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RESUMEN

Clinopodium mexicanum, Agastache mexicana subsp. mexicana y Agastache mexicana
subsp. xolocotziana son plantas endémicas de México conocidas como toronjil rojo,
morado y blanco, respectivamente. Estas plantas son utilizadas con fines ornamentales
y/o medicinales en la cultura mexicana. En esta investigacion, se utilizo la metodologia
de superficie de respuesta para optimizar el proceso de extraccion del aceite esencial
de partes aéreas de Clinopodium mexicanum, de hojas de Agastache mexicana subsp.
mexicana y de partes aéreas de Agastache mexicana subsp. xolocotziana. Se obtuvieron
los aceites esenciales mediante hidrodestilacion asistida por ultrasonido,
hidrodestilacion salina e hidrodestilacion asistida por surfactante, respectivamente. Las
variables de respuesta evaluadas fueron la masa de aceite esencial obtenido por masa
de materia prima seca y la actividad antioxidante expresada por el valor ICsy,
determinada por los métodos ABTS y DPPH. Ademas, se compard la actividad
antioxidante de los aceites esenciales obtenidos con tres antioxidantes sintéticos
considerados estandar (BHT, trolox y acido ascorbico), se analizé la composicion
quimica mediante GC-MS (cromatografia de gases — espectrometria de masas) y se
evaluo la toxicidad mediante el modelo de Artemia salina. Los resultados obtenidos
muestran que los aceites esenciales obtenidos presentan una moderada actividad
antioxidante, lo que sugiere una potencial aplicacion en la industria alimentaria y/o

cosmeética.

ABSTRACT

Clinopodium mexicanum, Agastache mexicana subsp. mexicana, and Agastache
mexicana subsp. xolocotziana are endemic plants of Mexico known as red, purple, and
white Toronjil, respectively. These plants are used for ornamental and/or medicinal
purposes in Mexican culture. In this research, the response surface methodology was
used to optimize the extraction process of the essential oil from the aerial parts of
Clinopodium mexicanum, leaves of Agastache mexicana subsp. mexicana, and aerial
parts of Agastache mexicana subsp. xolocotziana. The essential oils were obtained by

ultrasound-assisted hydrodistillation, saline hydrodistillation, and surfactant-assisted

vii



hydrodistillation, respectively. The response variables evaluated were the mass of
essential oil obtained per dry raw material mass and the antioxidant activity expressed
by the 1Cso value, determined by ABTS and DPPH methods. In addition, the
antioxidant activity of the obtained essential oils was compared with three synthetic
antioxidants considered standards (BHT, trolox, and ascorbic acid), the chemical
composition was analyzed by GC-MS (gas chromatography - mass spectrometry), and
the toxicity was evaluated using the Artemia salina model. The results obtained show
that the essential oils obtained have moderate antioxidant activity, suggesting potential

application in the food and/or cosmetic industry.
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1. INTRODUCCION

Se han encontrado s6lidas evidencias de que los antioxidantes artificiales utilizados en
la actualidad, como el BHT (butilhidroxitolueno) y el BHA (butilhidroxianisol),
pueden tener efectos negativos en la salud. Esto ha llevado a la industria a buscar
alternativas mas saludables y naturales (Chivandi et al., 2016; Kumari et al., 2019;
Wongsrangsap & Chukiatsiri, 2021). Los aceites esenciales (EO) han surgido como
una opcion prometedora, ya que se ha demostrado que poseen propiedades
antioxidantes (Giacometti et al., 2018; Le6n-Méndez et al., 2019; Kumari et al., 2019;
Ferrentino et al., 2020).

En laactualidad, la demanda de aceites esenciales esta en constante crecimiento debido
a la necesidad de extraer los valiosos metabolitos secundarios que contienen y fabricar
una amplia variedad de productos en todo el mundo. Esta industria genera ingresos
anuales que se estiman en miles de millones de ddlares, gracias a su amplio espectro
de aplicaciones en la industria farmacéutica, la aromaterapia, el cuidado de la salud, la
cosmética, la aromatizacion y conservacion de alimentos, asi como la perfumeria
(Calvo-Irabien, 2018). Los aceites esenciales se obtienen principalmente de plantas
aromaticas, y paises como México, que albergan cerca de 450 especies diferentes de
plantas aromaticas, muchas de ellas endémicas, son ricos en recursos para esta industria
en crecimiento (Shelepova et al., 2022). Con el debido reconocimiento y atencion, este
sector productivo tiene un gran potencial para generar divisas significativas en el

mercado mundial para los paises productores.

Ademas, el mercado de aceites esenciales sigue en expansion, se proyecta que el
mercado global de los aceites esenciales alcance las 403.06 kilotoneladas para el afio
2025 (Godlewska et al., 2021) y las caracteristicas particulares de este sector demandan
constantemente nuevos productos y nuevas fuentes de aceites esenciales (Silva-
Castellanos et al., 2021; Shelepova et al., 2022). Es preferible que estos sean obtenidos
de cultivos de plantas endémicas de la region donde se extraera el aceite esencial,
buscando asi la sostenibilidad ambiental y evitando los costos de transporte, al mismo

tiempo que se impulsan las economias regionales (Guzméan & Lucia, 2021).



Existen varios metodos para obtener aceites esenciales, entre los mas econémicos se
encuentran aquellos cuyo principio basico es la destilacion. No obstante, varios factores
afectan el rendimiento, por lo que es necesario optimizarlos con el fin de obtener el

méaximo rendimiento a un costo minimo y con la mejor calidad posible.

La presente investigacion se desarroll6 en varias etapas que se describen en este
documento. En primer lugar, se llevo a cabo un estudio del estado del arte, resumido
en el Capitulo 2, donde se describen brevemente las caracteristicas de la materia prima
utilizada, los principios bésicos de los métodos de obtencidn de los aceites esenciales
y los métodos de medicion de la actividad antioxidante utilizados en esta investigacion

asi como las bases tedricas de la metodologia de superficie de respuesta.

En el siguiente capitulo (Capitulo 3), se presenta la justificacion de la investigacion,
seguida de la formulacién de la hipdtesis (Capitulo 4) y los objetivos (Capitulo 5) de

dicho estudio.

En el Capitulo 6 se describe la metodologia empleada para llevar a cabo esta

investigacion. Se detallan los pasos y procedimientos utilizados.

En el Capitulo 7 se presentan los resultados obtenidos en los experimentos realizados,

asi como el analisis y la discusion correspondientes.

Por dltimo, en el Capitulo 8 se exponen las conclusiones obtenidas, seguidas de las

recomendaciones (Capitulo 9) para futuros trabajos de investigacion.

Finalmente, se proporciona una lista detallada de las referencias bibliograficas

utilizadas al final de esta tesis.



2. ANTECEDENTES

2.1. Definicion de aceites esenciales

Los aceites esenciales (EO), también conocidos como aceites aromaticos volatiles, son
mezclas liquidas y oleosas de sustancias que se evaporan facilmente. Son compuestos
naturales con un aroma intenso que se producen como metabolitos secundarios en
diferentes plantas aromaticas. Estos aceites pueden extraerse de diversas partes de las
plantas, como las hojas, la cascara, las flores, las semillas, la corteza y los brotes (Dao
et al., 2019; Konfo et al., 2023; Liu et al., 2023).

Los aceites esenciales presentan dos caracteristicas principales que les confieren
beneficios: actividad antioxidante y antimicrobiana, lo que los hace dtiles en diversas
industrias, incluyendo la farmacéutica, sanitaria, cosmetica, agricola y alimentaria.
Ademas, se ha observado que poseen otras actividades beneficiosas, como propiedades

fungicidas y anticancerigenas (Liu et al., 2023; Zhao et al., 2023).

Se atribuye principalmente la actividad antioxidante de los aceites esenciales a los
compuestos fendlicos que estos contienen, ya que dichos compuestos detienen o
retrasan la oxidacion aerobia de la materia organica aunque algunos compuestos
terpenoides también hacen su contribucion a dicha caracteristica (Conde-Hernandez &
Guerrero-Beltran, 2014). En general, es posible anticipar una buena actividad
antioxidante en un aceite esencial que posea una gran cantidad de compuestos fendlicos
y una baja concentracion de terpenos insaturados (Amiri et al., 2021; Chen, 2023).
Aunque es importante aclarar que hasta ahora no ha sido posible explicar
completamente las propiedades medicinales de los aceites esenciales a través de sus

propiedades antioxidantes (Liu et al., 2023; Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

La actividad antimicrobiana de los EO, que se define como la habilidad del aceite
esencial para proteger a los alimentos de agentes patdgenos y microorganismos
responsables de la putrefaccion, se atribuye al grupo hidroxil presente en la estructura

de los compuestos fendlicos del aceite esencial, siendo la posicion relativa de éste,



crucial para la efectividad de los aceites esenciales; esto Ultimo podria explicar la
actividad antimicrobiana superior de algunos componentes de los propios aceites
esenciales contra otros (Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

2.2 Métodos de obtencion de los aceites esenciales

A pesar de que la hidrodestilacion (HD) y la destilacién por arrastre de vapor (SD) son
los métodos comUnmente utilizados en la extraccion de aceites esenciales a nivel
comercial, en los ultimos afios se han desarrollado una serie de nuevas técnicas para
extraer dichos aceites esenciales, por lo que, cuando se planea extraer el aceite esencial
de una planta, es necesario definir de manera adecuada el método a usarse ya que cada
uno influye en la actividad antioxidante del aceite esencial (Lim et al., 2017; Hu et al.,
2023). La eleccion del método de extraccion debe basarse en el estado y forma del
material vegetal asi como la parte de la planta de la que se va a extraer el aceite ya que
una extraccion inapropiada podria conducir a la pérdida de la bioactividad del aceite
esencial o incluso decoloracion y/o pérdida de sabor asi como un incremento en la
viscosidad (Konfo et al., 2023; Asbahani et al., 2015; Hashemi et al., 2018a).

Los meétodos de extraccion de aceites esenciales pueden clasificarse, de acuerdo con
Asbahani et al. (2015), en dos categorias (Tabla 2.1): métodos convencionales o
clasicos y métodos avanzados o no convencionales (también llamados emergentes),
donde los métodos convencionales son aquellos basados en la destilacion con agua,
recuperando con calor el aceite esencial de las plantas y los métodos emergentes se
caracterizan porque a menudo reducen los tiempos de extraccion, el consumo de
energia, el uso de solventes y las emisiones de dioxido de carbono. A continuacion se

presenta una breve descripcion de cada uno.



Tabla 2.1. Clasificacion de los métodos de extraccion de aceites esenciales de acuerdo
con Asbahani et al. (2015).
Convencionales o clésicos Técnicas no convencionales o emergentes
e Hidrodestilacion e Extraccion con fluidos supercriticos
e Destilacion con vapor Extraccion con liquidos subcriticos
e Extraccion con solventes Extraccion asistida por microondas
organicos Descompresion instantanea controlada
e Prensado en frio Hidrodestilacion asistida por
surfactante
Hidrodestilacion salina
e Extraccion asistida por ultrasonido

2.2.1 Metodos tradicionales para extraer aceites esenciales

Hidrodestilacion: es el método méas simple y comun, ademas se destaca por su bajo
costo y amigabilidad con el medio ambiente (Cui et al., 2018). Es recomendado por la
tercera edicion de la Farmacopea Europea para determinar el rendimiento de los aceites
esenciales. A menudo se usa para aislar los productos naturales insolubles en agua con
alto punto de ebullicién (Asbahani et al., 2015). El proceso consiste en la inmersion
total del material vegetal en agua, seguido por la ebullicion de dicha mezcla a presion
atmosferica. Gracias a la barrera que hace el agua circundante, este método protege el
aceite extraido del sobrecalentamiento hasta cierto grado. El vapor de agua y el vapor
del aceite esencial son condensados a una fraccion acuosa. La duracion del proceso
suele encontrarse entre dos y seis horas dependiendo de la naturaleza del material
vegetal, lo que podria afectar tanto el rendimiento como la composicion del EO. Las
desventajas que presenta esta técnica son: que pueden presentarse alteraciones
quimicas en las moléculas como la hidrdlisis de compuestos insaturados o ésteres,
polimerizacion de aldehidos o descomposicion térmica de algunos compuestos
sensibles del EO debido al contacto prolongado con agua ebullendo, también que se
pueden perder moléculas polares producto del sobrecalentamiento, ademas de que los
tiempos de extraccion son largos. Este método presenta diversas ventajas, entre las
cuales se incluyen la destilacion del material a temperaturas inferiores a los 100°C, su
sencillez tanto en la instalacion como en la implementacion. Es especialmente
recomendado cuando los aceites esenciales de la planta resultan dificiles de aislar y

contienen componentes insolubles en agua, termoestables y con un alto punto de
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ebullicion. Ademas, esta técnica no requiere el uso de solventes quimicos. (Hashemi et
al., 2018a). La hidrodestilacion es una técnica tradicional ampliamente utilizada en la
industria para extraer aceites esenciales (Ngan et al., 2022), pero su proceso puede
diferir de aquel utilizado en estudios de investigacion, siendo méas complejo y
especializado. EIl procedimiento de destilacion utilizado en la industria puede diferir
del utilizado en estudios de investigacion. Por ejemplo, en la industria se pueden
emplear procesos de destilacion especializados como la destilacion extractiva, la
destilacion con sal o la destilacion de ebullicion cercana (Tung & Koca, 2020).

Destilacion con vapor: este es otro de los métodos ancestrales usados para la obtencion
de EO, que ademas permite obtener aceites esenciales de alta calidad. La destilacion
con vapor esta basada en el mismo principio de la hidrodestilacion con la diferencia de
que se hace pasar vapor de agua a través del material vegetal que se coloca y sostiene
sobre una rejilla perforada sobre el agua en el destilado, teniendo muchas veces como
consecuencia una reduccion en el tiempo de extraccion y una menor pérdida de
moléculas polares (Antunes Filho et al., 2023), este meétodo muchas veces es preferido
para extraer aceites esenciales debido a su bajo costo, flexibilidad, versatilidad y su
capacidad para preservar la integridad del aceite esencial (Lim et al., 2017). En este
método, el calor aplicado causa la ruptura de la estructura celular y la liberacion de los
compuestos aromaticos o aceites esenciales de la planta teniendo como consecuencia
el acarreo de dichos compuestos volatiles con el vapor para posteriormente condensar
dicha mezcla y entonces separar por decantacion el aceite esencial (Tongnuanchan &
Benjakul, 2014). Dependiendo de la forma en que es aplicado el vapor al material
vegetal, se distingue entre destilacion por arrastre con vapor-DAV (el vapor es
introducido desde la parte inferior) o hidrodifusion-HDiff (el vapor es aplicado desde

la parte superior de la planta) (Asbahani et al., 2015).

Extraccion con solventes organicos: Este proceso se utiliza para extraer aceites
esenciales sensibles al calor, utilizando solventes como petroleo, acetona, éter,
metanol, etanol y hexano. El solvente se mezcla con el material vegetal y luego se

calienta para extraer el aceite esencial. Después de la extraccion, se filtra la mezcla



liquida que contiene el aceite esencial. El filtrado, que consiste en una combinacion de
cera, fragancia y aceite esencial, se mezcla luego con alcohol puro para disolver el
aceite esencial en él. Al destilar el alcohol a baja temperatura, se obtiene el aceite
absoluto (Antunes Filho et al., 2023). A pesar de que la extraccion con solventes puede
lograr una mayor produccion de aceites esenciales, los procesos de concentracion de la
muestra (mediante la evaporacion del solvente) y su posterior disolucion son tediosos
y pueden resultar en la introduccién de impurezas quimicas adicionales, como
componentes no volatiles presentes simultaneamente y residuos de solvente durante el
paso de extraccion con solventes (Zhang & Guo, 2020). Asi que en ocasiones la
seguridad del producto se encuentra comprometida, motivo por el cual no es
recomendable usar dichos aceites esenciales en alimentos o productos farmaceuticos
(Hashemi et al., 2018a).

Prensado en frio: es el método tradicional usado para extraer aceites esenciales de
citricos. En este método de extraccion los sacos oleosos de la materia prima se rompen
y los aceites esenciales son liberados. El aceite es removido en forma mecanica por
prensado en frio obteniéndose una emulsion acuosa para posteriormente ser recuperado
por centrifugacion (Asbahani et al., 2015). De acuerdo con Yi et al. (2018), la
extraccion por prensado en frio presenta grandes ventajas como lo son su simplicidad
y economia de operacion, ademas de lograrse una extraccion de aceites esenciales de
alta calidad sin utilizar solventes quimicos, aunque su rendimiento muchas veces

resulta menor.

2.2.2 Técnicas no convencionales o emergentes para la extraccion de aceites esenciales

Una desventaja de la extraccion convencional de aceites esenciales es aquella
relacionada con la termolabilidad de los componentes de los aceites esenciales ya que
muchas veces se observa la alteracion quimica de los compuestos debido a las altas
temperaturas a las que son sometidos. Ademas, los tiempos de extraccion en los
métodos tradicionales son bastante largos. Es por estas razones que las técnicas no

convencionales suelen tener como objetivo la reduccion del tiempo de extraccién, del



consumo de energia, del uso de solventes y de las emisiones de didxido de carbono
(Asbahani et al., 2015).

