extraccion con solventes, fluidos
supercriticos, entre otros), el tiempo de extraccion y la proporcion liquido-soélido. Estos
factores tienen un impacto significativo en el rendimiento y la calidad del producto final. Para
abordar esta complejidad, se utiliza el disefio factorial, una herramienta estadistica que
permite evaluar simultdneamente los efectos e interacciones de mdltiples variables,

identificando las condiciones Optimas de extraccion de manera eficiente y precisa.

El disefio factorial no solo facilita la identificacion de las variables mas importantes que
afectan el rendimiento del aceite esencial, sino que segin Montgomery (2005) también
reduce significativamente el nimero de experimentos necesarios en comparacién con
métodos tradicionales de ensayo y error. Este enfoque es especialmente Util en la
extraccion de aceites esenciales, donde pequefias variaciones en los parametros del
proceso pueden influir considerablemente en la composicién quimica y las propiedades

biolégicas del producto.

En este estudio, se aplicar4 un disefio factorial para la extraccién de aceite esencial de
Clinopodium mexicanum, con el objetivo de maximizar su rendimiento y actividad
antioxidante. Esto permitird evaluar su potencial como antioxidante natural para diversas

aplicaciones industriales.



2. ANTECEDENTES

2.1. Plantas medicinales

Se refieren a aquellas plantas que poseen propiedades farmacoldgicas que pueden generar
un efecto beneficioso o perjudicial en organismos vivos, esto debido a que producen
metabolitos secundarios conocidos como "principios activos". Su funcién principal, en
ocasiones especifica, radica en servir como medicina o remedio para aliviar enfermedades
y restablecer la salud. Estos metabolitos son producidos en pequefas cantidades por
ciertas plantas como mecanismo de defensa frente a condiciones de estrés bibtico y
abidtico. Por ejemplo, intervienen en la proteccién contra dafios causados por heridas,
ataques de insectos, microorganismos patégenos o depredadores vertebrados. En otros
casos, cumplen funciones como la atraccién de insectos polinizadores y dispersores de
semillas o frutos, asi como en la competencia por recursos como el espacio del suelo, la
luz y los nutrientes con otras especies vegetales, entre otros roles (Sepulveda-Jiménez et.

al., 2003; Avalos y Pérez, 2009; Castellanos 2019).

Segun Fretes (2010) Estas plantas representan aproximadamente la séptima parte de todas
las especies existentes, por otro lado, hay un creciente demanda de plantas medicinales;
de acuerdo a estimaciones del Banco Mundial, para 2050 el comercio mundial de plantas
medicinales y productos derivados serd de aproximadamente 5 mil millones de délares

(Kala, 2015).

La OMS estima que alrededor del 80% de la poblacibn mundial emplea plantas como
medicina tradicional para el cuidado de la salud y su atencion primaria (Akerele, 1993).
Segun un estudio de CONABIO (1998), tan solo en México se han registrado cerca de 4,000

especies con propiedades medicinales. De este total, entre 3,500 y 4,000 son aprovechadas



por la poblacion mexicana; 3,600 se obtienen directamente del medio silvestre; 1,500 son
empleadas de forma habitual sin someterse a procesamiento; 370 se cultivan en huertos
domésticos o con propdsitos comerciales; y 35 se encuentran en riesgo debido a factores
externos. No obstante, Unicamente el 5% de estas especies ha sido evaluado mediante
estudios quimicos, farmacolégicos y biomédicos, lo que representa una oportunidad

significativa para investigaciones futuras (Loraine y Mendoza, 2010).

La planta oficinal, se refiere a aquellas plantas cuyas propiedades farmacologicas estan
documentadas en la farmacopea o que forman parte de la composicién de medicamentos
preparados de acuerdo con sus normativas. Mientras que la hierba aromatica, se trata de
plantas medicinales cuyos principios activos estan compuestos, ya sea total o parcialmente,
por esencias. Estas plantas representan aproximadamente el 0,7% del total de plantas

medicinales (Fretes, 2010).

2.2. Clinopodium mexicanum

Es una planta de la familia lamiaceae, endémica de México, localizada en los estados de
Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi y Veracruz, segun los informes de Villasefior en 2016 y Cadena en 2017. Este tipo
de planta se encuentra cominmente en suelos de rocas calizas, a altitudes que varian entre
los 1700 y los 2600 metros sobre el nivel del mar (Figura 2.1). Es conocida coloquialmente
como "Toronjil de Menta" o “Toronjil del monte”. La comunidad local emplea todas las partes
de la planta para mitigar dolores de muelas y combatir el "nerviosismo" (Harley y Paucar
2000; Estrada et al. 2010) debido a sus propiedades analgésicas también se ocupa para

inducir el suefio y como auxiliar en dolores musculares.



Segun lo relatado por Estrada et. al. (2010), diversos estudios fitoquimicos realizados en
especies del género Clinopodium han identificado la presencia de flavonoides en sus
formas libres y como glucosidos flavonoides (Opalchenova y Obreshkova, 1999). Los
flavonoides, reconocidos como pigmentos fendlicos de las plantas, poseen una amplia
gama de actividades biolbgicas. Entre estas se destacan sus propiedades antiinflamatorias
(Martinez-Vazquez et al., 1996), su accion citostatica (Hirano et. al., 1994), su actividad
citotéxica (Woerdenbag et. al., 1994) y sus propiedades antivirales (Kaul et al., 1985).
Recientemente Pérez-Ochoa (2024) menciona que también se utilizan para tratar el dolor
de estdbmago, calambres intestinales, indigestion e infecciones gastrointestinales y para

reducir los efectos del exceso de alcohol, segln un estudio de la UNAM (2009).

Figura 2.1. Partes aéreas de Clinopodium Mexicanum. Fuente:
Alvarado et al., 2020

Considerada de alto valor biocultural, la elevada demanda de Clinopodium mexicanum en
los mercados nacionales y estatales refleja su importancia. Sin embargo, este nivel de

demanda ha generado un significativo indice de riesgo para la especie en ciertas regiones



del centro del pais, como lo sefialan Arellanes et. al. (2013). Es importante mencionar que,
a pesar de este riesgo, C. mexicanum no ha sido incluida en la lista de especies en peligro
segun la NOM-059-SEMARNAT-2010, tal como lo reporté la Secretaria de Medio Ambiente

y Recursos Naturales (SEMARNAT) en 2010. (Alvarado et al., 2020)

2.3. Definicidn de aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE), también llamados aceites volatiles o etéreos, se distinguen por
su capacidad para evaporarse al ser sometidos a altas temperaturas. Segun Djilani y Dicko
(2012), estos aceites estan compuestos por sustancias fragantes y volatiles que se
encuentran Unicamente en alrededor del 10% de las plantas del reino vegetal. Su
localizacién se limita a estructuras especializadas de las plantas, como células oleiferas,
conductos o cavidades secretoras, y pelos glandulares, las cuales suelen situarse en o
cerca de la superficie de estas (Liolios et al., 2010; Sangwan et al., 2001). Aunque también
se conoce que los aceites esenciales son sintetizados en diferentes 6rganos vegetales
como flores, brotes, hojas, ramas, tallos, semillas, frutos, maderas, raices, etc. (Bolouri et.

al., 2022; Jain et. al., 2022).