Extraccién con fluidos supercriticos: el principio de este método se basa en el uso y
reciclaje del fluido en pasos repetidos de compresion-descompresion. Al comprimir y
aumentar la temperatura, el fluido alcanza el estado supercritico, momento en el que se
hace pasar a traves del material vegetal en bruto llevando consigo material volatil y
extractos de la planta para posteriormente descomprimir y enviar el extracto a uno o
mas separadores donde el fluido se descomprime gradualmente (perdiendo asi su poder
de solvente) para entonces separar el extracto obtenido de dicho fluido (Asbahani et
al., 2015). Este método permite llevar a cabo una extraccion rapida y eficiente ademas
de minimizar la pérdida de algunos compuestos volatiles, mejorar la baja eficiencia de
extraccion por otros metodos, disminuir la degradacion de compuestos insaturados y
eliminar los residuos de solventes toxicos en el extracto. Se usa principalmente dioxido
de carbono como solvente debido a que no es toxico, ni explosivo y se elimina
facilmente del producto extraido mejorando su calidad en comparacion con métodos
de extraccion que utilizan solventes o agua para extraerlos (Sodeifian et al., 2016). El
mayor obstaculo para su desarrollo dentro de la industria es el alto costo de los equipos,

asi como su instalacion, operacion y mantenimiento (Asbahani et al., 2015).

Extraccion con liquidos subcriticos: se usan principalmente fluidos como el agua y el
dioxido de carbono. En el caso del agua, esta se usa a temperaturas entre 100 °C y 374
°C, y presion lo suficientemente alta como para mantener el estado liquido. Esta técnica
es también llamada extraccion de agua caliente a presion o extraccion de agua de baja
polaridad a presion. En estas condiciones el agua es mucho menos polar y los
compuestos organicos son mucho mas solubles que a temperatura ambiente lo que
facilita su extraccion (Zekovic et al., 2014). El proceso generalmente se lleva a cabo
en cinco pasos que consisten en la preparacion de la muestra moliéndola o triturandola
para aumentar su superficie de exposicion y mejorar la eficiencia de la extraccion.
Después se lleva el fluido hasta sus condiciones subcriticas para mezclarlo con la

muestra y llevar a cabo la extraccion de los compuestos solubles en el fluido de



extraccion. Para finalmente separar la fase acuosa de los restos de la mezcla y efectuar

la purificacion del aceite esencial (Asbahani et al., 2015).

Extraccion asistida por microondas: este método de extraccion utiliza la energia de las
microondas para obtener los aceites esenciales de las plantas. En este proceso, el
material vegetal se coloca dentro de un extractor junto con un disolvente adecuado,
como puede ser el agua o un disolvente organico. Luego, se expone a la radiacion de
microondas, que calienta el material y facilita la extraccion de los componentes
volatiles. El calor generado por las microondas permite que los compuestos se evaporen
mas rapidamente, acelerando el proceso de extraccion. Este método de extraccion
ofrece varias ventajas en comparacion con otros métodos tradicionales, como la
destilacion por arrastre de vapor o la extraccion con disolventes. Algunas de estas
ventajas incluyen tiempos de extracciobn mas cortos, mayor selectividad en la
extraccion de componentes deseados, menor consumo de energia y mayor eficiencia
en la extraccion de aceites esenciales. La aplicacion de la tecnologia de extraccion
asistida por microondas ha dado lugar a diversas variantes, que incluyen la
hidrodestilacion asistida por microondas, la extraccién sin solventes por microondas,
la destilacion al vapor acelerada por microondas, la destilacion al vapor por
microondas, la hidrodifusion y gravedad por microondas y la extraccion asistida por

microondas portatil (Tongnuanchan & Benjakul, 2014; Asbahani et al., 2015).

Decompresion instantanea controlada: este método consiste en una reduccién brusca
de la presion al vacio después de someter el material a altas temperaturas y presiones
durante un corto periodo de tiempo. Esto provoca varias autovaporizaciones abruptas
que permiten la evaporacion de una mayor cantidad de moléculas volatiles en
comparacion con la autovaporizacién progresiva. Ademas, esta técnica permite
alcanzar rapidamente niveles mas bajos de temperatura. Los aceites esenciales
resultantes se recuperan en forma de emulsiones acuosas estables. Una ventaja
adicional es que la materia prima de la planta puede recuperarse y secarse a temperatura
ambiente para su posterior almacenamiento y uso en extracciones futuras (Asbahani et

al., 2015). La ausencia de uso de solventes en este método lo convierte en una opcion



respetuosa con el medio ambiente a escala industrial. Ademas, se destaca por su alta
velocidad de operacién, selectividad y capacidad de funcionamiento automatico
(Rashidi et al., 2018).

Hidrodestilacion asistida por surfactante: este proceso consiste en afiadir polisorbatos
como surfactantes y emulsificadores al agua usada en la extraccion del EO con el
objetivo de formar micelas que de manera simultanea reduzcan la tensién superficial
entre la fase acuosa y la superficie hidréfoba de los tejidos vegetales y, por otro lado,
entre la fase acuosa y oleosa. Para de esta forma, eliminar la barrera fisica para la
difusion del agua dentro de la célula, ayudando a humedecer el material vegetal y
evitando el depdsito de aceite sobre la superficie (Charchari & Abdelli, 2014;
Tongnuanchan y Benjakul, 2014). Acerca del uso de Tween 20 (Ce2H122026) como
surfactante en la extraccion de aceites esenciales, autores como Filly et al. (2016) en la
extraccion de EO de Lavandula hybrida L., reportan que la adicion de dicho surfactante
provoco un aumento en el rendimiento del aceite esencial. Por otro lado, Solanki et al.,
(2020) reportan que el uso de compuestos anfifilicos no provocaron cambios en la

composicién del aceite esencial obtenido.

Hidrodestilacion salina: este proceso consiste en agregar una sal a la mezcla de
extraccion. Segun Tran et al. (2019), esta adicion evita la pérdida de aceite esencial en
forma de emulsion y reduce la solubilidad de algunos componentes no polares del
aceite esencial en el medio acuoso. El cloruro de sodio podria jugar un papel importante
como electrolito, aumentando la densidad y polarizacion del agua, lo que facilitaria la
separacion del aceite esencial del agua. Ademas, una concentracion adecuada de NaCl
provocaria una diferencia de presion osmética que dificultaria la separacion de los

aceites esenciales del material.

Diferentes investigaciones han demostrado la eficacia de la hidrodestilacién salina. Por
ejemplo, Wu, Chen et al. (2020) reportaron un aumento en el rendimiento en la
extraccion de aceite esencial de Tribute citrus al utilizar una solucion al 3% de NaCl
en el agua de destilacion. Fu et al. (2022) encontraron una fuerte influencia de la

concentracion de cloruro de sodio en la velocidad de extraccion de aceite esencial de
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Thuja koraiensis Nakai. Ademéas, Wu, Han et al. (2020) lograron casi duplicar el
rendimiento de aceite esencial de rosa Kushui (R. setate x R. Rugosa) usando NaCl en
el agua de destilacion, mejorando la actividad antioxidante sin cambiar el aroma de
dicho aceite esencial. Por su parte, Chen et al. (2021) optimizaron el rendimiento del
aceite esencial de hojas de romero (Rosmarinus officinales L.) utilizando una
concentracion al 5% de cloruro de sodio en el agua de destilacion. Asimismo, Liu et
al. (2019) extrajeron aceite esencial de Citrus sinensis (Gannanzao) y encontraron que
a una concentracion de 5.3% de NaCl se obtuvo el mejor rendimiento. Tran et al. (2019)
utilizaron la hidrodestilacion salina para extraer aceite esencial de Pipper nigrum L.,
logrando mejorar el rendimiento hasta un 2.45%. Aunque Huzar et al. (2018) agregaron
NaCl en el agua de destilacion al extraer aceite esencial de frutos de Coriandrum
sativum L., no observaron un cambio en el rendimiento, pero si un incremento en el
contenido de alcanfor del aceite esencial obtenido. Finalmente, Filly et al. (2016)
utilizaron hidrodestilacion salina para obtener aceite esencial de Lavandula hybrida L.,
logrando un aumento en el rendimiento y un mejoramiento en la recuperacion de
algunos compuestos volatiles de los hidrolatos. Fazlali et al. (2015) reportaron que,
cuando se agregd NaCl al agua en la extraccion de aceite esencial de Rosmarinus

officinalis, disminuyd el tiempo de extraccion aungue no la eficiencia.

Técnicas asistidas por ultrasonido (US): en los ultimos afios ha habido un aumento en
el uso del ultrasonido como pretratamiento en combinacién con otras técnicas de
extraccion, como la hidrodestilacion o la destilacion con solvente, con el fin de acelerar
y mejorar la intensidad y selectividad de la extraccién del aceite esencial. Este
pretratamiento implica sumergir el material vegetal en agua u otro solvente mientras se
somete a ondas ultrasonicas, que provocan vibraciones mecanicas en las paredes y
membranas de las plantas para aumentar la velocidad de extraccion. La extraccion se
produce a través de la difusion en las paredes celulares y el lavado del contenido celular
una vez que las paredes se rompen debido a la formacién de burbujas de cavitacién en
la solucidn en la que se sumerge el material vegetal (Tongnuanchan & Benjakul, 2014).
Este método es relativamente simple y econémico en comparacion con otros métodos

de extraccion y es beneficioso para las plantas que son sensibles a la temperatura.



Ademas, la intensificacion de la transferencia de masa, la disrupcion celular y la mejora
de la penetracion de solvente y el efecto capilar son ventajas adicionales (Asbahani et
al., 2015).

Algunos estudios han utilizado la hidrodestilacion asistida por ultrasonido para extraer
aceites esenciales. Por ejemplo, de Li et al. (2022) extrajeron el aceite esencial de las
cascaras de Tribute citrus, Mollaei et al. (2021) extrajeron EO de las flores de Oliveria
decumbens y encontraron que el tratamiento con ultrasonido antes de la
hidrodestilacion aumentd el rendimiento del aceite esencial. Ademas, Balti et al. (2018)
mejoraron el rendimiento del aceite esencial de Cymbopogon flexuosus y Solanki et al.
(2018) mejoraron el rendimiento del aceite esencial de Cymbopogon winterianus

utilizando esta técnica de pretratamiento.
2.3 Plantas medicinales y aromaticas

Las plantas medicinales son aquellas plantas que contienen sustancias quimicas que
ejercen una accion farmacologica beneficiosa o perjudicial sobre un organismo vivo
gracias a su llamado principio activo, dichos principios activos son producto del
metabolismo secundario de las plantas. Se les llama plantas aromaticas a aquellas
plantas medicinales cuyos principios activos estan constituidos total o parcialmente por
aceites esenciales. Se sabe que, de las plantas medicinales, aproximadamente el 0.66%
son plantas aromaticas. Como se menciono anteriormente, México es un pais rico en
plantas aromaticas, a continuacion, se presenta una descripcion de tres plantas

endémicas mexicanas con un gran potencial como fuentes de aceites esenciales.
2.3.1 Clinopodium mexicanum

Clinopodium mexicanum (Benth.) Govaerts (Syn. Gardoquia mexicana Benth,
Satureja mexicana (Benth) Bring.) de la familia Lamiaceae es una especie endémica
mexicana que se encuentra distribuida en la provincia fisiografica de la Sierra Madre
Oriental en los estados de Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Oaxaca,

Puebla, Querétaro, Tamaulipas, San Luis Potosi y Veracruz. Se trata de un arbusto
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aromatico cuyo tallo esta cubierto de tricomas; tiene hojas ovadas con hojas de margen
dentadas o serruladas y margenes que giran y miden hasta 1 cm. Tiene flores solitarias
en las axilas de las hojas superiores con un céliz con forma de tubo que mide hasta 6
mm de largo, 13 venas evidentes, un anillo de pelo en su interior y un apice dividido
en cinco. La corola es de color rojo o naranja con forma tubular ligeramente arqueada
y mide de 2.2 a 3.4 cm de longitud, esta corola se extiende hacia el apice y se divide
en dos labios; el labio superior esta erecto y el labio inferior estd dividido en tres
I6bulos. Tiene cuatro estambres, dos de los cuales son mas largos. Es conocida como
poleo, poleo verde, toronjil de menta, toronjil rojo o toronjil de monte (Figura 2.1).
Clinopodium mexicanum es considerada una especie de alto valor biocultural, y su
recoleccion y almacenamiento es comun en las areas donde crece en forma silvestre,
no esta incluida en el Listado de plantas mexicanas en riesgo (NOM-059-
SEMARNAT-2010) y su manejo es rudimentario (SEMARNAT, 2010; Alvarado et
al., 2020; Silva Castellanos et al., 2021).

A Clinopodium mexicanum se le atribuyen propiedades tranquilizantes por lo que la
poblacién suele consumirla en preparaciones acuosas como remedio para dolencias
nerviosas, inducir el suefio y como agente sedante y analgésico, también es usado para
aliviar dolores de muelas, problemas digestivos y gastrointestinales y dolencias
reproductivas femeninas. Asimismo, se usa en la preparacion de aperitivos y bebidas
digestivas debido a su agradable sabor (Estrada-Reyes et al., 2014; Alvarado et al.,
2020; Silva Castellanos et al., 2021).
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Figura 2.1. Clinopodium mexicanum. Fuente: Biol. Lucio Caamafio Onofre.

A pesar del uso intensivo de Clinopodium mexicanum en la medicina tradicional
mexicana y que estudios fitoquimicos arrojan la presencia de flavonoides libres y
glicosidos, existe poca informacién acerca de su actividad biologica o de la
composicion de las partes aéreas de dicha planta y ninguna de su aceite esencial y/o de
su actividad antioxidante, incluso esta planta no es mencionada en la farmacopea

mexicana de hierbas (Estrada-Reyes et al., 2014; Silva Castellanos et al., 2021)

Acerca del extracto acuoso de Clinopodium mexicanum existen distintos reportes:
referente al analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucién, Alvarado et al.
(2020) reportan la presencia de once metabolitos del tipo flavonoide del que solo se
aislaron e identificaron estructuralmente cinco de ellos (8-hidroxi-salvigenina, 5-
demetoxibicilina, neoponcirina, naringenina y hesperidina). Se reporta también, con la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucidén-espectrometria de masas, la
presencia de glucosidos de flavanona (poncirina, isonaringina y neoponcirina)
identificandose las flavonas 8-hidroxi-salvigenina y gardenina B, asi como las
flavononas naringenina y 4-O-metilnaringenina. Tepe & Cilkiz, (2016) reportan
también haber aislado los compuestos neoponcirina, poncirina, isonaringenina,
hesperidina, 8-hidroxisalvigenina, naringenina, b-sitosterol, &acido ursélico y
daucosterol. Acerca de neponciria, se sabe que es una sustancia con efectos sedantes,
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anticonvulsivos, ansioliticos similares al Diazepam, y antinociceptivos mayores que el

ibuprofeno, similares al ketorolaco (Silva Castellanos et al., 2021).

Se ha informado también que el extracto acuoso de Clinopodium mexicanum presenta
cierta toxicidad. En estudios con ratones, se observé que la dosis letal media (LDso) fue
de 2154 mg/kg, y dosis superiores a 1600 mg/kg causaron efectos adversos, llegando a
provocar la muerte de los ratones a una concentracion de 2900 mg/kg. Se han
investigado ademas otras propiedades y se ha encontrado que el extracto acuoso de
Clinopodium mexicanum posee actividad anticonvulsivante, ademas se ha utilizado en
estudios preclinicos para tratar trastornos relacionados con la ansiedad y la depresion.
Se ha observado que este extracto tiene un efecto depresor en el sistema nervioso
central, ya que prolonga el tiempo de suefio inducido por el pentobarbital sédico.
También se ha evaluado su efecto analgésico utilizando el modelo de dolor agudo de
placa caliente, mostrando un efecto antinociceptivo en animales de prueba. Se ha
sugerido que esta actividad farmacologica podria estar relacionada con dos compuestos
presentes en dicho extracto, la hesperidina y la neoponcirina, que han demostrado tener

propiedades analgésicas (Alvarado et al., 2020).
2.3.2 Agastache mexicana subsp. mexicana

El género Agastache pertenece a la subfamilia de Lamiaceae, subfamilia Nepetoideae
que consta de unas 22 especies distribuidas en Asia y América del Norte; en México,
12 de ellas son endémicas. Este género produce varios metabolitos secundarios
volatiles y no volatiles, principalmente fenilpropanoides y terpenoides. Hay dos
subespecies de Agastache mexicana: Agastache mexicana subsp. mexicana y
Agastache mexicana subsp. xolocotziana, estas difieren en el tamafio, la forma de las
hojas, las inflorescencias, asi como en su composicién quimica. En comparacion con
otras especies de Agastache y/o miembros de la familia Lamiaceae, las inflorescencias
de Agastache mexicana tienen un mayor contenido de polifenoles y flavonoides, asi
como mayores propiedades antioxidantes. Los resultados de la investigacidn sobre los

efectos medicinales de A. mexicana subsp. mexicana y subsp. xolocotziana apoyan su
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uso en la medicina tradicional para aliviar trastornos gastrointestinales, dolor de

estdbmago, asma, ansiedad e insomnio (Figura 2.2) (Palma-Tenango et al., 2021).

Figura 2.2. Agastache mexicana subsp. mexicana. Fuente: propia.

Agastache mexicana subsp. mexicana Linton & Epling es comunmente llamada toronjil
rojo o toronjil morado. A pesar de que esta planta crece en el eje volcanico del centro
de Meéxico (Guanajuato, Michoacan, Puebla, Querétaro, Hidalgo, Veracruz,
Chihuahua, Morelos, Tlaxcala y Ciudad de México) se conoce y utiliza mas alla de su
rango geografico natural; se cultiva bajo siembra y se comercializan los manojos de
inflorescencias o plantas secas a través del territorio nacional e incluso de forma
internacional. De acuerdo con Palma-Tenango et al. (2021), esta especie es candidata
para el cultivo estructurado como fuente de principios activos, extractos, aceites
esenciales y productos farmacéuticos El tipico toronjil rojo presenta un olor a anis y
florece de junio a noviembre. Su tallo es erecto, ramificado y de cuatro angulos; la parte
basal y media de este es de color pdrpura y la forma de sus hojas es ovado-lanceolada
con medidas entre 4.4 a 6.3 cm de largo y de 2.1 a 2.5 cm de ancho. El peciolo mide 1
cm de largo y la corola es de color rojo purpura a rojo (Figura 2.2). La medicina
tradicional mexicana ha utilizado Agastache mexicana subsp. mexicana para tratar
diversos padecimientos como el susto, dolor de estomago, exceso de bilis, tos, vomito,

escalofrios y ansiedad. Los resultados de la investigacién cientifica respaldan su uso

14



medicinal como ansiolitico, tranquilizante y sedante, ademas de ser efectivo en el alivio

del “nerviosismo” (Carrillo Galvan et al., 2020; Palma-Tenango et al., 2021).