Aunque pocas plantas producen aceites esenciales, la cantidad presente en ellas raras
veces excede el 1% de su peso. Solo algunas especies, como la nuez moscada (Myristica

fragrans) y el clavo (Syzygium aromaticum), presentan concentraciones superiores al 10%.

De acuerdo con Andrade et al. (2011) y Almeida et. al. (2011), los principales compuestos
volatiles de los AE se agrupan en dos categorias fundamentales: terpenoides y
fenilpropanoides, los cuales son responsables de gran parte de las propiedades

terapéuticas que se les atribuyen. Ademas de estos compuestos Asgari et. al., (2017);



Amirifar et. al., (2022), mencionan que también contienen muchos compuestos activos,
como alcaloides, taninos, esteroides, glucosidos, resinas, fenoles, aceites volatiles y
flavonoides. A su vez Feifei et. al., (2020) encontré que los factores que influyen en la
distribucion del contenido de aceite esencial en las plantas no se limitan Unicamente a las
diferencias entre especies, sino que también se ven modificados por cambios en la

ubicacion, las condiciones de almacenamiento y la ubicacién geografica.

Histéricamente, los aceites esenciales han encontrado aplicaciones en diversas industrias,
como la alimentaria, farmacéutica, cosmética y agricola, gracias a sus destacadas
propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Hammer y Carson, 1999). Ademas,
investigaciones realizadas por Can Baser y Buchbauer (2015) han explorado actividades
biol6gicas menos convencionales de los AE, como sus propiedades anticancerigenas,
efectos antinociceptivos, actividades antivirales, propiedades antiflogisticas y su capacidad

para mejorar la penetracion de sustancias, lo que sugiere un amplio potencial de aplicacion.

Por otro lado, los antioxidantes se definen como compuestos capaces de, en
concentraciones reducidas, prevenir o retrasar el dafio oxidativo en las células provocado
por especies reactivas de oxigeno (Halliwell y Gutteridge, 1990). Los aceites esenciales
contienen diversas moléculas organicas, como enlaces dobles de carbono conjugados y
grupos hidroxilo, que tienen la capacidad de donar &tomos de hidrégeno, inhibiendo asi los

radicales libres y reduciendo el estrés oxidativo (Diniz et. al., 2020).

Asimismo, Conde Hernandez y Guerrero Beltran (2014) atribuyen la capacidad antioxidante
de los AE a la presencia de compuestos fendlicos, debido a su habilidad para participar en
reacciones redox con especies oxidantes. Aunado a esto, Dominguez et. al. (2005) han
identificado una correlacion entre la concentracion de compuestos fendlicos y la inhibicién
de la polimerizacion iniciada por radicales libres, asi como otros procesos consecutivos en

reacciones oxidativas.



2.4. Extraccion de aceites esenciales

Las técnicas mas utilizadas para la extraccibn de aceites esenciales incluyen la
hidrodestilacion, la destilacion por arrastre de vapor y la destilacibn combinada de vapor y
agua (Bowles, 2003; Surburg y Panten, 2006). Ademas, existen otros métodos como la
extraccion con solventes, el enfleurage y el prensado en frio o caliente (Alvarez et. al.,
2017). En afios recientes, también se han explorado técnicas avanzadas, como la
extraccion con fluidos supercriticos, el uso de microondas, ultrasonido y el proceso fiténico
(Da Porto et. al., 2009; Hunter, 2009). Por otro lado, Asbahani et. al., (2015) incluye a la

hidrodestilacién salina como un método emergente de extraccion.

La hidrodestilaciéon (HD) o destilacion simple: Hace referencia al método de extraccién en
el cual el material vegetal se sumerge por completo en agua en ebullicién, entre las
aplicaciones de este procedimiento de extraccion esta que posibilita la obtencién de aceites
esenciales a partir de material vegetal, especialmente de plantas aromaticas. Dichos
aceites esenciales constituyen las fracciones liquidas volatiles que contienen los
compuestos responsables del aroma de las plantas, y también pueden albergar otras

sustancias de interés farmacéutico o quimico (Casado, 2018).

Hidrodestilacién salina: Segun Tran et al. (2019) y Botello (2023), la adicién de cloruro de
sodio durante el proceso de hidrodestilacién (HD) ayuda a prevenir la pérdida de aceite
esencial en forma de emulsién, ademas de reducir la solubilidad de ciertos compuestos no
polares del aceite esencial en el medio acuoso. El cloruro de sodio podria jugar un papel
importante como electrolito, ya que, al aumentar la densidad y polarizacién del agua, facilita
la separacion del aceite esencial del agua. Asimismo, una concentracion adecuada de NaCl
podria generar una diferencia en la presion osmatica, lo que dificultaria la separacién de los

aceites esenciales del material vegetal.



A su vez, Suryanti et. al. (2023) reportan que la incorporacion de NaCl acelera los procesos
de transferencia de masa y calor, ya que al agregar NacCl, el punto de ebullicién del agua
aumenta. Este incremento puede llevar a la degradacion de los componentes y generar una
reaccion de hidrdlisis, o que acelera el proceso de extraccion. El NaCl actia como un
electrolito, permitiendo que la solucion de NaCl genere movimientos idnicos y rozamientos
entre las particulas, influenciados por las ondas electromagnéticas de las microondas,

facilitando asi la separacién del aceite esencial del agua.

Chen et al. (2021) investigaron el impacto de la adicion de NaCl en el rendimiento de aceite
esencial de Rosmarinus officinalis L. y encontraron que el rendimiento maximo fue de 0.61%
al agregar un 3% de sal, en comparacién con solo un 0.02% de rendimiento cuando no se

afadié NacCl.

2.5. Técnicas de medicion de actividad antioxidante

Para evaluar la capacidad antioxidante de los aceites esenciales (AE), sus compuestos
naturales o derivados sintéticos, se han desarrollado diversos métodos in vitro, entre los
cuales destacan el DPPH, ABTS y ensayos de hidroxilo, disefiados para medir la capacidad
de captura de radicales por compuestos organicos. Estos métodos se aplican generalmente

a extractos, AE y sustancias organicas aisladas.

El DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) es un radical libre estable que se utiliza como
simulador de la actividad antioxidante de los componentes presentes en los AE, extractos
y otras sustancias de origen natural (Kulisic et al., 2004). Los compuestos antioxidantes en
los AE interactian con el DPPH, transformandolo en 1-difenil-2-picrilhidrazina. Se considera

que la reaccion de estabilizacion transcurre principalmente mediante un mecanismo de



transferencia de electrones, con una contribucion marginal de transferencia de atomos de

hidrégeno (Rashidi, Eikani y Ardjmand, 2018).

En el ensayo ABTS, también conocido como ensayo de capacidad antioxidante equivalente
de Trolox (TEAC), se genera un cromoéforo radical cationico verde-azul estable, el 2,2-
azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS*), mediante un proceso de oxidacion.
Este radical presenta picos de absorcion en 414, 645, 734 y 815 nm (Prior et al., 2005).
Entre las estrategias mas recientes para generar ABTSe+, se incluyen reacciones con
diéxido de manganeso (Miller et al., 1996), diclorhidrato de 2,2'-azobis-2-amidinopropano

(AAPH) o persulfato de potasio (Van Den Berg et al., 1999).

Los aceites esenciales son sustancias no polares, lo que significa que son hidréfobos e
insolubles en agua, pero si solubles en compuestos no polares como el alcohol o solventes
organicos. La mayoria de ellos son liquidos con una densidad menor a la del agua, incoloros
0 con una tonalidad amarillenta clara. Para evaluar la actividad antioxidante, es necesario
realizar diluciones de los aceites esenciales, y generalmente se emplean alcoholes como

el metanol o etanol como solventes (Casado, 2018)

2.6. Diseno factorial

De acuerdo con Pulido et. al. (2008), el disefio factorial trata de un conjunto de técnicas
matematicas y estadisticas (tiles para desarrollar, mejorar y optimizar procesos, asi como
modelar y analizar problemas en los cuales una respuesta de interés es potencialmente
influenciada por varias variables. Esta metodologia permite, describir la influencia de las
interacciones de las variables de proceso, todo esto con unos cuantos ensayos, lo que se

traduce en una menor cantidad de tiempo y mano de obra.
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En numerosos experimentos, es fundamental analizar los efectos de dos o mas factores de
manera simultanea. Los disefios factoriales son, en general, los més eficientes para este
propésito. Un disefio factorial implica que, en cada ensayo o réplica completa del
experimento, se evallan todas las combinaciones posibles de los niveles de los factores.
Por ejemplo, si el factor A tiene a niveles y el factor B tiene b niveles, cada réplica incluira
las a * b combinaciones de tratamientos. Cuando los factores se organizan bajo un disefio

factorial, se dice que estan cruzados (Montgomery, 2005).

Montgomery (2005) sefiala que el disefio factorial 2% es especialmente Util en las etapas
iniciales de la experimentacién, cuando se busca evaluar multiples factores. Este tipo de
disefio permite estudiar k factores en un disefio factorial completo con el menor numero de
corridas posible, lo que lo convierte en una herramienta eficaz para experimentos de
tamizado o seleccion de factores. Ademas, al considerar Unicamente dos niveles por factor,
se asume que la respuesta varia de manera aproximadamente lineal dentro del rango

seleccionado para dichos niveles.

Disefio factorial 23: Permite analizar tres factores, cada uno con dos niveles. Este disefio
consta de 23 = 2 x 2 x 2 = 8 tratamientos distintos. La representacion geométrica de este
disefio corresponde a un cubo regular centrado en el origen (0,0,0), cuyos vértices
representan los ocho tratamientos experimentales (Figura 2.2). Para construir la matriz de
disefio, se alterna el signo negativo y positivo en la primera columna, se agrupan dos
valores negativos y dos positivos en la segunda columna, y en la tercera se agrupan cuatro
negativos y cuatro positivos. Este procedimiento sigue el orden estandar o de Yates,

facilitando la disposicion sistematica de los tratamientos (Tabla 2.1).
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Figura 2.2. Representacion geométrica disefio
23. Fuente: Pulido et. al., 2008.

Tabla 2.1. Matriz de disefio 23
orden estandar.

Etiqueta A B C
D - - -

a + - -

b - + —

ab + + -

c - - +

ac + - +

bc - + +
abc + + +

En este disefio factorial es posible evaluar un total de 23 — 1 = 7 efectos, los cuales incluyen
tres efectos principales (A, B, C), tres interacciones de segundo orden (AB, AC, BC) y una

interaccion de tercer orden (ABC). Generalmente, el interés principal radica en el analisis
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de los efectos principales y las interacciones dobles. No obstante, aunque la interaccién
triple (ABC) suele considerarse despreciable, es recomendable verificar que su impacto sea
minimo. Ademas, su inclusién en el analisis puede contribuir a una mejor interpretacion de
los resultados y a una mayor claridad en la representacion grafica de los efectos (Pulido et.

al., 2008).

El andlisis de varianza (ANOVA) para un disefio 23 mostrado en la figura 2.3 permite
identificar los efectos significativos en el proceso experimental. En este analisis, los efectos
con valores de p inferiores a @ = 0.05 se consideran activos, lo que indica que influyen en
la variable de respuesta y deben ser interpretados para comprender mejor el
comportamiento del proceso y definir el tratamiento 6ptimo. Ademas, un menor valor de
p sugiere una mayor influencia del efecto en la variable analizada. Es importante destacar
que, para calcular el cuadrado medio del error, se requieren al menos dos repeticiones (n =
2), ya que cuando (n = 1), la suma de cuadrados del error (SCg) tiene cero grados de
libertad. Por ello, se recomienda realizar al menos dos réplicas del experimento para

garantizar suficientes grados de libertad en la estimacion del error.

v | sc| a | m s, Valor-p

A sC, | cM, | cMycM, | PF>F,)
B SCy ! CMy | CMycM, | PF>F)
c 5C, 1 CMe | CMCMg | P(F>Fy)
AB SCas ! CMyy | CM/CM, | P(F>F,)
AC SCye | CMye | CMJCM, | P(F>F,)
BC | SC ! CMye | CMy/CMy | P(F>F,)
ABC | SCyac ! CMyge | CMupeiCM, | P(F > Fy)
Eror | SC; | 2m—1) | CM;

Totl | SC; | n2-1

Figura 2.3. Analisis de varianza (ANOVA) para disefio
23. Fuente: Pulido et. al., 2008.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia, la biusqueda de compuestos naturales con propiedades antioxidantes ha
adquirido una gran relevancia debido a sus efectos beneficiosos para la salud humana y su

amplio potencial de aplicacion en las industrias alimentaria y farmacéutica.

Clinopodium mexicanum, conocida comunmente como “Toronjil del monte” o “Toronjil de
menta”, contiene compuestos bioactivos, entre ellos aceites esenciales con capacidad
antioxidante. Sin embargo, la composicion quimica y el rendimiento de estos aceites se ve
influenciado por diversos factores, como las condiciones de extraccion. Ante este desafio,
surge la necesidad de analizar los procedimientos para la obtencion del aceite esencial de

Clinopodium mexicanum utilizando un enfoque basado en disefio factorial de experimentos.

El analisis de los factores y sus interacciones, no solo permitira maximizar el rendimiento
del aceite esencial, sino también mejorar la concentracion de componentes responsables

de su actividad antioxidante.

4. JUSTIFICACION

Este estudio se fundamenta en la importancia de aprovechar los recursos naturales, como

las plantas medicinales, para obtener compuestos que promuevan la salud.

Clinopodium mexicanum ha sido empleada tradicionalmente en la medicina popular
(Estrada et al., 2010; Alvarado et al., 2020), y su potencial antioxidante la posiciona como
un recurso prometedor para el desarrollo de compuestos naturales con estas propiedades.
Esta relevancia se enmarca en la creciente demanda de antioxidantes naturales, motivada
por los riesgos asociados a los antioxidantes sintéticos. Estudios toxicolégicos han

vinculado compuestos como el BHT y el BHA con efectos adversos, incluyendo su relacion
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con el cancer (Ito et al., 1985; Zhang et al., 2023), entre otros impactos negativos sobre la

salud.

La aplicacién de un disefio factorial en el proceso de extraccion de aceites esenciales
permitira identificar las condiciones 6&ptimas para maximizar la concentraciéon de
compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes. Ademas, la evaluacion de la
actividad antioxidante mediante la inhibicién de radicales libres, utilizando los métodos
DPPH y ABTS, aportara informacién clave sobre el potencial beneficioso de este aceite

esencial en la prevencién de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Obtener aceite esencial de Clinopodium Mexicanum mediante un disefio factorial y

posteriormente determinar su actividad antioxidante.