Diferentes investigaciones realizadas acerca de esta planta reportan la actividad
vasoactiva y antioxidante del extracto. Acerca del extracto metandlico también se ha
reportado un efecto ansiolitico. En cuanto al extracto hidrosoluble, este se probd en
ratones en los que se observd que en dosis bajas tuvo un efecto ansiogénico y ansiolitico
y en dosis altas un efecto sedante. Acerca de la tilianina extraida de esta planta, se han
reportado efectos antihipertensivos y vasorelajantes in vitro (Palma-Tenango et al.,
2021). También, en ratas macho, se observd la actividad antihipertensiva del extracto
de diclorometano de Agastache mexicana subsp. mexicana, asi como de su compuesto
aislado, el acido ursolico (Michel et al., 2020). Con respecto a su aceite esencial,
Navarrete et al. (2016) observaron que este provoco la relajacion del tejido traqueal de

cuyos.

Aunque se afirma que los métodos de extraccion influyen en la variabilidad de las
caracteristicas fisicas y quimicas de los aceites esenciales, de acuerdo con Palma-
Tenango et al. (2021), los diferentes aparatos de destilacion no parecen afectar la
calidad del aceite esencial de A. mexicana subsp. mexicana. Algunos reportes sobre la
composicidn quimica de este aceite esencial (Zielinska & Matkowski, 2014; Navarrete
etal., 2016; Najar et al., 2019; Carrillo-Galvan et al., 2020) llevan a concluir que dicha
composicién se ha visto influenciada por las condiciones ambientales del cultivo y el
tiempo de cosecha lo que hace dificil establecer un perfil quimico definido. Los
compuestos comunmente reportados son el estragol y limoneno (Carrillo Galvan et al.,
2020; Palma-Tenango et al., 2021).

2.3.2 Agastache mexicana subsp. xolocotziana

Agastache mexicana subsp. xolocotziana Bye, Linares & Ramamoorthy, tiene olor y
sabor a mentolado, corola blanca con tricomas en su labio inferior, hojas verde oliva
lanceoladas y margen crenado ademas de un rizoma robusto (Figura 2.3); esta

subespecie solo se encuentra en un estado cultivado en el centro de México. La
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ausencia de poblaciones silvestres con flores blancas, polen y frutos estériles y la
reproduccion vegetativa a traves de los rizomas sugieren que este taxén puede ser
producto de la hibridacion entre Agastache mexicana subsp. mexicana y Agastache
palmeri (Carrillo-Galvén et al., 2020).

Se ha reportado que Agastache mexicana contiene compuestos terpenoides como
monoterpenos (limoneno, pulegona), sesquiterpenos (p-cariofileno), diterpenos
(breviflorina), triterpenos (&cidos ursolico, corosdlico, maslinico); compuestos
fendlicos y fenilpropanoides como flavonas (acacetina) y flavonoides (tilianina,
hesperitina); acidos carboxilicos (acido 9-hexadecenoico, &cido butanoico); y azlcares
solubles (glucosa, sacarosa) y aunque las subespecies mexicana y xolocotziana
comparten compuestos comunes, estas presentan perfiles quimicos distintos (Palma-
Tenango et al., 2021).

Agastache mexicana subsp. xolocotziana se conoce en la medicina tradicional
mexicana como “toronjil blanco” y se usa junto con Agastache mexicana subsp.
mexicana (Kunth) Lint & Epling en infusiones para tratar dolores gastrointestinales,
cardiovasculares, menstruales y nerviosos; también se utilizan para combatir el
insomnio, como sedante y en el tratamiento de dolencias de filiacion cultural como el
“susto” o el “espanto”. En particular, Agastache mexicana subsp. xolocotziana se
utiliza para tratar enfermedades del corazon y debido a sus propiedades terapéuticas es
comercializada internacionalmente (Zielinska & Matkowski, 2014; Najar et al., 2019;

Palma-Tenango et al., 2021).

Acerca de Agastache mexicana subsp. xolocotziana, existen estudios fitoquimicos y
farmacoldgicos recientes que se correlacionan con sus usos etnomedicinales; se ha
informado del efecto espasmolitico, analgésico y antiinflamatorio del extracto
organico, asi como la observacion de que A. mexicana subsp. xolocotziana provocé la
contraccién de la aorta, la vejiga, el corazon y los musculos intestinales y uterinos en
experimentos con ranas. Se ha reportado también que los extractos organicos de

Agastache mexicana subsp. xolocotziana contienen acacetina y acido ursélico que
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produjeron efectos ansioliticos, espasmoliticos y antinociceptivos en experimentos in

vitro e in vivo en ratones (Palma-Tenango et al., 2021).

s

Figura 2.3. Agastache mexicanbép. xolocotziana. Fuente: propia.

Acerca de su aceite esencial se ha reportado que posee 38 compuestos siendo los mas
abundantes estragol y metil eugenol. Respecto de la actividad antioxidante de su aceite
esencial no existen reportes a pesar de que se considera que este posee un gran valor

economico e interés cientifico (Estrada-Reyes et al., 2014; Juarez et al., 2015).

2.4 Optimizacion de condiciones de proceso mediante la metodologia de superficie de
respuesta (RSM)

El término optimizar se refiere a mejorar el funcionamiento de un sistema, un proceso
0 un producto con el objetivo de obtener el maximo beneficio de este; la optimizacién
de las condiciones de proceso es una de las fases mas criticas en el desarrollo de un
bioproceso eficiente y econdmico (Kasemiire et al., 2021). Con respecto a la extraccion
de aceites esenciales, una vez que se ha elegido el método de extraccion apropiado a la
materia prima, los pardmetros adecuados (temperatura, presion, tiempo de extraccion,
cantidad de producto, tamafio de particula de la materia prima, etc.) deben determinarse
para obtener el maximo rendimiento con la mejor calidad puesto que dicho rendimiento
suele estar por debajo del 1%. Para lograrlo, se requiere de una herramienta matematica

poderosa, de acuerdo con Montgomery (2006) el método de superficie de respuesta
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(RSM) puede ser el adecuado, ya que se trata de un conjunto de técnicas matematicas
y estadisticas Utiles 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, ademas de optimizar la
respuesta, describir la influencia de las interacciones de las variables de proceso, todo
esto con unos cuantos ensayos, 1o que se traduce en una menor cantidad de tiempo y
mano de obra. Esta metodologia comprende tres pasos, incluido el disefio experimental
que utiliza disefios experimentales estadisticos bien establecidos; modelado de
superficie de respuesta usando analisis de regresion; y optimizacion del proceso a
través de los modelos de superficie de respuesta. En comparacion con otros métodos
(como la experimentacion de factor uno a la vez y factores completos) la RSM resulta
ser un metodo mas rapido y econdémico para recopilar resultados de investigacion
(Myers et al., 2016; Medina et al., 2021).

El método de optimizacion de superficie de respuesta parece ser bastante usado en los
altimos afos, quizas debido a que se trata de un método econémico y que muchas
aplicaciones de esta metodologia involucran el ajuste y la verificacion de la idoneidad
de un modelo de segundo orden. De acuerdo con Medina et al. (2021), los principales
disefios de experimentos utilizados suelen ser el disefio central compuesto (CCD), el

disefio factorial y el disefio de Box-Behnken (BBD).

El disefio central compuesto (CCD) evoluciona a partir de su uso en la experimentacion
secuencial. Implica el uso de un disefio factorial completo o fraccionado de dos niveles
(resolucion V) combinado con los siguientes puntos axiales o de estrella de 2¥, de tal
forma que un disefio de dos factores consiste de cuatro corridas que corresponden a los
vertices de un cuadrado (representan un disefio de variacion éptima para un modelo de
primer orden o un modelo de interaccion de primer orden mas dos factores) mas cuatro
corridas en el centro de dicho cuadrado (proporcionan informacién clara sobre la
existencia de curvatura en el sistema), mas cuatro corridas que corresponden a puntos
axiales del cuadrado (permiten una estimacion eficiente de los términos cuadréaticos

puros en caso de que se encuentre curvatura en el sistema. Este disefio resulta muy
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eficiente en situaciones que requieren un experimento de superficie de respuesta de

lotes no secuencial (Myers et al., 2016).

Una variante del CCD es el disefio compuesto central centrado en las caras (CCF), este
tipo de disefio de experimentos se usa cuando la region de interés y la region de
operabilidad del fenémeno a estudiar tiene forma cuadrada, cubica o hipercubica,
estableciéndose asi la distancia axial con un valor de 1, lo que significa situar los puntos
axiales en los centros de las caras de un cubo, se suele emplear esta variante debido a
que requiere solo tres niveles de cada factor, sin embargo este tipo de disefios presenta
la caracteristica de no ser rotable lo que se considera una seria desventaja puesto que
limita la capacidad de explorar y evaluar de manera eficiente el espacio de disefio. Esto
es, que no se pueden intercambiar ni rotar los puntos experimentales sin afectar la
capacidad de ajustar y estimar adecuadamente los efectos de las variables

independientes.

El disefio Box-Behnken consiste en la seleccion de puntos de un arreglo factorial de
tres niveles que permite la estimacion eficiente de los coeficientes de primer y segundo
orden de un modelo matematico; en este disefio, los puntos experimentales se localizan
en una hiperesfera equidistante del punto central por lo que se requiere que todos los
niveles de los factores se ajusten a tres niveles con intervalos espaciados de manera
equidistante. Debido a su capacidad para simplificar la ejecucion de experimentos,
reducir el numero de experimentos requeridos y evitar condiciones extremas que
puedan conducir a resultados insatisfactorios, de los tres disefios mencionados, el
disefio de Box-Behnken es considerado el disefio mas econdémico y eficiente (Yu & He,
2017).

Una revision exhaustiva de publicaciones del tipo JCR del afio 2014 a 2022, arroja que
la optimizacion del proceso de extraccion de aceites esenciales mediante RSM ha sido
utilizadas en varias ocasiones, algunas de estas orientadas hacia procesos de extraccion
tradicionales como la hidrodestilacién y técnicas emergentes como lo son la
hidrodestilacion asistida por ultrasonido, la hidrodestilacién salina, etc. dichas

publicaciones se han resumido en la Tabla 2.2. Como puede observarse en esta tabla,
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solo se encontraron dos publicaciones del tipo JCR orientadas hacia la optimizacion en
la extraccién de EO mediante hidrodestilacion (Yingngam & Brantner, 2015; Cui et
al., 2018). Estas dos publicaciones coincidieron en la variable de respuesta rendimiento
y los factores: tiempo de extraccion y relacion sélido — liquido. En la extraccion de
aceite esencial de Fagraea fragrans (Yingngam & Brantner, 2015) se usé un disefio
central compuesto y en la extraccidn de aceite esencial de Carex meyeriana Kunth se

utilizé un disefio Box-Behnken.

Yingngam & Brantner, (2015) reportaron ademas de las condiciones Optimas, la
actividad antioxidante, efectos citotoxicos y propiedades aromaticas del aceite esencial
de Fagraea fragans y Cui et al. (2018) reportaron también la actividad antioxidante y
antimicrobiana del aceite esencial de Carex meyeriana Kunth. Respecto a la
hidrodestilacion asistida por ultrasonido, se observa que se usa de manera mas
frecuente el disefio Box-Behnken, la variable de respuesta mas comun es, de nuevo el
rendimiento; los parametros mas comunes a optimizar fueron el tiempo, la potencia de
sonicacion y la temperatura de extraccion. Cabe mencionar que Li et al. (2022)
utilizaron sales en la extraccion de EO de Tribute citrus. En las extracciones de aceite
esencial de Pistacia lentiscus (Belhachat et al., 2018), Cymbopogon winterianus
(Solanki et al., 2018) e Iberis amara (Liu et al., 2019), también se reporto la actividad
antioxidante del aceite esencial obtenido. Con respecto a la hidrodestilacién salina, de
2014 a la fecha solo existe una publicacion dedicada a la optimizacion de dicho método
de extraccion (Fu et al., 2022), dicha publicacion se orienta a la optimizacion del
rendimiento de EO analizando los factores tiempo de destilacion, relacién material —
liquido y concentracion de cloruro de sodio. También reportan la composicidn quimica

del aceite esencial y su actividad antibacteriana.
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Tabla 2.2. Publicaciones seleccionadas acerca de optimizacion a través de RSM mediante métodos de extraccion por hidrodestilacion,
hidrodestilacion salina e hidrodestilacién asistida por ultrasonido.

Potencia US (20 — 60 W)
Relacion material vegetal -agua (1/4 —
1/12 g/mL)

(0.66 + 0.03%)

P_Iant'a. (nombre Metodo.fie Dlseng de Parametros de optimizacion (niveles) Respuesta optimizada | Otros analisis Fuente
cientifico) extraccion experimentos
Carex meyeriana HD BBD Tiempo de extraccion (7-11 h) Rendimiento de EO Composicioén quimica, actividad | Cui et al. (2018)
Kunth Relacion material-liquido (30-50 mL/g) (0.13%, wiw) antibacterial actividad
Tamafio de particula (malla 0, 10, 20) antioxidante.
Cymbopogon US-HD CCD Tiempo (10 — 30 min) Rendimiento de EO Composicién quimica. Balti et al. (2018)
flexuosus Potencia (70 — 250 W) (3.093 g/materia seca)
Temperatura (30 — 50 °C)
Cymbopogon US-HD CCD Tiempo de extraccion (5 — 21 min) Rendimiento de EO Composicién quimica, Solanki, et al. (2018)
winterianus Carga solida (521 g) (4.118% wiw) microscopia electrénica de
Amplitud de US (30 — 70 %) barrido, actividad antioxidante,
Intervalo de pulso (20:40 — 40:20 s) conservacion de energia.
Fagraea fragrans HD CCD Relacion flor-agua (2.34-13.66 Rendimiento de EO Composicién quimica, actividad | Yingngam & Brantner
Roxb mL/100g) (0.35 %, viw) antioxidante, andlisis de (2015)
Tiempo de destilacion (95.2-264.8 min) citotoxicidad evaluacion
olfativa.
Iberis amara US-HD BBD Tiempo de extraccion (120-240 min) Rendimiento de EO Composicién quimica, Liu etal. (2019)
Potencia US (30-90 W) (0.42 %) microscopia electrénica de
Relacion solvente-muestra (5-7 mL/g) barrido, actividad antioxidante,
actividad antiinflamatoria,
actividad citotoxica, actividad
antibacterial, actividad
antialimentaria.
Oliveria decumbens US-HD BBD Temperatura US (25-55°C) Rendimiento de EO Microscopia electronica de Mollaei et al. (2021)
Tiempo US (10-30 min) (5.87%) barrido, citotoxicidad, actividad
Potencia US (50-250W) insecticida.
Paeonia lactiflora US-HD BBD Tiempo US (10 — 20 min) Rendimiento de EO Anélisis de composicion de Liuetal. (2017)
Pall Temperatura US (25 — 35 °C) (28.85%) acidos grasos, propiedades
Potencia US (300 — 500 W) fisicoquimicas, identificacion de
la estructura de glicésidos
monoterpenos aislados.
Pistacia lentiscus US-HD BBD Tiempo de extraccién (30 — 90 min) Rendimiento de EO Actividad antioxidante. Belhachat et al. (2018)
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Tabla 2.2. Continuacion...

Thuja koraiensis HD-salina CCF Tiempo de destilacion (1 — 3h) Rendimiento de EO Composicién quimica, actividad | Fu etal. (2022)
Nakai Relacion material — liquido (509/350mL | (1.1712%) antibacteriana.

—509/450 mL)

Concentracion de NaCl (4.0 — 8.0%)
Tribute citrus US-HD BBD Relacion solvente-sdlido (18-22 mL/g) Rendimiento de EO Lietal. (2022)

Tiempo de US (15-25 min)
Tiempo de extraccion (30-90 min)
Concentracion de NaCl (1-2%)

(114.02 mg/g)

Disefio Box-Behnken (BBD), disefio central compuesto centrado en las caras (CCF), disefio central compuesto (CCD), hidrodestilaciéon (HD), ultrasonido (US)
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En la optimizacion de la obtencion de aceites esenciales se utilizan con frecuencia tanto
el disefio Box-Behnken (BBD) como el disefio central compuesto (CCD), mientras que
el disefio central compuesto centrado en las caras (CCF) se utiliza mucho menos
(Figura 2.4). En cuanto al nimero de parametros a optimizar (Figura 2.5), se observa
que lo méas comudn es optimizar tres parametros, aunque el tipo de parametros a
optimizar depende en gran medida del tipo de extraccion utilizado, siendo el tiempo de
extraccién un parametro comin debido a su relacién directa con la eficiencia del
proceso. Ademas, en algunas publicaciones recientes se ha sumado la variable de
respuesta de la concentracion de algin compuesto quimico de interés y/o la actividad

antioxidante del aceite esencial a la variable de respuesta del rendimiento (Figura 2.6).

Todo lo anterior refleja que, en la actualidad, no solo es deseable obtener un alto
rendimiento del aceite esencial, sino también obtener un aceite esencial de calidad con

las caracteristicas requeridas para su aplicacion especifica.