5.2. Obijetivos particulares

Realizar el disefio factorial 23, seleccionando los factores adecuados.
Obtener el aceite esencial mediante el disefio factorial seleccionado.

Realizar el analisis de experimentos de acuerdo con los resultados obtenidos, teniendo

como respuestas el rendimiento y la actividad antioxidante por dos métodos.

Determinar el factor y nivel que mas tuvo influencia (de manera individual y la interaccion

de dos factores) en el rendimiento y actividad antioxidante.
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6. HIPOTESIS

La obtencién de aceite esencial de Clinopodium mexicanum mediante un disefio factorial
permitira analizar el rendimiento y la capacidad antioxidante de los aceites esenciales y los

resultados obtenidos serdn comparables con otras plantas mexicanas.

7. METODOLOGIA

7.1. Seleccion e identificacion del material vegetal
En agosto de 2022, se adquirieron en la tienda naturista local "Curamex" de Cholula,

Puebla, México, las partes aéreas secas de Clinopodium mexicanum, previamente
sometidas a secado a la sombra (Figura 7.1). La identificacion de la especie fue realizada
con el apoyo del Jardin Botanico de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla
(BUAP), confirmando que la planta habia sido recolectada en la localidad de Tzicatlayocan,
Puebla (18° 52’ 12.8” de latitud norte, a una altitud de 2095 m). Posteriormente, un ejemplar

fue depositado en el herbario del Jardin Botanico de la BUAP (Anexo 1)

Figura 7.1. Partes aéreas secas de Clinopodium
mexicanum
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7.2. Seleccioén del diserio factorial

Para la extraccion del aceite esencial, se emple6 un disefio factorial 22 con dos réplicas, lo
que resulté en un total de 16 experimentos (8 combinaciones factoriales por duplicado).
Pulido et al. (2008) remarca la necesidad en un disefio factorial 23de contar con al menos
dos réplicas del experimento para calcular la suma de cuadrados del error (SCg) y
completar la tabla de ANOVA

En este disefio, se evaluaron tres factores clave: presentacién de la muestra (PM) como
Factor A, relacion liquido-sélido L-S (B) y cantidad de NaCl como Factor C, tal como se
detalla en la Tabla 7.1. La seleccion de estos factores se basé en pruebas preliminares que

permitieron identificar su impacto en el proceso de extraccion.

Tabla 7.1. Matriz de disefio 23 no codificada

Experimento Variables no codificadas
Muestra L-S [mL/g] Ezr(l:tlil[d‘;t;/c:’t;
1 Entero 15 3
2 Molido 15 3
3 Entero 20 3
4 Molido 20 3
5 Entero 15 6
6 Molido 15 6
7 Entero 20 6
8 Molido 20 6

7.3. Extraccion del aceite esencial.

Para la molienda de la muestra vegetal se ocup6 una procesadora de la marca Oster. La
Extraccion del aceite esencial se llevé a cabo mediante hidrodestilacion en un destilador

simple que cuenta con un matraz de destilacion de fondo redondo de 2L y un
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condensador conectado a un bafio recirculador de precision (marca Prendo), asi como

una chaqueta de calentamiento (Figura 7.2).

Para este procedimiento, una parte de la muestra vegetal fue sometida a molienda
utilizando la procesadora X durante 2 minutos. Luego, se pesaron 50 g de muestra en una
balanza analitica PIONEER PX84 (0.1 mg) (Figura 7.3), de acuerdo con la presentacion
definida en el disefio experimental (entera o molida) segun la Tabla 7.1. Posteriormente, la
muestra se transfirié al matraz de destilacion. Por otro lado, se midi6é el volumen de agua
destilada necesario para cumplir con la relacién liquido-solido establecida en el disefio y se
afiadi6 la cantidad de NaCl correspondiente para garantizar las condiciones experimentales
definidas en la Tabla 7.1. Una vez agitada, la soluciéon salina se agregé al matraz de
destilacién, se armo el equipo y se energizo la chaqueta de calentamiento para comenzar
con la extraccion.

En las 16 corridas experimentales se controlé el tiempo de destilacion el cual fue de 1 hora
tomando como tiempo de inicio la caida de la primera gota de destilado dentro del embudo

de recoleccion.

Figura 7.2. Destilador y recirculador utilizados durante Figura 7.3. Balanza analitica
la extraccion de AE PIONEER(0.1mg) PX84
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7.4. Rendimiento del aceite esencial (AE)

Una vez recolectado y etiquetado, el AE se pesé en la balanza analitica PIONEER PX84
(0.1 mg) mostrada en la figura 7.3. El rendimiento de aceite esencial se calcul6 mediante

la ecuacion 7.1

) __ Masa de aceite esencial obtenido [g]

Rendimiento (% * 100 (Ec. 7.1)

masa de materia prima seca [g]

7.5. Actividad antioxidante

De acuerdo con Abedi et al. (2017) y Botello, (2023), la compleja composicion de los aceites
esenciales hace que su capacidad antioxidante no deba evaluarse mediante un unico
método. Por ello, se recomienda emplear al menos dos técnicas experimentales para
garantizar la fiabilidad de los resultados. En este estudio, se utilizaran los métodos ABTS y
DPPH, ambos radicales libres ampliamente empleados en la mediciéon de la actividad

antioxidante de los aceites esenciales.

7.5.1. Metodologia con ABTS

El procedimiento para la preparacion del radical ABTS™, desarrollado por Re et al. (1999) y
posteriormente modificado por Kuskoski et al. (2004), se llevo a cabo de la siguiente
manera:

Inicialmente, se pesaron 0.0033 g de persulfato de potasio y 0.0194 g del reactivo ABTS en
un frasco de vidrio ambar. A continuacion, se adicionaron 5mL de agua destilada y la
mezcla se agité hasta su completa disolucion. Posteriormente, la solucién se dejé reposar
en un lugar fresco y oscuro durante un periodo de 16 a 19 horas para permitir la formacion

del radical ABTS™.
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Transcurrido este tiempo, se preparé una disolucién del radical ABTS™ en etanol, ajustando
su absorbancia a un valor de 0.7 + 0.02 a 754 nm, correspondiente a su maxima longitud
de absorcion. Una vez alcanzado este valor, la solucion estuvo lista para evaluar la
capacidad antioxidante del aceite esencial.

Las mediciones se realizaron empleando un espectrofotometro Jenway 730501 - 7305

UV/Visible, como se ilustra en la Figura 7.4.

Figura 7.4. Equipo utilizado en la
medicién de la actividad antioxidante.

Una vez preparado el radical ABTS* , se realizdé una diluciéon 1:60 del aceite esencial en
etanol con el propdsito de evaluar su capacidad antioxidante.

El procedimiento de medicién se llevo a cabo de la siguiente manera: inicialmente, se
transfirieron 3920 uL de la soluciéon de ABTS* en etanol absoluto a una celda de cuarzo del
espectrofotdbmetro, registrando su absorbancia inicial (Absy). Posteriormente, se
adicionaron 80 uL de la solucién diluida 1: 60 de aceite esencial en etanol, iniciando en ese

momento el conteo del tiempo de reaccion, establecido en 7 minutos.
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Transcurrido este periodo, se realizo la lectura de la absorbancia final (Absy). Con estos

valores, se determiné el porcentaje de inhibicién del radical ABTS™* tras la adicién del aceite

esencial, empleando la ecuacién 7.2.

Absgy

—Abe
T* 100 (EC 72)

Inhibicion(%) =
Para cada una de las 16 extracciones se realiz0 la réplica de la medicidén del porcentaje de

inhibicién. Por lo que en total se obtuvieron 32 valores de porcentaje de inhibicion de ABTS™.

7.5.2.  Metodologia con DPPH

La metodologia utilizada para evaluar la actividad antioxidante mediante la inhibicién del
radical DPPH* se basoé en el protocolo descrito por Rashidi, Eikani y Ardjmand (2018), con
algunas modificaciones.

Este ensayo mide la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical DPPH™, lo que
puede determinarse espectrofotométricamente a partir de la disminucién de su absorbancia
a517 nm.

Para la preparacion del radical, se pesaron 0.0012 g de DPPH* en un vidrio de reloj y se
transfirieron a un matraz aforado de 50 mL con la ayuda de un embudo. Posteriormente, se
afordé con metanol, se agité la solucién hasta su homogenizacion y se protegié de la luz
envolviendo el matraz con papel aluminio. La solucion se almacend a temperatura ambiente
hasta su uso.

Antes de proceder con el andlisis, la solucion de DPPH* se agit6 adecuadamente. Para la
medicion, se transfirieron 3900 uL de la solucién de DPPH* — metanol absoluto a una celda

de cuarzo del espectrofotdmetro y se afiadieron 100 uL de metanol, estableciendo asi la
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solucion de control. En una segunda celda, se dispusieron nuevamente 3900 uL de la
solucion de DPPH* — metanol absoluto y se incorporaron 100 uL de una solucién
metandlica del aceite esencial, iniciando en ese momento el tiempo de reaccion (Tiempo
cero).

Durante el proceso, las celdas se mantuvieron en condiciones de oscuridad y a temperatura
ambiente. Transcurridos 30 minutos, se registro la absorbancia de la muestra (Absyestra)
y de la solucion de control (Abs..,nt01)- A partir de estos valores, se calcul6 el porcentaje de

inhibicion del radical DPPH™ utilizando la ecuacion 7.3.

Inhibicion(%) = 22%controt=Absmuestra , 1) (Ec. 7.3)

AbScontrol

7.6. Andlisis de datos

Los datos experimentales obtenidos a partir de las 16 corridas experimentales (8
tratamientos con 2 réplicas cada uno) fueron procesados y analizados utilizando el software
estadistico Minitab versién 21.3. Este programa permitié realizar un analisis estadistico
detallado, incluyendo el Analisis de Varianza (ANOVA), lo que facilita la interpretacion de
los efectos principales y las interacciones entre los factores considerados en el disefio

experimental.

El nivel de significancia utilizado para evaluar los efectos fue de @ = 0.05. Aquellos factores
0 interacciones con valores de p inferiores a este umbral se consideran significativos en la

influencia sobre las variable de respuesta.

Minitab también permitié la generacion de graficos de efectos principales e interacciones,

asi como la validacion del modelo estadistico ajustado a los datos experimentales.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Rendimiento y actividad antioxidante

En la presente investigacion se aplico un disefio factorial 23 con tres factores (Presentacion
de la muestra: A, relacion liquido-solido: B y cantidad de sal afiadida: C) con dos replicas,
dando un total de 16 experimentos, esto con el fin de analizar su efecto sobre las variables
dependientes (rendimiento, % de inhibicion de DPPH y % de inhibicion de ABTS). Los datos
experimentales obtenidos se muestran en la Tabla 8.1. Los rendimientos de aceite esencial
(AE) de Clinopodium mexicanum obtenidos en el presente estudio son significativamente
inferiores a los reportados por Botello (2023). Esta diferencia puede atribuirse al método de
extraccion empleado, ya que en su estudio se utilizd hidrodestilacion asistida con
ultrasonido, considerando el tiempo de sonicacion como un factor de disefio en un rango
de 9 a 25 minutos. Dicho estudio demostré que la aplicacion de ultrasonido previa a la
hidrodestilacion influye positivamente en el rendimiento del AE, probablemente debido a la
disrupcién de las estructuras celulares, lo que facilita la liberacion de los compuestos

volatiles.
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Tabla 8.1. Datos experimentales del disefio 23 para la extraccion de Clinopodium

mexicanum.
Experimento Variables no codificadas Respuestas
; o 9
Muestra [mLSg] fiaentl\llii? Re"dizzie"m inhilf;cién inhibAi’cién

[%p/v] (DPPH) (ABTS)
1 Entero 15 3 0.43 58.31 71.955
2 Molido 15 3 0.53 56.15 72.37
3 Entero 20 3 0.488 56.07 76.42
4 Molido 20 3 0.356 56.95 76.56
5 Entero 15 6 0.459 50.86 75.94
6 Molido 15 6 0.406 54.09 73.73
7 Entero 20 6 0.372 56.57 76.725
8 Molido 20 6 0.432 57.45 69.87
9 Entero 15 3 0.45 56.56 73.465
10 Molido 15 3 0.55 59.05 71.915
11 Entero 20 3 0.458 57.81 76.985
12 Molido 20 3 0.351 56.89 76.49
13 Entero 15 6 0.453 47.64 55.705
14 Molido 15 6 0.392 57.32 68.015
15 Entero 20 6 0.344 57.81 75.54
16 Molido 20 6 0.434 57.45 77.215

Nota: los experimentos se llevaron a cabo de manera aleatoria

8.2. Andlisis estadistico

8.2.1. Rendimiento del AE de Clinopodium mexicanum

El andlisis estadistico mostrado en la Tabla 8.2 indica un ajuste adecuado del modelo, con

un R? de 97.48%, lo que concuerda con el R? ajustado de 95.27%, y el R? predictivo

(89.91%) sugiere una buena capacidad de prediccion.
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El error estandar (S = 0.0131) indica baja dispersion de los residuos, respaldando la
precision del modelo. Por lo que, el disefio factorial aplicado es adecuado para describir y

optimizar el rendimiento en extraccion del aceite esencial.

Tabla 8.2. Ajuste del modelo para rendimiento

S R? R?(ajustado) R?(pred)
0.0131371 97.48 % 95.27 % 89.91 %

El analisis de varianza (ANOVA) mostrado en la Tabla 8.3 confirma la significancia del
modelo factorial (p < 0.05), evidenciando cuales factores evaluados influyen en el
rendimiento de extraccién del aceite esencial. En la Figura 8.1.se identificé que la relacion
liquido-sodlido (L — S) y la cantidad de NaCl tienen un impacto significativo, mientras que la
presentacion de la muestra (entera 0 molida) no mostr6 un efecto estadisticamente
relevante, a diferencia de Conde-Hernandez et. al., (2021) que si encontraron significancia
en la presentacion de la muestra (entera 0 molida) durante la extraccion de aceite esencial

de Salvia officinalis.
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Tabla 8.3. Andlisis de varianza (ANOVA) para el rendimiento.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valorp
Modelo 7 0.053353 0.007622 44.16 0.000
Lineal 3 0.018207 0.006069 35.17 0.000
Muestra 1 0.000000  0.000000 0.00 0.963
Relacién L-S 1 0.011843 0.011843 68.62 0.000
Sal 1 0.006364  0.006364 36.88 0.000
Interacciones de 2 términos 3 0.004302 0.001434 8.31 0.008
Muestra*Relacion L-S 1 0.001938  0.001938 11.23 0.010
Muestra*Sal 1 0.000354  0.000354 2.05 0.190
Relacién L-S*Sal 1 0.002009 0.002009 11.64 0.009
Interacciones de 3 términos 1 0.030844 0.030844 178.72 0.000
Muestra*Relacidn L-S*Sal 1 0.030844  0.030844 178.72 0.000
Error 8 0.001381 0.000173