Hidrodestilacion
Destilacién por arrastre de vapor

Extraccion con solvente

CO2 supercritico
Agua subcritica

Extraccion asistida por ultrasonido

Extraccion asistida por microondas

Varios B s Sy
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

WCCD #CCF #BBD #%CCR

Figura 2.4. Tipo de disefio de experimentos de acuerdo al método de obtencion de EO
utilizado. Fuente: Conde-Hernandez et al., 2021.
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Hidrodestilacion

Destilacién por arrastre de vapor

Extraccidn con solvente

R A AR

CO2 supercritico

Agua subcritica
SRR

Extraccion asistida por ultrasonido

Extraccion asistida por microondas

Varios MM
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

®2 83 W4 M5

Figura 2.5. Namero de factores optimizados mediante RSM de acuerdo al método de
obtencion de EO utilizado. Fuente: Conde-Hernandez et al., 2021.

Hidrodestilaciéon

e NN
A
Agua subcritica e

Extraccion asistida por ultrasonido

Destilacién por arrastre de vapor

Extraccion con solvente

CO2 supercritico

Extraccion asistida por microondas

Varios
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

# Rendimiento # Actividad antioxidante
Il Composicién # Tiempo

# Mas de una variable de respuesta

Figura 2.6. Frecuencia de la variable de respuesta a optimizar mediante RSM. Fuente:
Conde-Hernandez et al., 2021.

2.5 Métodos de medicion de actividad antioxidante de los aceites esenciales

El procedimiento de destilacidn utilizado para obtener el aceite esencial puede limitar
el contenido de compuestos fenolicos en el producto final. Esto se debe a que algunos

de estos compuestos no son volatiles y, por lo tanto, no se evaporan durante la
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destilacion. Ademas, muchos compuestos fendlicos son hidrosolubles, lo que significa
que tienen una alta afinidad por el agua y tienden a disolverse en el hidrolato, que es el
subproducto acuoso obtenido después de la extraccion. Como resultado, estos
compuestos pueden perderse durante el proceso de destilacion y no estar presentes en
concentraciones significativas en el aceite esencial final. Estas pérdidas de compuestos
fendlicos hidrosolubles pueden afectar la actividad antioxidante y otras propiedades
bioldgicas del aceite esencial obtenido (Calvo-Irabien, 2018; Hashemi et al., 2018b;
Gaspar-Pintiliescu et al., 2022).

La actividad antioxidante se refiere a la capacidad de una sustancia para inhibir la
degradacion oxidativa, desacelerandola o incluso retardandola. Un antioxidante actua
gracias a su capacidad para reaccionar con radicales libres y se le Ilama antioxidante
terminador de cadena. Algunos compuestos fendlicos, como aquellos presentes en los
aceites esenciales, presentan alta reactividad frente a radicales libres pero moderada
actividad antioxidante debido a la alta reactividad de los compuestos derivados

formados después de la estabilizacion de los radicales libres (Calvo-Irabien, 2018).

La capacidad antioxidante total de una muestra no puede determinarse con un solo
método de medicion, ya que este deberia reflejar la capacidad de antioxidantes
lipofilicos e hidrofilicos, diferenciar los diferentes mecanismos antioxidantes y evaluar
la reactividad del antioxidante frente a diversas especies reactivas. Los métodos de
evaluacion de la actividad antioxidante deben ser rapidos, reproducibles y requerir
pequefias cantidades de los compuestos quimicos a analizar, ademas de no verse

influenciados por las propiedades fisicas de dichos (Munteanu & Apetrei, 2021).

Segun Munteanu & Apetrei (2021), de acuerdo con las reacciones quimicas
involucradas, los métodos para medir la actividad antioxidante se dividen en dos grupos
principales: el primer grupo se basa en reacciones de Transferencia de un solo Electron
(TE), mientras que el segundo grupo se basa en reacciones de Transferencia de Atomos
de Hidrégeno (TAH). Aunque ambos grupos tienen como objetivo la inactivacion de
los radicales libres, difieren en su cinética y las reacciones secundarias involucradas.

Las pruebas quimicas que miden la capacidad antioxidante se utilizan principalmente
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en el analisis inicial y evaluacion de nuevos compuestos antioxidantes o extractos de

productos finales o subproductos.

Métodos basados en la transferencia de atomos de hidrogeno: estos métodos evaltan
la capacidad de un compuesto antioxidante para eliminar especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés), como el radical peroxilo (ROO¢), mediante la donacion
de &tomos de hidrogeno. En estos ensayos, el &tomo de hidrégeno (H) de un compuesto
fendlico (ArOH) se transfiere a un radical peroxilo; el radical peroxilo (ROO¢) se
estabiliza mediante resonancia, en la siguiente reaccion, AH representa las

biomoléculas protegidas en la siguiente reaccion.
ROO* + AH/ArOH 2 ROOH + A*/Ar0°*

Se espera que el antioxidante fendlico reaccione mas rapidamente que las biomoléculas
frente a los radicales libres para considerar que su accién es protectora contra la
oxidacion. Entre los ensayos basados en TAH se encuentran el ensayo ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), el ensayo TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant
Parameter) y el ensayo TOSC (Total Oxidant Scavenging Capacity).

Métodos basados en la transferencia de un solo electron: estos métodos se utilizan
para detectar la capacidad de un antioxidante para transferir un electron y reducir iones
metéalicos, grupos carbonilo y radicales libres. Describen reacciones mas lentas que las
TAH y dependen del pH. En estas pruebas, la accion antioxidante se simula a menudo
utilizando una muestra fluorescente o coloreada adecuada en lugar de radicales
peroxilo. EI método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) sigue un mecanismo
tipicamente TE lo mismo que el ensayo de Folin Ciocalteu (FC), y las pruebas de
CUPRAC (Cupric Antioxidant Capacity).

Métodos que combinan TAH y TE: se basan en la estabilizacion de radicales libres
sintéticos estables y cromoforos. Dado que los radicales pueden ser estabilizados tanto
por mecanismos de transferencia de atomos de hidrégeno (TAH) como por

transferencia de electrones (TE), la interpretacion de los patrones de reactividad y el
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mecanismo subyacente resulta complicada cuando no se conoce la estructura quimica
del antioxidante evaluado. Los métodos ABTS y DPPH son ejemplos de estos enfoques
(Munteanu & Apetrei, 2021).

METODO ABTS: Los ensayos ABTS/TEAC utilizan el radical cation ABTSs+ como
sonda colorimétrica para medir la capacidad antioxidante de compuestos. Los
antioxidantes aceptan atomos de hidrogeno o electrones del radical ABTS++, lo que
resulta en la disminucién de su color. El ensayo puede seguir dos estrategias: tiempo
de retardo y tiempo fijo. En el tiempo de retardo, se retarda la formacion del radical
ABTSe«+ mediante antioxidantes, mientras que en el tiempo fijo se genera primero un
radical estable y luego se mide su decoloracion después de agregar antioxidantes. El
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) se calcula comparando la capacidad
de eliminacion de ABTSe+ de un compuesto de prueba con la de Trolox, un compuesto
de referencia. EI TEAC es adimensional y refleja la proporcién de la capacidad de

eliminacion de ABTSe+ de los compuestos de prueba en comparacion con la de Trolox.

El ensayo ABTS/TEAC es ampliamente utilizado en el cribado de antioxidantes en
alimentos y fluidos bioldgicos debido a su simplicidad, rapidez y versatilidad. Sin
embargo, ha recibido criticas debido a que el ABTSe+ puede no representar las
reacciones de radicales que ocurren en sistemas biologicos, y la accesibilidad estérica
de los antioxidantes puede afectar los resultados. Ademads, el ABTSe+ no selecciona

especificamente grupos fenolicos (Apak et al., 2016).

METODO DPPH: El ensayo DPPH es ampliamente utilizado en laboratorios
convencionales debido a su bajo costo y simplicidad. En este método, los cristales de
DPPH se disuelven en etanol o metanol para obtener una absorbancia inicial. Luego,
se agrega una cantidad de antioxidante a la solucidn, se incuba durante 30 minutos y se
registra la absorbancia final. La solucién inicialmente purpura se vuelve amarilla
debido a la reduccion del DPPHe a DPPH mediante la abstraccion de atomos de
hidrogeno por parte de los antioxidantes. La capacidad antioxidante se suele expresar
como ICso, que es la concentracion de antioxidante necesaria para reducir la

absorbancia inicial de DPPHe en un 50%, o como la concentracion de equivalente de
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Trolox (TE), que se compara con la decoloracién proporcionada por el compuesto de

referencia.

El ensayo DPPH- ha sido objeto de criticas y se han proporcionado recomendaciones
para investigaciones adicionales. Estas criticas se centran en que el DPPHe es un radical
de larga duracidn, lo cual dificulta modelar la actividad antioxidante in vivo utilizando
ensayos de DPPH in vitro, ya que la mayoria de los antioxidantes fisiol6gicos actian
contra especies reactivas de oxigeno (ROS). Ademas, la accesibilidad estérica al sitio
radical del DPPHe* puede ser mas determinante de la velocidad de reaccion que las
caracteristicas estructurales quimicas de los antioxidantes. También se ha observado
que existe una dependencia fuerte del solvente y del pH en las reacciones del DPPHe
en modo mixto (transferencia de atomos de hidrdgeno y transferencia electrénica) y
algunos antioxidantes reaccionan rapidamente, otros de manera intermedia y otros
lentamente en el sistema. Por lo que, para obtener resultados confiables, es necesario
realizar el ensayo en un rango completo de concentraciones de antioxidantes.
Finalmente, la interpretacion de la disminucion de la absorbancia del DPPHe debe
realizarse cuidadosamente, ya que otros factores como el pH, el oxigeno, la luz y el
tipo de solvente pueden afectarla también se debe tomar en cuenta que los ensayos de
tiempo fijo pueden subestimar las actividades de eliminacion de radicales de los

antioxidantes que tienen una reaccion mas lenta (Apak et al., 2016).
2.6 Composicion quimica de los aceites esenciales

La mayoria de las plantas aromaticas contienen entre un 1% y un 2% de aceites
esenciales, que se caracterizan por tener hasta tres compuestos principales presentes en
concentraciones relativamente altas en comparacion con otros compuestos presentes
en cantidades minimas. Los aceites esenciales forman una amplia familia de sustancias
con perfiles quimicos unicos definidos por sus componentes individuales. Los
principales componentes de los aceites esenciales son terpenoides lipofilicos,
fenilpropanoides y derivados de hidrocarburos alifaticos de cadena corta (Godlewska
et al., 2021; Guzman & Lucia, 2021). Las propiedades bioldgicas de los aceites

esenciales pueden ser el resultado de la sinergia o el antagonismo entre los
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componentes, y pueden atribuirse tanto a los componentes principales como a los
secundarios. La proporcién en la que se encuentran estas sustancias en los aceites
esenciales se ve influida por diversos factores, como la ubicacion geogréfica, las
condiciones climaticas, el tipo de suelo y los fertilizantes utilizados durante el cultivo
de las plantas, asi como la edad de la planta, la hora del dia o la temporada en la que se
cosechd (Asbahani et al., 2015; Sadgrove & Jones, 2015; Bozovic et al., 2017).

En general, los aceites esenciales estan compuestos principalmente por terpenos
(monoterpenos y sesquiterpenos) y compuestos oxigenados (aldehidos, alcoholes,
fenoles, derivados de metoxi, etc.), mientras que el resto de los compuestos aromaticos

suelen ser de bajo peso molecular (Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

Es importante conocer la composicion quimica de los aceites esenciales, ya que esto
nos proporciona una base para comprender y explicar sus propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, anticancerigenas, etc. En el contexto de esta investigacion, se
identificaron los siguientes componentes principales en los aceites esenciales
estudiados. A continuacion se presenta una breve descripcion de sus caracteristicas

distintivas.

La pulegona es una cetona monoterpénica presente en varios aceites esenciales de
plantas de la familia de las Lamiaceae, como la Mentha pulegium, Mentha spicata y la
Mentha x piperita. Tiene un aroma caracteristico entre la menta y el alcanfor. Ha sido
clasificada como segura (GRAS) por la FDA y se utiliza en alimentos, perfumeria y
aromaterapia. Se han estudiado sus propiedades antimicrobianas, antifingicas y
antioxidantes aunque también se ha encontrado que altas concentraciones pueden ser
perjudiciales para el higado por lo que se recomienda un uso controlado y moderado

de aceites esenciales que contengan pulegona (Bozovic et al., 2017).

La mentona es otra una cetona monoterpénica que Se encuentra en varios aceites
esenciales de plantas, especialmente en las mentas, el poleo y las salvias. Tiene un
aroma refrescante y mentolado que se asocia comunmente con la menta. En la

naturaleza, la mentona se presenta en forma de dos isémeros, siendo el isomero | el
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més abundante en los aceites esenciales. La mentona ha sido ampliamente estudiada
debido a sus propiedades antimicrobianas, antifungicas, analgésicas Yy
antiinflamatorias, lo que la hace Gtil en la industria farmacéutica, la conservacion de
alimentos, la medicina natural y la aromaterapia. Sin embargo, se debe tener precaucion
en su uso, ya que altas concentraciones pueden ser irritantes para la piel y las mucosas,

Y Su uso excesivo puede tener efectos adversos (Baser & Buchbauer, 2015).

El nerol es un alcohol monoterpénico aciclico que se encuentra en varios aceites
esenciales de plantas. Se ha identificado en especies como Agastache mexicana y
Citrus aurantium. El nerol tiene un aroma floral dulce y fresco, similar al de las rosas
y las flores de naranjo. Es conocido por sus propiedades terapéuticas, especialmente en
lo que respecta al alivio del dolor y la inflamacion. Se ha demostrado que el extracto
de Agastache mexicana, rico en nerol, posee efectos antinociceptivos. Ademas, el nerol
ha mostrado propiedades antiinflamatorias y de proteccion a la mucosa gastrica contra
el dafio inducido por el etanol. Estas caracteristicas hacen que el nerol sea un
componente valioso en la industria de los aceites esenciales y en la formulacion de

productos farmacéuticos y cosméticos (de Cassia da Silveira e Sa et al., 2017).

El acetato de nerilo es un éster de acetato presente en varios aceites esenciales de
plantas. Se encuentra en plantas como Citrus aurantium y Jasminum grandiflorum. El
acetato de nerilo tiene un aroma floral dulce y suave, con notas frutales y frescas. Se
ha demostrado que posee propiedades relajantes y sedantes, lo que lo convierte en un
ingrediente valioso en la aromaterapia y en la industria de los cosméticos. Ademas, se

ha investigado su potencial efecto antibacterial y antifingico (Celuppi et al., 2023).

El término "citral” se utiliza para describir una mezcla de los dos isdmeros geométricos
geranial y neral sin especificar sus proporciones relativas. Esta combinacién de
isdbmeros se encuentra ampliamente en la naturaleza, y su presencia es comdn en una
variedad de plantas. Algunas de las fuentes naturales mas destacadas de citral son el
aceite de hierba de limoén y el fruto de Litsea cubeba. El citral es responsable del aroma
caracteristico de los limones, aunque el aceite de limon generalmente contiene solo un

pequefio porcentaje de este compuesto (Baser & Buchbauer, 2015).
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El carvacrol es un compuesto fenélico que se encuentra naturalmente en varios aceites
esenciales, como el Origanum vulgare L. y el Thymus vulgaris. Es un monoterpenoide
y se caracteriza por su aroma distintivo, que se describe como picante y ligeramente
agradable. El carvacrol ha demostrado tener propiedades antimicrobianas, antifungicas
y antioxidantes, lo que lo hace valioso en la industria alimentaria y en la conservacion
de alimentos. Ademas, se ha investigado su potencial efecto antiinflamatorio y
analgésico. El carvacrol también ha sido estudiado por sus propiedades terapéuticas
potenciales en el tratamiento de enfermedades respiratorias y digestivas. Se considera
un compuesto seguro (GRAS) y se utiliza ampliamente como aditivo alimentario, en

productos de cuidado personal y en la aromaterapia (Maczka, 2023).

La Tabla 2.3 muestra algunos de los componentes de interés de los aceites esenciales
en esta investigacion, junto con algunas de sus propiedades fisicoquimicas y

actividades bioldgicas.
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Tabla 2.3. Algunos componentes de los aceites esenciales estudiados con algunas de sus propiedades fisicoquimicas y actividades

bioldgicas.

Peso Punto de LDso
Componente Tipo de Férmula ebullicion | Densidad | Caracteristicas (ratas,
de EO CASRN Estructura molecular compuesto quimica T?;?gll)"ar (°C, 1013 relativa organolépticas oral) Fuente vegetal
g hPa) (mglkg)
Liquido
D a4 . transparente Cardiopetalum
Germacreno 23986-74-5 Sesquiterpeno CisH24 204.35 308 900 incoloro a 280 calophyllum Schitdl
amarillo palido.
” Liquido de color
o, 152.23
Citral 5392-40-5 M Monoterpenoide | CioH160 229 891-897 amarillo claro 500-4960 ﬁé/)r(rlljzzgggon
con olor a limén.
_0
\f Liquido incoloro
Acetato de °. . 133-135 a amarillo Pelargonium
nerilo 141-12-8 ) Monoterpenoide | CioHz0, | 196.29 (25mmHg) 905-914 palido/olor floral >5 graveolens
dulce.
o 101.00- Liquido incoloro
. 102.00 0.925- a amarillo, olor a I
Isopulegona 29606-79-9 Monoterpenoide | CioH360 152.23 (17.00 mm | 0.932 menta y madera, 150-819 Mentha Piperita L
Hg) levemente verde.
4 Liquido
’ 0.875- ingolorO' aroma Helichrysum
Nerol 106-24-1 Monoterpenoide | CioHi50 154.25 225 ' ' 4500 italicum (Roth) G.
H 0.880 fresco, dulce, a Don
rosa.
Acetato de o Liguido incoloro 6330 Cymbopogon
: 2623236 | L.k -~ J_ | Monoterpenoide | CioHxO, | 19629 | 907 240-245 | con aroma floral ymoo
geranilo o) afrutado ma/kg winterianus
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Tabla 2.3. Continuacion ...