Total 15 0.054734

El modelo matematico con las variables no codificadas se muestra en la ecuacién 8.1.

remarcando en negrita los factores e interacciones significativas.
(Ec.8.1)

Rendimiento = 1.4734 + 1.5412 Muestra — 0.0614 Relacion L — S — 0.1583 Sal
— 0.09418 Muestra * Relacion L — S — 0.2945 Muestra = Sal

+ 0.009170 Relacion L — S * Sal + 0.017890 Muestra = Relacion L — S = Sal

Muestra | Relacion L-5 | Sal
0461
045 .\
o
2 \
= A
£ 044
= \
& \
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Figura 8.1. Grafica de efectos principales para Rendimiento. 26



Aunque el efecto principal de la presentacion de la muestra no fue significativo, Azmir et.

al., (2013); Dai y Mumper, (2010) y Rojas-Villarubia (2019) han demostrado que la molienda

reduce el tamafo de particula, aumentando la superficie de contacto y, en consecuencia,

favoreciendo la extraccion, Segun Fu et. al. (2022), la trituracion de las materias primas

favorece la penetracion del agua, lo que facilita la evaporacion de los aceites esenciales.

Asi mismo Suryanti et. al., (2023) demostraron que el rendimiento del AE de Cymbopogon

nardus se incrementd hasta en un 60% al reducir el tamafio de sus hojas a la mitad

mediante hidrodestilacion asistida por microondas.

La relevancia de la interaccion muestra * relacion L — S mostrada en la Figura 8.2 respalda

la idea de que la presentacion de la muestra puede influir en el proceso cuando se ajustan

otros parametros.

0.43

045

0.44

Media de Rendimiento

Mueastra * Relacion L-5

Muestra * Sal

Entera Malida

Muestra

]

Relacion L-5 * 5al

Relacion L-5

20

Figura 8.2. Gréfica de interaccion para Rendimiento.

Reladan L-5

- 15.0
—— 2040
Sal
— 30
—M— &0

Estudios como el de Wu et. al. (2020) y Chen et. al. (2021) corroboran la influencia positiva

de la sal en el rendimiento del AE la cual es atribuida a la alta presién osmotica de la

27



solucion de NacCl, la cual favorece la plasmalisis en las células vegetales lo que aumenta el
rendimiento (Kazaz et. al., 2009). Sin embargo, la interaccion Relacion L — S * Sal muestra
que, aungue una relacion L — S alta es beneficiosa, su efecto puede ser anulado cuando se
utilizan concentraciones elevadas de sal (6 %) (Figura 8.2). Esto se podria deber a que una
alta concentracion de sal puede generar una interferencia en la transferencia de masa,
limitando la solubilidad de los compuestos esenciales en el disolvente, lo cual se corrobora
en los resultados obtenidos por Askary et al. (2016) y Chen et al. (2021) en los que el
rendimiento alcanza un maximo con una concentracion de 3% de NaCl mientras que
concentraciones mayores muestran efectos adversos sobre el rendimiento de aceite

esencial.

Por otro lado, el efecto negativo de una mayor cantidad de sal (6 %) en todas las
combinaciones puede ser explicado por la competencia osmética y la modificacion de la
polaridad del sistema de extraccion. La sal en concentraciones adecuadas, puede ser
utilizada para mejorar el rendimiento en algunos sistemas; sin embargo, el exceso podria
provocar precipitacion de ciertos compuestos o cambios no deseados en el equilibrio del
sistema al provocar el aumento de sustancias solubles en el extracto, que aumenta su punto

de ebullicién y reduce su tasa de extraccion (Fu et. al., 2022).

En cuanto a la relacién liquido-sélido, una relacién mas baja (15 mL/g) cuando la muestra
esta molida (Figura 8.3), maximiza el rendimiento, lo que es consistente con los resultados
obtenidos por Liu et al., (2019) que analizaron la influencia de la relacion liquido-sélido en
la extraccion de Helichrysum arenarium mediante hidrodestilacion asistida por microondas.
Sin embargo, la Figura 8.4 sugiere que para la muestra entera, la relacion L — S adecuada
para maximizar el rendimiento, seria el valor alto (20 ml/g). Esta interaccion de tipo
antagonista entre la presentacion de la muestra y la relacion L — S mostrada en la Figura

8.2 se debe posiblemente a que en el caso de la muestra molida, la reduccion del tamafio
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de particula aumenta la superficie de contacto, favoreciendo la transferencia de masa, esto
permite que, incluso con una relacion L — S baja, el solvente sea suficiente para extraer los
compuestos deseados de manera eficiente, mientras que para la muestra entera al tener
menor superficie de contacto durante la extraccién se requiera una mayor cantidad de

solvente presente en la destilacién para alcanzar el rendimiento deseado.

Asimismo, la interaccién entre L—S y NaCl resultd significativa, indicando que su
combinacion afecta la eficiencia del proceso. La interaccion triple (Muestra = L — S * NaCl)
también fue altamente significativa (p = 0.000),lo que sugiere que la optimizacion del

rendimiento requiere considerar estos tres factores en conjunto y se debe ser estudiado

mas a fondo.

(a) (b)

Rendimiento
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Figura 8.3. (a) Grafica de Contorno y (b) de superficie del Rendimiento vs Sal,
Relacién L-S con la muestra entera como valor fijo.
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Figura 8.4. (a) Grafica de Contorno y (b) de superficie del Rendimiento vs Sal,
Relacion L-S con la muestra molida como valor fijo.

Estos resultados subrayan la importancia de ajustar la relacién L — S y la concentracion de
NacCl para maximizar la extraccion del aceite esencial, considerando ademas su interacciéon

con la presentacion de la muestra para una optimizacion integral del proceso.

8.2.2.  Porcentaje de inhibicién de DPPH del AE de Clinopodium
mexicanum

El ajuste del modelo aplicado para evaluar el porcentaje de inhibicion de DPPH como

indicador de la actividad antioxidante se muestra en la Tabla 8.4.

Por un lado, el R? del 85.76% indica que una gran proporcion de la variabilidad en la
respuesta estd explicada por el modelo. Sin embargo, el R? ajustado, que reduce
ligeramente a 73.31% al considerar el nimero de predictores, sugiere que algunos de los

factores o interacciones incluidos podrian no aportar una contribucion tan robusta al
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modelo. Esta diferencia sefiala la posibilidad de que la inclusién de variables adicionales o

la reconsideracion de los términos de interaccion pudiera mejorar el ajuste.

Lo mas critico es el valor del R? predictivo, que se sitlia en 43.05%. Este valor relativamente
bajo indica que, aunque el modelo se ajusta bien a los datos experimentales disponibles,
su capacidad para predecir nuevos datos es limitada. Esta limitacién en la capacidad
predictiva puede deberse a la alta variabilidad intrinseca en el proceso de extraccion, a
posibles efectos no capturados en el modelo actual, o incluso a la presencia de sobreajuste,
donde el modelo se adapta demasiado a las condiciones especificas de la muestra

experimental (Pulido et. al., 2008).

Tabla 8.4. Ajuste del modelo para % de inhibicion de DPPH

S R? R?(ajustado) R?(pred)
1.51745 85.76 % 73.31% 43.05 %

Tabla 8.5. Analisis de varianza (ANOVA) para DPPH

Fuente GL  SCAjust. MC Ajust.  ValorF Valorp
Modelo 7 110.975 15.854 6.88 0.007
Lineal 3 51.492 17.164 7.45 0.011
Muestra 1 11.765 11.765 5.11 0.054
Relacién L-S 1 18.105 18.105 7.86 0.023
Sal 1 21.622 21.622 9.39 0.015
Interacciones de 2 términos 3 50.452 16.817 7.30 0.011
Muestra*Relacion L-S 1 10.176 10.176 4.42 0.069
Muestra*Sal 1 10.791 10.791 4.69 0.062
Relacién L-S*Sal 1 29.485 29.485 12.80 0.007
Interacciones de 3 términos 1 9.030 9.030 3.92 0.083
Muestra*Relacién L-S*Sal 1 9.030 9.030 3.92 0.083
Error 8 18.421 2.303

Total 15 129.396
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El modelo matematico con las variables no codificadas se muestra en la ecuacién 8.2.

remarcando en negrita los factores e interacciones significativas.
(Ec.8.2)

DPPH = 210.57 + 118.16 Muestra — 9.867 Relacion L — S — 28.77 Sal — 8.082 Muestra
* Relacion L — S — 17.61 Muestra * Sal + 1.806 Relacion L — S * Sal

+ 1.244 Muestra = Relacion L — S * Sal

El efecto positivo de una mayor Relacién L — S sobre la actividad antioxidante observada
en las gréficas de la figura 8.5 es consistente con los estudios realizados por Conde-
Hernandez et. al., (2021) durante la extraccién de aceite esencial de Salvia officinalis
mediante hidrodestilacion. A su vez también el comportamiento del porcentaje de inhibicion
relacionado con la molienda de la muestra evidencia que este proceso favorece la actividad

antioxidante.

El efecto de la concentracion de sal sobre la actividad antioxidante coincide con lo
demostrado por Kailaje et al. (2025) al demostrar que aumentar la concentraciéon de NacCl
resulta en una reduccion significativa de los niveles de compuestos amargos en extractos
de Citrus limetta. La reduccibn maxima se alcanzé con una solucién de NaCl al 5 %,
provocando una disminucion del 42.09 % y del 22.66 % en los niveles de naringina y
limonina, respectivamente. Por el contrario, esta reduccién también condujo a una
disminucién del 65.4 % en el contenido fendlico retenido y 70.9% en la capacidad

antioxidante.

El analisis de varianza (Tabla 8.5) y las graficas de efectos principales mostradas en la
Figura 8.5 confirman la influencia conjunta de los factores en el porcentaje de inhibicion de

DPPH, pero la interpretacion de las graficas de interaccion (Figura 8.6), permite comprender
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de manera mas precisa que combinacibn de los factores maximizan la actividad

antioxidante.

Muestra Relacion L-5 | Sal

565

Media de DPPH

5551

55.0 .

Entero Malido 15 20 El [

Figura 8.5. Gréfica de efectos principales para DPPH.

A partir de las gréficas de interaccion, se pueden sacar las siguientes deducciones: en la
interaccion Muestra * Relaciéon L — S, se observa que en el valor alto de la Relacion L — S
(20mL/g), se experimenta una variacion insignificante en la capacidad antioxidante al
modificar la presentacion de la muestra, en contraste con el valor bajo de la relacién L —
S(15mL/g) donde se exhibe que la molienda de la muestra beneficia de manera
significativa a la actividad antioxidante, esto sugiere que la muestra entera, al contar con
el material vegetal intacto, se beneficia de un mayor volumen de solvente para extraer los
compuestos antioxidantes. En cambio, la muestra molida, debido a su superficie de

contacto ampliada, es menos sensible a cambios en la relaciéon L — S.
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Figura 8.6. Gréfica de interaccion para DPPH.

Al examinar la interaccibn Muestra * Sal, se evidencia un comportamiento muy parecido a
la interaccion muestra * relaciéon L — S. Solo que, en este caso, se observa que en el valor
bajo de la sal (3%), la presentacion de la muestra (entera o molida) no produce un cambio
significativo en la actividad antioxidante. En cambio, en el valor alto de la sal (6%), la

molienda de la muestra parece incrementar el porcentaje de inhibicién de DPPH.

En la muestra entera, el incremento de sal de 3 % a 6 % disminuye la capacidad
antioxidante medida por DPPH, posiblemente debido a que la mayor concentracion de sal
altera la polaridad del medio o dificulta la liberacion de compuestos bioactivos. Sin embargo,
en la muestra molida, ese mismo incremento en la concentracion de sal, afecta
relativamente poco a la actividad antioxidante, lo que sugiere que, bajo ciertas condiciones,
la sal puede favorecer la separacion de metabolitos antioxidantes cuando la matriz vegetal

esta mas expuesta.

Por ultimo, la interaccion sinergistica observada entre la relacion L — S y el porcentaje de

sal confirma la complejidad del sistema. En L —S = 15mlL/g, el aumento de sal de 3 % a
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6 % reduce la inhibicion de DPPH, mientras que en L —S = 20 mL/g ocurre lo contrario,
incrementandose de manera pronunciada el porcentaje de inhibicién. Este hallazgo indica
que la efectividad de la sal depende no solo de la forma de la muestra, sino también de la

cantidad de solvente disponible para extraer y disolver los compuestos antioxidantes.

La influencia de la sal en la actividad antioxidante medida por DPPH en Aceites esenciales
extraidos mediante hidrodestilacion fue estudiada por Wu et. al., (2020) los cuales
demostraron una influencia significativa en el aumento de compuestos fendlicos vy
terpenoides después de afiadir sal durante la extraccion de aceite esencial de Rosa. Lo

cual respalda los resultados obtenidos en el presente estudio.

En conjunto, las gréficas de interaccion muestran que el rendimiento antioxidante, medido
por la inhibicion de DPPH, no se explica Unicamente por efectos principales. Las
interacciones mas significativas fue la relacion L — S y la sal, siendo la intereaccion triple
(presentacién de la muestra, la relaciéon L — Sy la sal) irrelevante debido a su bajo nivel de

significancia ya que p = 0.083 > a = 0.05.
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Figura 8.7. (a) Gréafica de Contorno y (b) de superficie del DPPH vs Sal, Relacion L-S
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Figura 8.8. (a) Grafica de Contorno y (b) de superficie del DPPH vs Sal, Relacion L-S
con la muestra Molida como valor fijo.

En las Figuras 8.7 y 8.8, podemos determinar las combinaciones que maximizan el

porcentaje de inhibicion de DPPH del aceite esencial.
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Para la muestra entera (Figura 8.7), manteniendo una relacion liquido solido baja (15 mL/g)
la cantidad de sal que maximiza la actividad antioxidante es de 3% — 3.5%, mientras que al
tener relaciones L-S altas (Cercanas a 20 mL/g) la concentracién se sal no afecta en lo
absoluto a la actividad antioxidante por lo que para maximizar la misma, se recomienda
mantener una relacion L-S alta (20 mL/g) con una concentracion de sal cercana a 3% lo
que permite maximizar la extraccion y disponibilidad de los compuestos bioactivos

responsables de la actividad antioxidante.