Mentona 14073-97-3

Monoterpenoide

C1oH150

154.25

207

895

Ligero olor a
menta, sabor
amargo.

5003

Mentha pulegium

Pulegona 89-82-7

Monoterpenoide

CioH10

152.23

224

935

Olor agradable,
entre menta y
alcanfor.

330
(perro)

Mentha pulegium

. 5989-27-5
Limoneno

Monoterpeno

CioHis

136.23

176

841.1

Olor
caracteristico a
cascara de
naranja.

5300

Mentha piperita

Carvacrol 499-75-2

Monoterpenoide

C1oH140

150.217

237-238

976

Liquido incoloro
a amarillo
palido, olor
picante y
especiado.

810 mg/kg

Origanum vulgare

Cariofileno 87-44-5

Sesquiterpeno

CisHaz

204.35

256-259

899-908

Liquido incoloro
a amarillo palido
con un aroma
suave y
especiado.

>5 g/kg

Syzygium
aromaticum

Espatulenol 6750-60-3

Sesquiterpeno

CisHas

220.35

296-298

Liquido incoloro
a amarillo palido
con un aroma
suave,
amaderado y
especiado.

Chrysopogon
zizanioides

Fuente: Base de datos PubChem National Center for Biotechnology Information (2022).
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3. JUSTIFICACION

La oxidacion es uno de los factores mas importantes en el deterioro de productos
procesados. La prevencion de dicha oxidacion generalmente se logra mediante
antioxidantes sintéticos, pero estos muchas veces resultan perjudiciales para la salud
humana, por lo que existe un creciente interés en el desarrollo de antioxidantes
naturales seguros y efectivos, es por esto por lo que ultimamente se ha enfocado la
atencion hacia los EO que son llamados bioconservadores o quimicos verdes pues se
presentan como alternativas potenciales a los antioxidantes quimicos. Asi que la
sustitucion de antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturales podria proveer
algunos beneficios debido a los efectos en la salud y en la percepcion del consumidor
(Bag & Chattopadhyay, 2015; Ghadermazi et al., 2017)

Por otro lado, a pesar del vasto capital natural que tiene México en cuanto a plantas
endemicas, el EO de estas ha recibido sorprendentemente poca atencion. De las
aproximadamente 23,000 especies de plantas nativas descritas hasta la fecha en México
(Villasefior & Ortiz, 2014), solo unas 450 han sido reportadas como aromaticas y de
estas, apenas se ha caracterizado el aceite esencial de 76. Asteraceae es la familia con
el mayor nimero de registros (27%), seguida de Burseraceae, Lamiaceae y Laurace,
que representan cada una el 11% del namero total de especies. Con respecto a la
investigacion de EO, los estudios de caracterizacion de EO representan el 25%.
Sobresale en este sentido que acerca del aceite esencial de Clinopodium mexicanum la
informacion es nula 'y con respecto de Agastache mexicana subsp. xolocotziana, apenas
se encuentra descrita la composicion de su aceite esencial, no asi su actividad
antioxidante; en el caso de Agastache mexicana subsp. mexicana, su actividad
antioxidante solo se encuentra reportada mediante el método DPPH (Calvo-Irabién,
2018).

Finalmente, al tratarse de un proceso cuyo rendimiento suele estar por debajo del 1%,
se hace necesario optimizar dicho proceso, el RSM resulta una buena opcion ya que

permite no solo observar la influencia de cada uno de los factores sino también los
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efectos de la interaccion entre estos ademas de modelar dicho comportamiento
(Montgomery, 2006; Guzméan & Lucia, 2021)

Por lo que el presente proyecto de investigacion plantea optimizar el proceso de
obtencion del aceite esencial de tres plantas mexicanas endémicas y ademas poco
estudiadas mediante el método de superficie de respuesta, cubriéndose asi un hueco

importante en esta area de investigacion.
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4. HIPOTESIS

La optimizacion de la obtencion de aceite esencial de tres plantas mexicanas endémicas
permitird aumentar su rendimiento a mas del 1% (masa de aceite esencial/masa de

materia prima seca).

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar y optimizar la obtencion de aceite esencial de tres plantas mexicanas
endemicas (Clinopodium mexicanum, Agastache mexicana subsp. xolocotziana y

Agastache mexicana subsp. mexicana).

Objetivos especificos

e Determinar la composicion quimica del aceite esencial de tres plantas
mexicanas (Clinopodium mexicanum, Agastache mexicana subsp. xolocotziana

y Agastache mexicana subsp. mexicana).

e Determinar el efecto del tiempo de extraccion, el tipo de aditivo del agua de
destilacion y la relacién sélido — liquido en el rendimiento de EO de plantas

mexicanas mediante un disefio factorial.

e Determinar el efecto del tiempo de extraccion, el tipo de aditivo del agua de
destilacion y la relacion sélido — liquido en la actividad antioxidante de EO de

plantas mexicanas mediante la metodologia de superficie de respuesta.
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6. METODOLOGIA

6.1 Seleccion y caracterizacion del material vegetal
6.1.1 ldentificacion del material vegetal

Las partes aéreas de Agastache mexicana subsp. xolocotziana y subsp. mexicana fueron
adquiridas en la Central de Abastos de la ciudad de Puebla durante los meses de marzo-
abril de 2021 y septiembre-octubre de 2021, respectivamente. Con el apoyo del jardin
etnobotanico Francisco Pelaez Roldan y el Dr. Cristébal Sdnchez Sanchez, se identifico
dicho material vegetal que fue colectado en la poblacion de San Buenaventura
Tecaltzingo, Puebla (19°14'50.9"N 98°28'00.1"0); un ejemplar de cada planta fue
depositado en el Herbario Ortorio CHAPA con numeros de accesion 155 907 y 155
906, respectivamente (Anexo 1).

En el caso de Clinopodium mexicanum, las partes aéreas secadas a la sombra fueron
adquiridas en “Curamex”, tienda naturista local de Cholula, Puebla, México en agosto
de 2022. Con el apoyo del jardin botanico de la BUAP, se identifico la planta
Clinopodium mexicanum que fue colectada en la poblacion de Tzicatlayocan, Puebla
(18° 52° 12.8”’ Latitud Norte 2095 m) y fue depositada en el jardin botanico de la

Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (Anexo 2).
6.1.2 Preparacion del material vegetal

Las partes aéreas de Agastache mexicana subsp. xolocotziana y subsp. mexicana,
fueron secadas a la sombra durante 10 dias para la posterior extraccion de su aceite
esencial. Todo el material vegetal fue empaquetado en bolsas de papel celofan (para

evitar contaminacién por humedad) hasta ser utilizadas.
6.1.3 Determinacion del porcentaje de humedad del material vegetal

De acuerdo con el método 934.06 AOAC (2000), se determiné que las partes aéreas de
Clinopodium mexicanum usadas en la presente investigacion contenian un porcentaje

de humedad de 8.18 = 0.0516 (%w/w). Asimismo, las hojas secadas a la sombra de
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Agastache mexicana subsp. mexicana presentaron un porcentaje de humedad de 7.06
+ 0.02 (%w/w), segin el mismo método. Por otro lado, las partes aéreas de Agastache
mexicana subsp. xolocotziana utilizadas en el estudio mostraron un porcentaje de
humedad de 6.93 + 0.12 (%w/w), también determinado mediante el método 934.06
AOAC (2000).

6.2 Seleccion del disefio de experimentos

Emplear el disefio de experimentos adecuado podria ayudar a disminuir el nimero de
experimentos y por tanto los costos y tiempo empleado. Para el caso de Clinopodium
mexicanum, se emple6 una configuracion de disefio compuesto central de tres factores
con 8 (2% puntos factoriales, 6 puntos axiales y 4 puntos centrales para evaluar los
efectos de las variables independientes del proceso: tiempo de sonicacion, relacion
liquido — s6lido y tiempo de extraccion sobre la masa de aceite esencial obtenido por
masa de materia prima seca y actividad antioxidante medida mediante los métodos
DPPH y ABTS y expresada mediante su 1Cso (ICso DPPH, 1Cs0 ABTS) segun se indica
en la Tabla 6.1

Tabla 6.1. Niveles codificados y no codificados de las variables independientes
utilizadas en el disefio RSM para la extraccion del EO de Clinopodium mexicanum.

Rango y niveles

Variables independientes Cadigo
-a -1 0 1 a
Tiempo de sonicacién (min) A 4.7 8.8 15 21.1 25.3
Relacion liquido—sélido (mL/g) B 23.6 28.7 36 43.3 48.4
Tiempo de extraccion (min) C 9.1 21.6 40 58.4 70.9

Para el caso de Agastache mexicana subsp. mexicana se emple6 una configuracién de
disefio central compuesto con 8 (2%) puntos factoriales, 6 puntos axiales y 3 puntos
centrales para evaluar los efectos de las variables independientes del proceso:
concentracion de cloruro de sodio, tiempo de remojo y relacion liquido — solido sobre
la masa de aceite esencial obtenido por masa de materia prima seca y la actividad
antioxidante medida mediante los métodos DPPHy ABTS (ICso DPPH e ICso ABTS),

segun se indica en la Tabla 6.2.
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Tabla 6.2. Niveles codificados y no codificados de las variables independientes
utilizadas en el disefio RSM para la extraccion del EO de Agastache mexicana subsp.
mexicana.

Rango y niveles

Variables independientes Codigo

- -1 0 1 a
Concentracion de NaCl (Yow/w) A 0 1.53 3.77 6.00 7.52
Tiempo de remojo (min) B 0 31.2 75.6 120 150
Relacion liquido — s6lido (mL/g) C 18.1 25.2 35.6 46.0 53.1

Para el caso de la extraccion de aceite esencial de Agastache mexicana subsp.
xolocotziana, se empled una configuracion de disefio compuesto central centrado en
las caras de tres factores con 8 (2°) puntos factoriales, 6 puntos axiales y 4 puntos
centrales para evaluar los efectos de las variables independientes del proceso (factores):
concentracion de Tween 20, relacion liquido — solido y tiempo de extraccion sobre la
masa de aceite esencial obtenido por masa de materia prima seca (rendimiento) y la
actividad antioxidante medida mediante los métodos DPPHy ABTS (1Cso DPPH e ICs
ABTS), segun se indica en la Tabla 6.3.

Tabla 6.3. Niveles codificados y no codificados de las variables independientes
utilizadas en el disefio RSM para la extraccion del EO de Agastache mexicana subsp.
xolocotziana.

Rango y niveles

Variables independientes Cadigo 1 0 1
Concentracion de Tween 20 (g/mL) A 0.001 0.004 0.007
Relacion sélido-liquido (g/L) B 15.8 30.8 45.8
Tiempo de extraccion (min) C 30 105 180

En todos los casos, los experimentos se realizaron al azar para minimizar el efecto de
la variabilidad inexplicable en las respuestas observadas debido a factores externos.
Las réplicas en el centro del disefio se utilizaron para estimar la suma de cuadrados del
error puro. Se midieron tres respuestas: masa de EO obtenido por masa de materia
prima seca, actividad antioxidante del EO determinado mediante el método DPPH y
mediante el método ABTS. Se utilizd una ecuaciéon polinomial de segundo orden

(ecuacion 6.1) para expresar la respuesta en funcion de las variables independientes,

Y = Bo + Xy BiXi + Xio1 BuX? + Ticj BijXiX; (6.1)
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donde Y representa la variable de respuesta, S, es una constante, f3; el coeficiente
lineal, B;; el coeficiente cuadratico y f3;; el coeficiente del producto cruzado. X; y X;
son niveles de las variables independientes. EI modelo fue construido a partir de las
variables con niveles de confianza del 95%. Los coeficientes de las ecuaciones de

superficie de respuesta fueron estimados por Minitab Version 21.3.
6.3 Extraccion del aceite esencial

La extraccion del aceite esencial de Clinopodium mexicanum (CMEOQ), se llevé a cabo
mediante hidrodestilacién asistida por ultrasonido, para tal fin, 25 g de partes aéreas
del material vegetal se sumergieron en 500 mL de agua y se sometieron a sonicacion
durante el tiempo determinado por el disefio de experimentos (ver Tabla 6.1). Una vez
transcurrido este tiempo, se agreg6 la cantidad de agua necesaria para satisfacer la
relacion liquido — solido establecida por el disefio de experimentos, segln se indica en
la tabla 6.1. A continuacidn, la muestra fue sometida a hidrodestilacion durante el
tiempo especificado por el disefio de experimentos. El tiempo de destilacion se midié
a partir del momento en que apareci6é la primera gota de destilado. El equipo de
ultrasonido consistio en un bafio ultrasonico 030S (SAT Group, Catania, Italia) con una

potencia ultrasénica de 180 W y frecuencia de 40 kHz (Figura 6.1).

b‘ Hidrodestilacion
 Tiempo (tabla 6.1)
« Ajuste de la relacién
liquido — s¢lido (tabla
6.1).

T W ~ s
s Bafio ultrasénico

Figura 6.1 Procedimiento de extraccion y medicion del CMEO

La extraccion del aceite esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana (AMMEOQ)
se llevd a cabo utilizando el método de hidrodestilacion salina. Se tomaron 25 g de

hojas de la planta y se sumergieron en un volumen de agua (relacién liquido — sélido)
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y concentracion de sal ajustada de acuerdo al disefio de experimentos detallado en la
tabla 6.2. La sal empleada fue NaCl de grado reactivo. Una vez sumergido el material
vegetal, se dejo en remojo a temperatura ambiente durante el tiempo especificado en la
tabla 6.2. Posteriormente, se llevo a cabo la extraccion del aceite mediante el equipo
de hidrodestilacion durante un periodo de dos horas, comenzando a medir el tiempo a

partir de la aparicion de la primera gota de destilado (Figura 6.2).

Hidrodestilacién

» Extraccion: dos horas.

L

Figura 6.2 Procedimiento de extraccion y medicién del AMMEO

Finalmente, la extraccién del aceite esencial de Agastache mexicana subsp.
xolocotziana (AMXEO) se realizd6 mediante hidrodestilacion asistida por surfactante.
Para ello, se utilizaron 30 g de partes aéreas de material vegetal. En todos los
experimentos, antes de la extraccion, se sumergié durante 2 h a la materia prima en un
volumen de agua con una relacién liquido — so6lido y una concentracion de Tween 20

ajustada de acuerdo al disefio de experimentos detallado en la Tabla 6.3 (Figura 6.3).

N Hidrodestilacion

* Tiempo de extraccion
(tabla 6.3)

——

Figura 6.3 Procedimiento de extraccion y medicion del AMMEO

41



6.4 Determinacion de la masa de materia de aceite esencial obtenido por masa de
materia prima seca (%ow/w)

Se determind la masa de materia de aceite esencial obtenido por masa de materia prima

seca (Yow/w) del aceite esencial obtenido con la siguiente ecuacion:

masa de aceite esencial extraido

masa de EO/masa de materia prima seca (%) = - x 100
masa de material vegetal seco

6.5 Medicion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante del aceite esencial fue determinada por el método de barrido
DPPH como ha sido descrito por Rashidi et al. (2018). Esto es, una porcion de 100 uL
de una mezcla metandlica de aceite de concentracion adecuada se mezclo con 3.9 mL
de una solucién metandlica de DPPH 0.06 mM recien preparada. La mezcla fue agitada
vigorosamente para después reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente con el
objetivo de que tuviera lugar cualquier reaccion. Los valores de absorbancia de las
soluciones se midieron a 517 nm con un espectrofotometro Thermo Scientific
GENESYS 10 Series (Wisconsin, USA) con metanol como blanco. La actividad
antioxidante se expresé como porcentaje de inhibicion del radical DPPH (% inhibicion)
calculado de la siguiente manera:

Aplanco —Amuestra X 1 0 0
Aplanco

% inhibicion =

donde Apqnco €S €l valor de la absorbancia de la reaccion de control y A, estra €S €l

valor de la absorbancia después de la reaccion del aceite esencial.

Otra de las técnicas mas utilizadas para evaluar la actividad antioxidante de alimentos
y plantas medicinales es la que emplea el radical libre ABTS+, por lo que la habilidad
de los aceites esenciales extraidos para atrapar dichos radicales fue medida de acuerdo
con Re et al. (1999). El radical ABTS+ se formd después de la reaccion de 7 mM ABTS
con persulfato de potasio 2.45 mM (concentracion final) durante 16 h de incubacion a

temperatura ambiente. Una vez formado el radical ABTS+, se realizaron diluciones
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con etanol (etanol-radical ABTS) para obtener un valor de absorbancia de
aproximadamente 0.700 = 0.020 (Ai) a 754 nm. Para medir la actividad antioxidante,
se agregaron 80 pL de aceite esencial (disuelto en etanol) a 3920 pL de solucion ABTS-
radical-etanol; la mezcla se dejé reaccionar durante 7 minutos antes de medir la
absorbancia final (As). Para calcular el porcentaje de inhibicion se utilizo la siguiente
ecuacion:
%inhibicion = =2 x 100.
l

Los valores de absorbancia de las soluciones se midieron a 754 nm con un
espectrofotometro Thermo Scientific GENESYS 10 Series (Wisconsin, USA) con

etanol como blanco.

La actividad antioxidante determinada por ambos métodos (DPPH y ABTS) se expreso
como ICso que es definido como la concentracion de antioxidante que causa el 50% de
inhibicion. El 1Cso fue expresado en mg de antioxidante/mL de solucion y fue calculado

mediante la interpolacion de un analisis de regresion lineal.