Por otro lado, la Figura 8.8 exhibe un comportamiento distinto para la muestra molida, ya
que las combinaciones de factores que maximizan la capacidad antioxidante se encuentran
en los extremos opuestos de la interaccion L — S = Sal siendo la combinacion de una
relacion L —S baja (15— 17mL/g) con un porcentaje de sal bajo (3% —3.5%) vy la
combinacion de una relacion L — S alta (19.5 —20mL/g) con un porcentaje de sal alto
(4.5% — 6%) las que maximizan la actividad antioxidante medida por inhibicién del radical

DPPH*

8.2.3.  Porcentaje de inhibicién de ABTS del AE de Clinopodium
mexicanum

Tabla 8.6. Ajuste del modelo para % de inhibicion de ABTS

S R? R?(ajustado) R?(pred)
5.59174 42.67% 0.00% 0.00%
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Tabla 8.7. Analisis de varianza (ANOVA) para ABTS

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valorp
Modelo 7 186.156 26.594 0.85 0.578
Lineal 3 149.025 49.675 1.59 0.267
Muestra 1 0.735 0.735 0.02 0.882
Relacion L-S 1 114.009 114.009 3.65 0.093
Sal 1 34.281 34.281 1.10 0.326
Interacciones de 2 términos 3 21.010 7.003 0.22 0.877
Muestra*Relacién L-S 1 13.141 13.141 0.42 0.535
Muestra*Sal 1 2.568 2.568 0.08 0.782
Relacion L-S*Sal 1 5.302 5.302 0.17 0.691
Interacciones de 3 términos 1 16.120 16.120 0.52 0.493
Muestra*Relacién L-S*Sal 1 16.120 16.120 0.52 0.493
Error 8 250.140 31.268
Total 15 436.296

El andlisis del ajuste del modelo y la varianza para la actividad antioxidante medida
mediante ABTS en el disefio factorial revela que el modelo no es adecuado para describir
la variabilidad de la respuesta. El coeficiente de determinacion R? es de 42.67 %, lo que
indica que menos de la mitad de la variabilidad observada en los datos es explicada por los
factores evaluados. Ademas, el R? ajustado y el R? predictivo son 0.00 %, lo que sugiere
que el modelo no tiene capacidad predictiva ni ajusta bien a los datos experimentales (Tabla

8.6).

En el andlisis de varianza, el valor de p global del modelo es 0.578, superior al umbral de
0.05, lo que implica que el modelo en su conjunto no es significativo. Ninguno de los factores
principales muestra una influencia estadisticamente significativa sobre la actividad
antioxidante por ABTS, ya que todos presentan valores de p superiores a 0.05. La relacion

L — S tiene un valor de p de 0.093, lo que sugiere una tendencia hacia la significancia, pero
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sin alcanzar un nivel de confianza suficiente. Las interacciones entre los factores tampoco

presentan efectos significativos (Tabla 8.7).

Estos resultados indican que la actividad antioxidante medida por ABTS no sigue una
tendencia clara con respecto a los factores evaluados en el disefio factorial. Esto puede
deberse a la naturaleza de la técnica de ABTS, el cual es un radical altamente sensible a
las condiciones de luz y temperatura. Es posible que los factores seleccionados no tengan
un impacto directo en la disponibilidad o estabilidad de los compuestos responsables de la

actividad antioxidante en la muestra de aceite esencial.
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9. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se concluye que:

- La aplicacion de un disefio factorial 23 ha permitido analizar de manera efectiva los
factores que influyen en el rendimiento y en la actividad antioxidante del aceite esencial de

Clinopodium mexicanum.

- Entre los parametros evaluados, la relacion liquido-sélido y la concentracion de sal

desempefian un papel crucial en la optimizacion del proceso de extraccion.

- La presentacion de la muestra, es decir, si se utiliza el material en forma entera o molida,
no mostrdé un efecto significativo de forma individual, sus interacciones con los demas
factores revelaron que, en combinacién, pueden modular el rendimiento y la actividad

antioxidante del aceite.

- El analisis experimental evidencié que, mediante la adecuacion de los niveles de la
relaciéon liquido-soélido y la cantidad de sal, es posible optimizar tanto el rendimiento de

extraccién como la capacidad antioxidante, medido a través de técnicas como DPPH.
- Se observo que los factores elegidos no afectaron la actividad antioxidante por ABTS.

- El uso de un disefio factorial no solo permite analizar de manera detallada el rendimiento
y la capacidad antioxidante del aceite esencial de Clinopodium mexicanum, sino que
también posibilita obtener datos comparables con los reportados para otras plantas

mexicanas.

- Se logro el objetivo general de obtener el aceite esencial mediante un disefio factorial y

determinar su actividad antioxidante.
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- Los objetivos particulares también fueron cumplidos: se seleccionaron adecuadamente los
factores, se realiz6 la extraccion, se efectuo el analisis experimental y se identificaron los

factores y niveles con mayor influencia en las respuestas evaluadas.

En conclusion, este estudio aporta evidencia de que el proceso de extraccién del aceite
esencial de Clinopodium mexicanum depende fundamentalmente del ajuste adecuado de
la relacién liquido-sélido y la concentracion de sal, y de la consideracion integral de las
interacciones entre los factores. Estos hallazgos no solo fortalecen la metodologia
empleada, sino que también ofrecen directrices importantes para futuras investigaciones en

el campo de la extraccion y evaluacion de compuestos bioactivos en plantas mexicanas.
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10. RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos, se proponen las siguientes recomendaciones para

futuras investigaciones:

En primer lugar, se sugiere profundizar en la optimizacién de la relacién liquido-soélido y la
concentracion de NaCl, dado que estos factores demostraron tener un impacto significativo
en el rendimiento y en la actividad antioxidante. Para afinar ain mas estos parametros, se
recomienda implementar una metodologia de superficie de respuesta (RSM), que permita
evaluar de manera continua y precisa la interaccion entre las variables, identificando las

condiciones Optimas del proceso de extraccion.

Asimismo, se aconseja complementar el analisis de la actividad antioxidante utilizando
métodos adicionales a la metodologia ABTS. Esto contribuird a reducir la variabilidad

experimental y a mejorar la confiabilidad y capacidad predictiva del modelo.

Adicionalmente, es pertinente realizar una comparacién directa entre el método de
extraccion empleado en el presente estudio y técnicas alternativas, como la hidrodestilacién
asistida con ultrasonido, para determinar cual ofrece mayores rendimientos y una mejor

conservacién de los compuestos bioactivos.

Finalmente, se sugiere ampliar la investigacién a la comparacion con otras especies de
plantas mexicanas, con el fin de validar la aplicabilidad de los hallazgos y explorar el
potencial del aceite esencial de Clinopodium mexicanum en el desarrollo de productos con
propiedades antioxidantes. Estas estrategias futuras contribuiran a perfeccionar el proceso
de extraccion y a maximizar la calidad y el rendimiento del aceite esencial, promoviendo un

aprovechamiento mas eficiente de los recursos naturales.
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