Se determind también la actividad antioxidante de antioxidantes sintéticos
considerados como referencia, esto es, acido ascorbico, Trolox y BHT y se expreso

dicha actividad antioxidante también mediante su ICso.
6.6 Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial

La caracterizacion de compuestos quimicos volatiles del aceite esencial se llevé a cabo
mediante la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Se
utilizd6 un cromatdgrafo de gases, equipado con un detector de masa cuadrupolo
selectivo 5975 (Agilent Technologies 6850N GC, Santa Clara, CA, EE. UU.). Para la
separacién de los compuestos, se utilizé una columna HP5-MS (30 m de largo x 0.25
mm de didmetro), cubierta con una pelicula (0.25 um) de 5% de fenilo y 95% de

dimetilpolisiloxano.
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Un pL de muestra fue inyectado al equipo, la separacion de volatiles se llevd a cabo
usando una columna de 30 m de longitud y 0.25 mm de didmetro revestida con una
pelicula de 0.25 um de espesor. Las condiciones del analisis fueron las siguientes: helio
como gas portador (1.1 mL/min), temperatura de inyeccion de 250 °C, volumen de
inyeccion de 1 pL, relacion de division 10:1, temperatura inicial de 60 °C
incrementandose a una velocidad de 4 °C/min hasta alcanzar 250 °C. Energia de
ionizacion de 70 eV y rango de masa de exploracién de 43-350 m/z. La identificacion
de los compuestos se basé en la comparacion de su espectro de masas con la base de
datos NIST (Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia) (Adams, 1989).

6.7 Medicién de la toxicidad del aceite esencial

El ensayo de letalidad de Artemia salina se considera una herramienta atil para la
evaluacion preliminar de la toxicidad. Este ensayo tiene las ventajas de ser rapido (24
h), econémico y sencillo. De acuerdo con Bag & Chattopadhyay (2015), es valido el
uso de nauplios de Artemia salina como modelo para evaluaciones preliminares de
actividades farmacoldgicas y ecotoxicoldgicas de compuestos o extractos de mayor

complejidad.

La toxicidad del aceite esencial de Clinopodium mexicanum y Agastache mexicana
subsp. mexicana se determind a través del ensayo de Artemia salina de acuerdo con el
método descrito por Juarez et al. (2015). Esto es, quistes de Artemia spp. (Azul,
México) se cultivaron en agua de mar artificial preparada a partir de sal marina
comercial (30 g de sal marina/L de agua destilada). Los quistes se incubaron a
temperatura ambiente durante un fotoperiodo de luz: oscuridad de 12 h. Para el
bioensayo se utilizaron nauplios de 24 h de edad (n = 10) después de su transferencia
a tubos de ensayo de vidrio de borosilicato de 10 mL (KIMAX) utilizando una pipeta

Pasteur.

Debido a la pobre solubilidad de los aceites esenciales en agua, se usaron 15 pL de
Tween-80 en los 5 mL de la solucidn final. Los nauplios se incubaron por separado con

ambos aceites esenciales a concentraciones finales de 10, 50, 100 y 250 g/mL durante
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24 h. Se utilizé Tween-80 como control negativo y agua de mar como blanco y K>Cr204
como control positivo. La toxicidad se estimé calculando la LCso (concentracion letal
media) determinada después del periodo de incubacion de 24 h. Los nauplios se
consideraron muertos cuando no se detecté movimiento después de 10 segundos de
observacion. Se clasifico el valor de toxicidad obtenido segun la definicion de Juéarez
et al. (2015): concentraciones mayores a 1500 pg/mL se consideraron inocuas, de 1000
a 1500 pg/mL se consideraron no toxicas, de 500 a 1000 pg/mL se consideraron
ligeramente toxicas, de 100 a 500 pg/mL se consideraron moderadamente toxicas, de
10 a 100 pg/mL se consideraron altamente toxicas, y de 1 a 10 pg/mL se consideraron
extremadamente toxicas. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. La LCsg
se calculo utilizando el analisis Probit con un 95% de confianza utilizando el software

Statgraphics 19.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Clinopodium mexicanum

En la presente investigacion, se aplico la metodologia de superficie de respuesta con
tres variables independientes (tiempo de sonicacion: A, relacion liquido — sélido: B y
tiempo de extraccion: C) para investigar su efecto sobre las variables dependientes
(masa de aceite esencial obtenido por masa de materia prima seca, actividad
antioxidante determinada mediante los ensayos DPPH y ABTS y expresada mediante
su ICsp). Esto a través de un disefio central compuesto que consistié en 18 puntos (8
puntos factoriales, 6 puntos axiales y 4 puntos centrales); los datos experimentales

obtenidos se presentan en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Puntos experimentales del disefio central compuesto y datos experimentales
para la extraccion de CMEO.

Variables

Experimento?® . Variables sin codificar Respuestas
codificadas
. Relacion .
Tiempode ;0 igo  Tlempode Masa CMEO/ o ooy ICso ABTS
A B C  sonicacion ) extraccion masa MP seca
(min) sélido (min) (%) (mg/mL) (mg/mL)
(mL/g)

1 -1 -1 -1 9 29 22 0.74+0.03 225+0 17.7+0.0
2 1 -1 -1 21 29 22 0.88+0.01 287+6 17.4+0.4
3 -1 1 -1 9 43 22 0.85+0.07 2141 17.2+0.3
4 1 1 -1 21 43 22 0.78+0.07 189+8 16.4+0.2
5 -1 -1 1 9 29 58 0.99+0.04 203+0 16.8+0.1
6 1 -1 1 21 29 58 0.90+0.01 189+0 16.9+0.2
7 -1 1 1 9 43 58 0.88+0.03 202+0 17.5+0.2.
8 1 1 1 21 43 58 0.81+0.04 188+2 18.2+1.1
9 -168 0 0 5 36 40 0.85+0.09 203£1 18.240.3
10 168 0 0 25 36 40 0.87+0.00 219+1 17.8+0.4
11 0 -168 0 15 24 40 0.99+0.26 192+1 17.4+0.0
12 0 168 0 15 48 40 0.88+0.11 235+3 15.240.1
13 0 0 -1.68 15 36 10 0.95+0.02 247+2 19.9+0.4
14 0 0 168 15 36 70 0.84+0.16 292+15 15.940.1
15 0 0 0 15 36 40 0.92+0.05 182+1 16.7+0.0
16 0 0 0 15 36 40 1.30+0.16 185+4 16.4+0.1
17 0 0 0 15 36 40 0.93+0.07 186+4 16.5+0.2
18 0 0 0 15 36 40 1.17+0.09 190+1 16.0£0.0

2 los experimentos fueron llevados a cabo de manera aleatoria.

7.1.1 Masa de aceite esencial obtenido por masa de materia prima seca (%w/w)

En la Tabla 7.1 se puede observar que la masa de CMEQO obtenido por masa de materia
prima seca varid de 0.74 + 0.03 a 1.08 + 0.19 % (promedio de los cuatro puntos
centrales). A la fecha, no se tiene noticia de que se haya reportado el rendimiento de

CMEO. Se ha reportado el rendimiento del aceite esencial de hojas de Clinopodium
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macrostemum var. laevigatum en 1.04% (w/v) (Villa-Ruano et al., 2015), de partes
aereas de Clinopodium gilliesii en 1.2% (Barbieri et al., 2016) y de hojas y tallos de
Clinopodium sericeum en 0.25% (Benites et al., 2021); todos obtenidos mediante

hidrodestilacion.

Se llevo a cabo un analisis de regresion mdaltiple utilizando la RSM para estudiar la
relacion entre tres variables de extraccion y la masa de CMEO obtenido por masa de
materia prima seca. Esto con el objetivo de identificar las constantes y coeficientes de
las variables, asi como para investigar el efecto lineal de las variables y los efectos
cuadraticos y de interaccion. La adecuacion al modelo CCD se estimd mediante
estadistica descriptiva y la prueba de Fisher para el modelo. Sin embargo, de acuerdo
con las estadisticas descriptivas, R? (0.5536) no result6 del todo aceptable ademas de
discordante con R? ajustado (0.0515), asimismo la falta de ajuste result6 significativa
por lo que no se considera un modelo confiable por lo que se procedio a analizar el

correspondiente disefio factorial 23.

El efecto de cada factor en la masa de CMEO obtenido por masa de materia prima seca
mediante los distintos tratamientos definidos por el disefio experimental descrito en la
seccion 6.3 fue evaluado con base en un Anélisis de Varianza. Todas las evaluaciones
se realizaron considerando un nivel de significancia del 5%. Ademas, se presenta el
modelo ajustado, en el que los efectos que resultaron significativos se sefialan en

negrita.

Y = 0.8534 — 0.00954 — 0.0238B + 0.0406C — 0.02514AB — 0.0277AC — 0.0260BC + 0.0286ABC
(7.1)

La ecuacion 7.1 revela que, con excepcion de los factores lineales "tiempo de
sonicaciéon" y "relacion liquido-solido”, todos los deméas factores presentaron una
influencia estadisticamente significativa, con un nivel de confianza del 95%, sobre la
variable de respuesta: la masa de CMEO obtenido por masa de materia prima seca. La

secuencia de los términos significativos, considerando los efectos principales y de
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interaccion en relacion a su influencia decreciente en la masa de CMEO obtenido por
masa de materia prima seca, fue la siguiente: C (tiempo de extraccion) > ABC (tiempo
de sonicacién - relaciéon liquido-sélido - tiempo de extraccién) > AC (tiempo de
sonicacion - tiempo de extraccién) > BC (relaciéon liquido-sélido - tiempo de
extraccién) > AB (tiempo de sonicacion - relacion liquido-sélido). Una relacion
positiva en el tiempo de extraccion indica que a medida que se prolonga el tiempo de
extraccion, el solvente tiene mas tiempo para penetrar en el material vegetal y extraer
las moléculas de aceite esencial. En relacion a la interaccion entre el tiempo de
sonicacion y el tiempo de extraccion, esto puede explicarse debido a que las ondas
ultrasonicas aplicadas antes de la extraccion generan cavitacion acustica, que es una
agitacion intensa a pequeria escala que afecta la integridad de las paredes celulares del
material vegetal y facilita la penetracion del solvente en la matriz vegetal (Martinez
Ramos et al., 2020). Esto mejora la liberacion del contenido intracelular al solvente de
extraccion y facilita la transferencia de masa de los aceites esenciales desde el interior
de las matrices vegetales. Conforme transcurre mas tiempo, se obtiene una mayor
cantidad de aceite esencial. Por otro lado, los resultados sugieren que la duracion del
proceso de extraccion es un factor critico para determinar el rendimiento del aceite
esencial, mientras que los otros factores pueden variar segin las condiciones
experimentales, el material vegetal, el método de extraccién y otras condiciones
experimentales. En todo caso, son necesarios mas estudios para comprender
completamente las interacciones complejas entre los diferentes factores en la
extraccion de aceite esencial y para optimizar el proceso de extraccion para diferentes

materiales vegetales y aplicaciones.

En cuanto a la interaccion entre el tiempo de sonicacion y el tiempo de extraccion, esto
puede explicarse debido a que las ondas ultrasénicas aplicadas antes de la extraccion
generan una agitacion intensa a pequefia escala debido al fendbmeno de cavitacion
acustica, lo cual facilita la penetracion del solvente en la matriz natural y afecta su
integridad a través de las paredes celulares. Esto mejora la liberacion del contenido

intracelular al solvente de extraccidn y facilita la transferencia de masa de los aceites

48



esenciales desde el interior de las matrices vegetales, lo que permite un acceso méas
sencillo al aceite esencial. A medida que transcurre mas tiempo, se obtiene una mayor

cantidad de aceite esencial.

Nuestros resultados coinciden con la investigacion realizada por Li et al. (2022),
quienes reportaron que la interaccion entre el tiempo de sonicacién y el tiempo de
extraccion fue significativa en el rendimiento de extraccion de aceite esencial de
cascaras de Tribute citrus mediante hidrodestilacion asistida por ultrasonido. Sin
embargo, no encontraron significancia ni en el tiempo de extraccion ni en la interaccion
entre la relacion liquido-sélido y el tiempo de extraccion, a diferencia de lo observado
en nuestra investigacion. Este comportamiento también fue observado Tekin et al.
(2015) quienes informaron que la concentracion de la planta (masa de la
planta/volumen de etanol) no tuvo influencia en la extraccion de aceite esencial de
Syzygium aromaticum mediante hidrodestilacion asistida por ultrasonido. Del mismo
modo, Liu et al. (2019) también reportaron la falta de influencia de la relacion
solvente/muestra en el rendimiento de aceite esencial de semillas de Iberis amara y
también Mollaei et al. (2021), reportaron que, en la extraccion de aceite esencial de
flores de Oliveria decumbens mediante hidrodestilacion asistida por ultrasonido, no
observaron un efecto significativo en la relacion agua/planta, pero si observaron

significancia en el tiempo de sonicacion.

Segun Balti et al. (2018), la significancia del tiempo de extraccion se atribuye al
mecanismo especifico del ultrasonido. La propagacion de ondas ultrasonicas en el
medio liquido genera burbujas de cavitacion debido a las variaciones de presion, lo
cual provoca la ruptura de las paredes celulares y facilita el lavado del contenido
celular, logrando asi mejores rendimientos. Este resultado también es observado por
Liu et al. (2019) en su estudio sobre el rendimiento de aceite esencial de semillas de

Iberis amara.

Las discrepancias entre nuestros resultados y los de otros investigadores pueden

atribuirse, en primer lugar, a las propiedades fisicas y quimicas de los componentes de
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la materia prima, que pueden influir en la eficiencia de la extraccion. Algunos
compuestos pueden ser méas facilmente solubles en el solvente de extraccion, mientras
que otros pueden requerir condiciones especificas, como la aplicacion de ultrasonido,
para lograr una extraccion 6ptima. Esta variabilidad en la respuesta de extraccion puede
explicar por qué algunos factores, como el tiempo de sonicacién, pueden mostrar una
influencia significativa en ciertos estudios, mientras que en otros no. Otro aspecto a
considerar es la diversidad de las matrices de materia prima utilizadas en los estudios
de extraccion. Diferentes plantas, partes de plantas o productos naturales pueden
presentar composiciones quimicas y estructuras celulares distintas, lo que puede afectar
la forma en que responden a los parametros de extraccion. Por lo tanto, los resultados
obtenidos en nuestro estudio pueden no ser directamente extrapolables a otras matrices
de materia prima. Ademas, las condiciones experimentales, como la potencia del
ultrasonido, el tipo de solvente, la temperatura y la relacion liquido-sélido, pueden
variar entre los diferentes estudios, lo que también puede influir en los resultados. Estas
diferencias en las condiciones experimentales pueden explicar las discrepancias
observadas en los efectos de los factores en los diferentes estudios (Nora & Borges,
2017).

7.1.2 Actividad antioxidante del CMEO

Segun Abedi et al. (2017), debido a la complejidad de los aceites esenciales, no es
adecuado evaluar su actividad antioxidante con una sola técnica, se deben proponer al
menos dos métodos experimentales para verificar la autenticidad de la medicion, y, de
acuerdo con Barbieri et al., (2016), ABTS y DPPH son radicales libres estables, que
son ampliamente aceptados en la comunidad cientifica como una herramienta para
estimar las actividades de eliminacion de radicales libres de los antioxidantes. Por lo
que, en esta investigacion se decidié analizar la influencia de las condiciones de
extraccion sobre la actividad antioxidante de CMEO utilizando dos técnicas de
evaluacion de actividad antioxidante: ensayo DPPH y ABTS. Ambas técnicas se basan
en la capacidad del antioxidante para reaccionar o neutralizar los radicales libres

generados en los sistemas de ensayo. La actividad antioxidante se expres6 como el
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valor de ICso, que se calculd por regresion lineal de la grafica del porcentaje de
absorcion del radical DPPH o ABTS, segun correspondiera. El valor I1Cso representa la
concentracion de aceite esencial que causa el 50% de inhibicién. Cuanto menor sea

dicho valor, mejor ser la actividad antioxidante del aceite esencial.

En la Tabla 7.1 se puede observar que la actividad antioxidante del CMEO medida a
través del método DPPH y expresada mediante el valor de 1Cso, varia de 185 + 4 a 292
+ 15 mg/mL (promedio de los cuatro puntos centrales). A la fecha, no se tiene noticia
de que se haya reportado anteriormente la actividad antioxidante medida mediante el
método DPPH del CMEO. Se ha reportado el 1Cso DPPH del aceite esencial de
Clinopodium macrostemum var. laevigatum (planta mexicana) como 0.92+0.05 g/L
(Villa-Ruano et al., 2015), también se ha reportado el ICso DPPH del aceite esencial de
Clinopodium gilliesii (Benth.) Kuntze como 5.80 + 0.14 mg/mL (Barbieri et al., 2016)
y el ICsp DPPH del aceite esencial de Clinopodium sericeum como 106.06 + 7.92
mg/mL (Benites et al., 2021).

El anélisis de regresion mostré que de los tres parametros probados y sus interacciones
solo el factor cuadratico de tiempo de extraccion presentd un efecto significativo sobre
el ICso DPPH por parte del CMEO. La adecuacion al modelo CCD se estimé mediante
estadistica descriptiva y la prueba de Fisher para el modelo, no obstante, segun las
estadisticas descriptivas, R? (0.5246) resulté bajo y discordante con el valor de R?
ajustado (0.3600), lo que deja claro que no es posible representar una aproximacion de
los resultados experimentales a través de un modelo polinomial de segundo orden de
tal forma que se procedid a analizar el correspondiente disefio factorial 23. Se presenta
el modelo ajustado, para la variable de respuesta ICso DPPH en el que los efectos que

resultaron significativos, de acuerdo con un Analisis de Varianza, se sefialan en negrita.

IC5,DPPH = 346.4 — 8.064 — 2.361B — 2.269C + 0.1265AB + 0.1203AC + 0.0399BC — 0.00223ABC
(7.2)

Como se observa en la ecuacion 7.2, algunos de los factores, asi como algunas de sus

interacciones resultaron significativos para un nivel de confianza del 95%, sobre la
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variable dependiente ICsp DPPH. La secuencia de los términos significativos
considerando los efectos principales y de interaccion con respecto a una influencia
decreciente en el ICso DPPH fue A (tiempo de sonicacién) > AC (tiempo de sonicacion
— tiempo de extraccion) > C (tiempo de extraccién), siendo una relacion positiva la del
tiempo de sonicacion y tiempo de extraccion, en este caso, la relacion liquido — sélido

no parece tener influencia.

Una relacion negativa en el tiempo de sonicacion parece indicar que este tratamiento
previo a la extraccion podria mejorar la actividad antioxidante del aceite esencial
obtenido. Esto podria explicarse debido a que la cavitacion (colapso violento e
implosion de burbujas de gas en el solvente liquido) y la microagitacion debilitan los
tejidos celulares mejorando asi la eficiencia de la transferencia de masa en la extraccion
de compuestos bioactivos (de Oliveira Reis et al., 2019; Martinez Ramos et al., 2020).
Que la actividad antioxidante se vea mejorada a medida que se prolonga el tiempo de
extraccion es un fendmeno que también han reportado Sodeifian & Sajadian, (2017).
Con respecto al tiempo de sonicacion, Hashemi et al. (2020) también reportan su
influencia significativa en la actividad antioxidante (determinada mediante el método
DPPH) del aceite esencial de petalos de Crocus sativus obtenido mediante ultrasonido
y lo atribuyen al hecho de que, a tiempos maés prologados, la sonicacion puede facilitar
la ruptura de mas células y, por lo tanto, acelerar la difusion y disolucion de los
componentes fendlicos en el solvente. Rashed et al. (2017) coinciden también en que
el pretratamiento con ultrasonido mejora la actividad antioxidante del aceite esencial

obtenido.

De tal forma que, para obtener la mejor actividad antioxidante medida por DPPH, seria
deseable un largo tiempo de sonicacion, en el caso del tiempo de extraccion parece
obtenerse la misma actividad antioxidante tanto si se extrae durante poco o mucho
tiempo. Respecto al factor relacion liquido — s6lido como efecto principal no tiene

significancia.
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En la Tabla 7.1 se puede observar que la actividad antioxidante del CMEO medida a
través del método ABTS y expresada mediante el valor de ICso, varia de 15.2 +0.1 a
19.9 +0.4mg/mL. A la fecha, no se tiene noticia de que se haya reportado anteriormente
la actividad antioxidante medida mediante el método ABTS del CMEO. Se ha
reportado el 1Cso ABTS del aceite esencial de Clinopodium gilliesii (Benth.) Kuntze
como 2.42 +0.30 mg/mL (Barbieri et al., 2016) y también se ha reportado el ICso ABTS
del aceite esencial de Clinopodium sericeum como 473.03 = 14.11 mg/mL (Benites et
al., 2021).

Se llevo a cabo un analisis de regresion maltiple utilizando la metodologia de superficie
de respuesta. Sin embargo, de acuerdo con datos estadisticos descriptivos, R? (0.5793)
no resultd del todo aceptable ademas de discordante con R? ajustado (0.4336), de la
misma forma, la falta de ajuste resulto significativa por lo que no se considera un
modelo confiable de tal forma que se procedio a analizar el correspondiente disefio
factorial 23. El Andlisis de Varianza para la variable de respuesta 1Cso ABTS, asi como
los estadisticos descriptivos, R? (0.7562) y R? ajustado (0.5429) no resultaron del todo
aceptables ademas de discordantes entre si, por lo que no se considera un modelo

confiable.

Como se puede observar, los resultados anteriormente planteados no concuerdan del
todo con los de la capacidad de eliminacion de DPPH del CMEO. Esta correspondencia
limitada entre los resultados de eliminacion de radicales libres ABTS y DPPH se debe
a que algunos compuestos antioxidantes que tienen capacidad de eliminacion de
radicales ABTS pueden no mostrar capacidad de eliminacién de radicales DPPH ya
que el método ABTS mide la actividad antioxidante de compuestos hidrofilicos y
lipofilicos, mientras que el método DPPH podria estar midiendo solo los compuestos

lipofilicos (Martinez Ramos et al., 2020).

Por todo lo anterior, para obtener la mejor actividad antioxidante del CMEOQO, se
recomienda que la extraccion se lleve a cabo de acuerdo con las condiciones descritas
en la Tabla 7.2.
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Tabla 7.2. Niveles recomendados para obtener la mejor actividad antioxidante en la
extraccion de CMEQ dentro del rango de los estudios experimentales.

Simbolo  Factor Nivel

A Tiempo de sonicacion (min) (1) 21 min
B Relacion liquido — solido (mL/g) (1) 29 mL/g
C Tiempo de extracciéon (min) (-1) 22 min

7.1.2 Composicion quimica del aceite esencial

Se llevd a cabo un andlisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas al CMEO obtenido mediante hidrodestilacion para identificar los compuestos
presentes en dicho aceite. En la Tabla 7.3 se presentan los 12 compuestos principales
(que representan mas del 90% del total de los componentes). A la fecha, no se tiene

noticia de que se haya reportado la composicion quimica del CMEO.

Tabla 7.3. Compuestos identificados en el CMEO mediante GC-MS.

o Areade  Férmula Compuesto  Areade  Formula
No. Compuesto quimico . No. PR L
pico molecular quimico pico molecular

1 Pulegona 36.48 Ci1oH10 7 Piperitona 1.14 Ci1oH10

B-citronelal 1.41 CioH150 8 Carvacrol 4.47 CioH10

Biciclo(3.1.0) hexano-6- .
3 memetol,(2-hydroxil,4,4-trimetil) 0.55 CioH1s0; 9 Y-Elemeno 137 CasHas
4 Mentona 28.68 CioH150 10 Verbenona 1.24 CioH10
5 p-Mentona 4.38 CioH150 11 Cariofileno 7.18 CisHa
6 5,9-dimetil-4,8-Decadienal 0.9 Ci12H%0 12 Espatulenol 4.13 Ci5H240

2 Area de pico: porcentaje de componentes. Son presentados los componentes con un porcentaje > 5%.

Pulegona, el componente principal en la composicion quimica de CMEO, presenta
diversas propiedades biologicas, como actividad antimicrobiana, antihistaminica,
antipirética, convulsiva, hepatotoxica e hipercolesterolémica, asi como también es un
potente abortivo. Ademas, se ha demostrado que posee propiedades antialimentarias,
pesticidas y repelentes de insectos, y que los aceites esenciales ricos en pulegona
presentan actividades antiparasitarias y de inhibicion de la brotacion de la papa.
Comercialmente, se utiliza como agente saborizante en pastas dentales y enjuagues
bucales, y como ingrediente valioso en perfumes y diversos productos farmacéuticos

(Bozovic et al., 2017). De acuerdo con Farouk et al. (2021), los aceites esenciales ricos
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en pulegona, presentan una baja actividad de eliminacion de radicales libres, sin
embargo, parece haber un consenso general de que los efectos antioxidantes de los
aceites esenciales no pueden explicarse simplemente por la accion de sus componentes

principales (Kasrati et al., 2017).

A mentona, segundo compuesto mayoritario del CMEO, también se le atribuyen
propiedades antiflngicas y antibacterianas asi como insecticidas y repelentes (Saad et
al., 2019). Acerca de los principales componentes del CMEO, pulegona y mentona,
también se ha reportado su presencia en el aceite esencial de Clinopodium nubigenum,
Clinopodium odorum, Clinopodium macrostemum var. Laevigatum, (Villa-Ruano et
al., 2015) y Clinopodium gilliesii (Barbieri et al, 2016).

7.1.3 Comparacion de hidrodestilacion tradicional con hidrodestilacion asistida con
ultrasonido

En la extraccion de CMEO bajo hidrodestilacion tradicional, sin previo ultrasonido, a
una relacion liquido — sélido de 80 g/L durante 120 min se obtuvo una masa de CMEO
por masa de materia prima seca de 0.87+0.06%, con valores de ICso DPPH = 221+1
mg/mL e ICso ABTS = 16.6£1.8 mg/mL. Cabe destacar que, si bien la masa de CMEO
obtenida fue mayor en comparacion con las condiciones dptimas obtenidas a través del
andlisis de disefio factorial 23, los resultados de actividad antioxidante fueron
superiores en estas condiciones (masa de CMEO por masa de materia prima seca de
0.78+0.07%, un 1Cso DPPH = 189+8 mg/mL e ICso ABTS = 16.4+0.2 mg/mL).

7.1.4 Toxicidad del aceite esencial

Se evalud la toxicidad del CMEO mediante el modelo in vivo Artemia salina, y se
obtuvo una LCsp de 32 pg/mL, valor comparable con el de aceites esenciales de otras
plantas como Thymus mastichina (32 pg/mL) (Arantes et al., 2019). Aunque la LCso
del CMEO podria interpretarse como la de un aceite esencial altamente toxico
(Rodriguez-Mendoza et al., 2022), este podria ser utilizado con seguridad como
antioxidante, ya que los aceites esenciales son compuestos volatiles que se

descomponen facilmente y los residuos del aceite deberian ser inofensivos si se permite
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suficiente tiempo entre la aplicacion y el consumo del producto impregnado con aceite
esencial (Juarez et al., 2015). En comparacion, el aceite esencial de Myristica fragrans
presenta una LCso de 31.05 pg/mL (Zheng & Bossier, 2023) y es considerado GRAS
(sustancia generalmente reconocida como segura) por la FDA, lo mismo que el aceite
esencial de Thymus vulgaris L. (LCso = 60.38 pg/mL) (Niksic et al., 2021). Hay que
agregar también que, los aceites esenciales que presentan valores de LCso por debajo
de 1000 ug/mL son considerados como buenos agentes bioactivos. Especificamente,
cuando un aceite esencial y/o extracto vegetal demuestra actividad a 100 ug/mL o
menos se afirma que posee una fuerte actividad citotoxica (da Silva Ramos et al.,
2017). A lafecha, no se tiene noticia de que la toxicidad del CMEO haya sido reportada
y serian necesarios mas estudios o pruebas en otros modelos para conocer mejor su

comportamiento en humanos.
7.2 Agastache mexicana subsp. mexicana

Para la extraccion de AMMEO mediante hidrodestilacion salina, se aplico la
metodologia de superficie de respuesta con tres variables independientes
(concentracion de NaCl: A, tiempo de remojo: B y relacion liquido —solido: C) para
investigar su efecto sobre las variables dependientes (masa de aceite esencial obtenido
por masa de materia prima seca, 1Cso DPPH, 1Cso ABTS). Esto a través de un disefio
central compuesto (CCD) que consistio de 18 puntos (8 puntos factoriales, 6 puntos
axiales y 3 puntos centrales). Los datos experimentales obtenidos se presentan en la
Tabla 7.4.
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Tabla 7.4. Puntos experimentales del disefio central compuesto y datos experimentales para la extraccion de AMMEDO.

Experimento® c\ggir;iigggs Variables sin codificar Respuestas experimentales Respuestangsldlchas por
Concentracion Tiempo de Relacién Masa AMMEO/
A B C  deNaCl remojo  liquido —sélido masa MP seca 1Cs0 I/DPEH 1Cs0 '/A‘BI-_FS 1Cs0 I/DPEH 1Cso0 '/A‘BI-_I-S
1 -1 -1 -1 1.53 31.2 25.2 1.88 65+1 26.6+0.2 65 27
2 1 -1 -1 6.00 31.2 25.2 2.00 70+1 28.4+0.1 71 28
3 -1 1 -1 1.53 120 25.2 2.09 43+1 21.5+0.1 48 22
4 1 1 -1 6.00 120 25.2 2.11 57+3 23.2+0.1 55 23
5 -1 -1 1 1.53 31.2 46.0 2.20 801 31.9+£0.7 84 34
6 1 101 6.00 31.2 46.0 2.20 700 28.5£0.4 71 31
7 -1 1 1 1.53 120 46.0 1.89 71+1 28.9+0.0 75 30
8 1 1 1 6.00 120 46.0 2.04 60£1 26.5+0.0 61 26
9 -168 0 O 0 75.6 35.6 2.10 67+1 27.2+0.2 61 25
10 168 0 O 7.52 75.6 35.6 2.09 55+1 23.6+0.1 55 23
11 0 -168 0 3.77 0 35.6 2.14 78+1 32.1+£0.7 76 30
12 0 168 0 3.77 150 35.6 2.34 57+0 23.5+0.3 54 23
13 0 0 -1.68 3.77 75.6 18.1 2.06 64+1 26.6+0.3 63 27
14 0O 0 168 3.77 75.6 53.1 241 89+0 38.440.2 85 36
15 0O 0 O 3.77 75.6 35.6 2.00 560 23.4+0.0 58 24
16 0O 0 O 3.77 75.6 35.6 1.86 56+1 23.0+0.2 58 24
17 0 0 O 3.77 75.6 35.6 2.18 59+1 25.5+0.5 58 24

& Jos experimentos fueron llevados a cabo de manera aleatoria.
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7.2.1.1 Masa de aceite esencial obtenido por masa de materia prima seca (%ow/w)

La masa de AMMEO obtenido por masa de materia prima seca experimental para
diferentes combinaciones (segun el disefio de experimentos CCD) se encuentra
presentado en la Tabla 7.4. Como puede observarse, se obtuvo un porcentaje de masa
de AMMEO obtenido por masa de materia prima seca entre 1.86 y 2.34% (%w/w).
Como se puede apreciar, esta cantidad es similar y ligeramente superior a la reportada
por Palma-Tenango et al. (2021) (2.26%) lo que podria atribuirse al lugar donde ha
crecido la planta y/o a la época de cosecha. Otros investigadores han informado del uso
de hidrodestilacion salina para aumentar el rendimiento del aceite esencial como lo es
el caso de Chen et al. (2021) quienes reportaron un rendimiento de 2.67% en la
extraccion de aceite esencial de Rosmarinus officinales L. obtenido por
hidrodestilacion en presencia de NaCl al 5% y una relacion agua — material 1:3. Por
otro lado, en la extraccion del aceite esencial de Thuja koraiensis Nakai obtenido por
hidrodestilacion salina (utilizando NaCl al 6.56% y una relacion solido — liquido de 50
9/400 mL), se obtuvo un rendimiento maximo de 1.1712% (Fu et al.,2022). En nuestro
estudio, la cantidad maés alta de masa de AMMEOQO por masa de materia prima seca
obtenida fue 2.34% con 3.77% de concentracion de NaCl, 150 min de tiempo de remojo

y una relacion liquido — solido de 35.6 g/mL.

El Anélisis de Varianza, para la variable de respuesta masa de AMMEO/masa de
materia prima seca, asi como los estadisticos descriptivos, R? (0.5137) y R? ajustado
(0.000), indicaron que no es posible representar una aproximacion de los resultados

experimentales a través de un modelo polinomial de segundo orden.
7.2.1.2 Actividad antioxidante del AMMEO

En la Tabla 7.4, se puede observar que, la actividad antioxidante medida a través del
método DPPH y expresada mediante el valor de 1Cso, varia de 43 £ 1 a 89 + 0 mg/mL.
A la fecha, no se tiene noticia de que se haya reportado la actividad antioxidante del
AMMEDO. En todo caso, Ibarra-Alvarado et al. (2010) reportaron el 1Cso DPPH del

extracto acuoso de Agastache mexicana (Kunth) Lint & Epling como 0.5023 + 0.001
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mg/mL y Najar et al. (2019) reportaron el 1Cso DPPH de las flores comestibles de
Agastache mexicana (Kunth) Lint & Epling (sin especificar la subespecie) como 1.40
+ 0.05 mg/mL.

De acuerdo con Najar et al. (2019), la variabilidad en los resultados entre las especies
de Agastache podria estar relacionada con el tiempo de cosecha asi como con las
condiciones medioambientales 0 métodos de cultivo utilizados aunque también podria
atribuirse dicha variacién a la subespecie a la que pertenecen las plantas y/o la parte de
la planta de la que se extrajo el aceite esencial.

Se aplico un Analisis de Varianza para el modelo de superficie de respuesta en el que
se obtuvo un valor alto en el coeficiente de determinacion (R? = 92.92%) y concordante
con el coeficiente de determinacion ajustado (adj. R?= 87.41%) lo que demuestra que
el modelo es factible, por lo que podemos afirmar que existe un buen grado de
correlacion entre los valores actuales y predichos (Chen et al., 2017). Ademas del
coeficiente de determinacion, la prueba F fue usada para determinar la existencia de
significancia estadistica asi como los coeficientes de regresion de cada uno de los
parametros. En este analisis, los valores F y P de 7.56 y 0.122 para falta de ajuste
sugieren que esta no es significativa, esto es, existe una muy buena concordancia entre
los datos experimentales y los valores predichos. Otro indicador mas que se tomo en
cuenta fue el error puro, que en este caso fue muy bajo, lo que sugiere una buena
reproducibilidad de los datos obtenidos. En resumen, todo lo anterior confirmé la
validez del modelo. Ademas, el Analisis de Varianza para el 1Cso DPPH del AMMEO
indico que resultaron significativos los parametros tiempo de remojo (B) y relacion
liquido — solido (C) en su forma lineal y cuadratica (B2, C?) asi como la interaccion

concentracion de NaCl con relacion liquido — solido (AC).

Se efectudé un analisis de regresion a los datos experimentales de la actividad
antioxidante del AMMEO donde las variables examinadas y las respuestas fueron
ajustadas a un modelo polinomial de segundo orden obteniéndose la siguiente ecuacion

de acuerdo con los valores codificados:

59



ICs,DPPH = 57.88 — 1.64A — 6.48B + 6.43C + 2.56B2 + 5.68C% — 4.94AC + 1.89BC (7.3)

Donde ICso DPPH se refiere a la actividad antioxidante del AMMEQO expresada
mediante el 1Cso (mg/mL) y determinada por el método DPPH; A, se refiere a la
concentracion de NaCl; B, al tiempo de remojo y C, a la relacion liquido — sélido.

Como se puede observar en la ecuacion 7.3, el factor relacion liquido — solido ejercid
un efecto positivo en la respuesta, al contrario que el factor tiempo de remojo que
ejercié un efecto negativo, esto es, una disminucion en la relacién liquido — sélido
llevaria a una disminucion en el valor del 1Csp DPPH del AMMEO lo mismo que un
aumento en el tiempo de remojo, lo que podria indicar que un largo periodo de remojo
favoreceria la extraccion de compuestos antioxidantes que de otra forma no podrian ser
extraidos (Fu et al., 2022). De acuerdo con Zhang et al. (2020) remojar la planta en la
cantidad adecuada de agua (relacion liquido — sélido) contribuye a la expansion de la
célula y la absorcion de energia, promoviéndose asi la ruptura de la pared celular sin
embargo, si la relacién liquido — sélido se vuelve muy grande, ciertos componentes del
aceite esencial podrian sufrir hidrolisis al sobrecalentarse; el remojo también podria
disminuir la resistencia a la transferencia de masa y la liberacion del aceite esencial de
manera mas sencilla. Como se mencion0 anteriormente, en un exceso de agua, los
compuestos de los aceites esenciales podrian disolverse y/o transformarse
qguimicamente, en cambio, un volumen mas pequefio de agua en el matraz permitiria
mas espacio para el movimiento del vapor de agua y el aceite esencial durante la
destilacion, lo que favoreceria la extraccion de compuestos antioxidantes del aceite
esencial. Sin embargo, si la relacion liquido — s6lido se aumenta demasiado, el material
vegetal podria sobrecalentarse afectando la composicidén quimica del aceite esencial
obtenido (Cui et al., 2018; Nizio et al, 2018).

De acuerdo con Madhumita et al. (2019) un grafico de superficie de respuesta
tridimensional es capaz de expresar de una forma excelente tanto los efectos lineales
como de interaccion y cuadraticos de los parametros de extraccion sobre la respuesta
manteniendo la tercera variable en el nivel cero, lo que puede ayudar al investigador a

determinar la direccion a seguir para aumentar o disminuir una respuesta deseada. Por
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otro lado, ya que muchas veces no resulta sencillo determinar los niveles de los
parametros, se construyen también graficos de contorno de las mismas variables. En la
grafica de contorno, se dibujan curvas con valores de respuesta iguales en un plano
cuyas coordenadas muestran los niveles de las variables independientes (Sodeifian et
al., 2016).

Las graficas de contorno del ICso DPPH del AMMEOQO en funcion de las variables
independientes dentro del rango experimental se muestran en la Figura 7.1, estas
graficas fueron generadas utilizando el modelo empirico presentado en la ecuacion 7.3.
Se muestra el efecto de la concentracion de NaCl (A), el tiempo de remojo (B) y la

relacion liquido — solido (C) en la respuesta a una masa de materia prima fija (25 g).

La Figura 7.1a muestra la interaccion de la concentracion de NaCl y tiempo de remojo
en el 1Cso DPPH del AMXEO en una relacion liquido — solido fija (35.6 mL/qg), la
Figura 7.1bindica la interaccion de la concentracion de NaCl y relacion liquido —solido
en el 1ICso DPPH del AMXEOQ en un tiempo de remojo fijo (75.6 min), y la Figura 7.1c
presenta la interaccion entre el tiempo de remojo y la relacion liquido — solido en el
ICso DPPH del AMXEO a una concentracion de NaCl fija (3.77%).

Como se puede observar en la Figura 7.1, es posible obtener valores bajos de 1Cso
DPPH tanto en el nivel bajo como alto de la concentracion de NaCl, por lo que es
posible llevar a cabo la extraccion en ambas regiones de la superficie sin embargo se
observa que se puede obtener un ICso bajo pudiendo aumentar la relacion liquido —
solido aumentando la concentracion de NaCl. Esto resulta Gtil ya que en niveles bajos
de la relacion liquido — sélido existe el peligro de sobrecalentar el material vegetal y
afectar la composicién quimica del aceite esencial como lo reportan Cui et al. (2018)
y Nizio et al. (2018).
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Figura 7.1. Gréficas de contorno para el efecto de (a) concentracion de NaCl y tiempo
de remojo (b) concentracion de NaCl y relacion liquido — solido (c) tiempo de remojo
y relacion liquido — solido sobre la actividad antioxidante (ICso DPPH) del AMMEDO.

EnlaTabla 7.4 se observa que la actividad antioxidante del AMMEO, medida mediante
el método ABTS y expresada como ICsp, varia de 21.5 £ 0.1 a 38.4 £ 0.2 mg/mL. Hasta
ahora, no se ha informado sobre la actividad antioxidante del AMMEO determinada
mediante el método ABTS. Aunque el género Agastache es importante en la fitoterapia
tradicional y la botanica econdémica en diversas regiones, sorprendentemente, hay
pocos articulos que describan especificamente su actividad antioxidante, a diferencia
de muchas otras plantas alimenticias y medicinales relacionadas (Zielinska et al.,
2014). Sin embargo, se ha informado que el extracto hidrometanolico de Agastache
foeniculum tiene una actividad antioxidante de 67.3 = 1.9 umolTE/g segun el método
ABTS (Skrypnik et al., 2022). Asimismo, se ha reportado que los extractos etanolicos
de Agastache foeniculum, Agastache rugosa y Agastache urticifolia tienen una
actividad antioxidante de 398.52 + 4.32, 268.36 + 4.59 y 398.73 £ 2.77 mg de acido
ascorbico equivalentes por gramo de peso seco, respectivamente, segun el método
ABTS (Heo et al., 2022). Ademas, se ha observado que la actividad antioxidante del
AMMEO es comparable a la del aceite esencial de las partes aéreas de Thymus
algeriensis Boiss (10.840 mg/mL) (Ouakouak et al. 2021).

Se realizé un Analisis de Varianza para el modelo de superficie de respuesta de la

variable 1Cso DPPH, cuyos resultados indicaron que el modelo es significativo y
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representa adecuadamente los datos (R? = 89.63%, R? ajustado = 83.41%). Ademas, no
se observd una falta de ajuste significativa al nivel de confianza del 95% para el modelo
reducido final y el valor del error puro fue bajo, lo que sugiere buena reproducibilidad
de los datos. El andlisis de regresion a los datos experimentales de la actividad
antioxidante del AMMEO ajustado a un modelo polinomial de segundo orden arrojo la
siguiente ecuacion de acuerdo con los valores codificados en la que se indican con

negrita los pardmetros que resultaron significativos segun el Analisis de Varianza:
IC50ABTS = 24.196 - 0.612 A- 2.179B + 2.632C + 0.907 B> + 2.569 €2~ 1.163AC  (7.4)

Donde ICso ABTS se refiere a la actividad antioxidante del AMMEO representada por
el ICso (expresado en mg/mL) y determinada por el método ABTS. A, concentracion

de NaCl; B, tiempo de remojo y C, relacion liquido — solido.

La ecuacion 7.3 muestra que el factor relacion liquido-solido tuvo un efecto positivo
en la respuesta, a diferencia del factor tiempo de remojo que tuvo un efecto negativo.
Esto significa que una disminucion en la relacion liquido-solido resultara en una
disminucion en el valor del ICso ABTS del AMMEDO, al igual que un aumento en el
tiempo de remojo. Estas condiciones son consistentes con los resultados obtenidos al
analizar el 1Cso DPPH. Por lo tanto, podemos concluir que un periodo de remojo
prolongado o una menor relacion liquido-sélido favorecen la extraccion de compuestos

antioxidantes que de otro modo no podrian ser obtenidos (Fu et al., 2022).

Nuevamente, se recomienda no reducir demasiado la relacion liquido-solido debido a
que esto podria provocar un sobrecalentamiento del material vegetal y afectar la

composicién quimica del aceite esencial obtenido (Cui et al., 2018; Nizio et al., 2018).

También se construyeron las graficas de contorno con el objetivo de expresar los
efectos de interaccion de los pardmetros de extraccion sobre la respuesta manteniendo
la tercera variable en el nivel cero. Estas graficas se generaron utilizando el modelo
empirico presentado en la ecuacion 7.4. En la Figura 7.2 se muestra el efecto de la

concentracion de NaCl (A), el tiempo de remojo (B) y la relacion liquido — solido (C)
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en la respuesta ICso ABTS del AMMEO a una masa de materia prima fija (25 g), sin

embargo, de acuerdo con el andlisis de varianza, ninguna de las interacciones es

significativa.
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Figura 7.2. Graficas de contorno para el efecto de (a) concentracion de NaCl y tiempo
de remojo (b) concentracion de NaCl y relacion liquido — s6lido (c) tiempo de remojo
y relacion liquido — sélido sobre la actividad antioxidante (1Cso ABTS) del AMMEO.

7.2.3 Optimizacion global de la extraccion de AMMEQO

Con la ayuda del software Minitab Version 21.3, se utilizé el método de funcion de
deseabilidad para determinar las condiciones en las que las variables de respuesta
resultaran minimas dentro de los rangos estudiados de concentracion de NaCl, tiempo
de remojo y relacion liquido — solido. Los resultados de la optimizacion indicaron que
las condiciones a las que se obtendria la mejor actividad antioxidante predicha serian
6.00% de concentracion de NaCl, 125 min de tiempo de remojo y 31.2 mL/g de relacion
liquido — sélido. Bajo estas condiciones optimas, el valor correspondiente de ICso
DPPH seria 51.8 mg/mL y el valor correspondiente de ICsg ABTS seria 22.1 mg/mL,
con una deseabilidad compuesta de 0.8856 lo que apunta hacia una gran posibilidad de

lograr el objetivo de optimizacion (Figura 7.3).

Una vez que fueron determinadas las condiciones éptimas de extraccion, se llevaron a
cabo experimentos en dichas condiciones (por triplicado) para comprobar la veracidad

del modelo empirico desarrollado encontrandose un 1Cso DPPH de 46.7+0.378 mg/mL
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e 1Cso ABTS de 18.0+0.0955 mg/mL, como puede observarse, ambos valores se
encuentran bastante cercanos a los predichos lo que confirma la buena compatibilidad

con el modelo propuesto ademas de mostrar potencial en implicaciones préacticas.

A: Concentracién de NaCl  B: Tiempo de remojo C: Relacion liquido - s6lido
(% wiw) (min) (L)
[6.00 %] [125 min] [31.2 mL/g]

Deseabilidad
compuesta
(0.8856)

IC5o ABTS
(0.96316)

—_——]— = = — — e L 2210 mgn

IC5 DPPH
(0.81436)

51.8 mg/mL

0 6.00 7.52 14.6 312 458
0 125 150

Figura 7.3. Perfiles de la funcion de deseabilidad y valores de la respuesta predicha
para la optimizacion de la obtencion de AMMEO

7.2.4 Composicion quimica del aceite esencial

Se llevo a cabo un analisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas al AMMEO obtenido mediante hidrodestilacion para identificar los compuestos
presentes en dicho aceite. En la Tabla 7.5 se presentan los 18 compuestos principales
(que representan mas del 95% del total de los componentes). Como se menciond
anteriormente, existen otras publicaciones que mencionan los componentes del aceite
esencial de dicha planta. Se observa que coinciden en la presencia de ciertos
compuestos quimicos como nerol ( Najar et al., 2019; Carrillo-Galvan et al., 2020),
citral (Najar et al., 2019), acetato de nerilo (Najar et al., 2019), D-limoneno (Gonzéalez-

Ramirez et al., 2021; Navarrete et al., 2016). Las diferencias entre los componentes del
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aceite esencial de la misma planta se pueden a atribuir al origen geogréfico de esta

(Rhimi et al., 2022) o a la existencia de diferentes quimiotipos (Barbieri et al., 2016).

Acerca del nerol, que es el principal componente del AMMEOQ, también se ha reportado
su presencia en extractos de Agastache mexicana subsp. mexicana (Palma-Tenango et
al., 2021) y en el aceite esencial de Agastache mexicana subsp. xolocotziana
presentado en la seccion 7.2.4, a este compuesto se le atribuyen las propiedades
antinociceptivas y antiinflamatorias del extracto hexanoico de AMM (de Céssia da
Silveira e S& etal., 2017). Como se menciond anteriormente, el nerol también se
encuentra dentro de los componentes del aceite esencial de Citrus aurantium (de Cassia
da Silveira e Sa etal., 2017), Artemisia jacutica (Dylenova et al., 2021), Paeonia X
suffruticosa Andr (Lei et al., 2022), asi como en el de Amomum tsaoko Crevost et
Lemarie (Liao et al., 2022).

Tabla 7.5. Compuestos identificados en el AMMEO mediante GC-MS.

No.  Compuesto Area de Férmula No.  Compuesto Areadepico  Férmula
guimico pico ? molecular guimico a molecular
1 f -pineno 1.2 CioHis 10 y-Elemeno 1.39 CisHas
2 D-Limoneno 5.7 CioHi6 11 8-Cadineno 0.6 CisHas
3 trans-1sopulegona 15.19 Ci1oH160 12 Espatulenol 1.04 CisH240
4 Citral 10.03 CloHleo 13 EpOXidO 0.66 C15Hz4o
isoaromadendreno
5 Nerol 31.42 CioH150 14 T-Muurolol 0.57 Ci5H260
Acetato de nerilo 13.65 Ci12H20; 15 1-Heptatriacotanol 6.12 C37H70
7 Verbenona 0.84 C1oH1.0 16 Diepoxi triciclo 0.57 C3oHs,0,
(20.8.0.0 (7,16)
triacontano, 1(2),
7(16)
8 R-Farneseno 151 CisHaa 17 Rhodopina 1.45 CyoHss0
9 Germacreno D 39 CisHaa 18 Etil-iso-alocolato 0.59 C26H4405

a Area de pico: porcentaje de componentes. Son presentados los componentes con un porcentaje > 5%

De acuerdo con (Yin et al., 2022) el nerol y el citral otorgan una fragancia floral al
aroma del aceite esencial. Por otro lado, el citral suele ser uno de los principales
componentes del aceite esencial de Zingiber officinale al que se le atribuyen sus
propiedades antifingicas y antibacteriales (Kalhoro et al., 2022). La capacidad del
AMMEOQO para atrapar radicales libres podria atribuirse al nerol y D-Limoneno

presentes en dicho aceite esencial, Sanchez-Martinez et al. (2021) han reportado una
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clara correlacion entre la accién protectora frente al dafio oxidativo y el contenido de
C10 del limoneno y nerol. Acerca del D-limoneno se sabe que sus multiples enlaces
dobles insaturados le confieren una fuerte capacidad de suministro de hidrégeno y
efectos antioxidantes (Yu et al., 2021).

7.2.5 Comparacion de hidrodestilacion salina con hidrodestilacion tradicional

El AMMEDO se extrajo mediante hidrodestilacion tradicional, sin adicion de NaCl ni
remojo, utilizando una relacion liquido — sélido de 72 mL/g durante 120 minutos. Se
obtuvo una actividad antioxidante con 1Csp DPPH de 91.3+1.4 mg/mL y un valor de
ICs0 ABTS de 39.0+0.6 mg/mL. En comparacion con los valores obtenidos mediante
hidrodestilacion salina bajo las condiciones optimas (ICso DPPH de 46.7+£0.4 mg/mL
e 1Cso ABTS de 18.0+0.1 mg/mL), queda claro que el tratamiento utilizado en esta

investigacion fue efectivo para mejorar la actividad antioxidante del AMMEO.
7.2.6 Toxicidad del aceite esencial

Mediante el estudio in vivo (Artemia salina) se determind la toxicidad del AMMEO, se
encontro una LCso de 23 pg/mL. Este valor es comparable con el de otros aceites
esenciales como el de Origanum vulgare L. (14.91 pg/mL) y Laurus nobilis L. (89.88
pMg/mL), segun Leite et al. (2009). Aunque se podria interpretar que esta LCsg indica
una alta toxicidad, algunos investigadores sugieren que el aceite esencial podria
utilizarse de manera segura como antioxidante, ya estos son compuestos volatiles que
se degradan facilmente y, por lo tanto, sus residuos deberian ser inofensivos si se
permite suficiente tiempo entre la aplicacién y el consumo del producto impregnado
con el aceite esencial (Juarez et al., 2015). Y es importante también tomar en cuenta
que, que debido a su bajo valor de LCso, el aceite esencial podria presentar una cierta
actividad citotoxica (da Silva Ramos et al., 2017). Aunque no se ha informado
previamente sobre la toxicidad del AMMEOQ, si se ha reportado que la LCso de los
extractos acuosos de Agastache mexicana subsp. mexicana en ratones fue inferior a

5000 mg/kg cuando se administraron por via oral. De la misma forma que se sefiald
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para el caso del CMEO, se sugiere llevar a cabo més investigaciones para comprender

mejor su comportamiento en humanos.
7.3 Agastache mexicana subsp. xolocotziana

En la extraccion de AMXEO mediante hidrodestilacion asistida por surfactante, se
utilizé la metodologia de superficie de respuesta con tres variables independientes:
concentracion de Tween 20 (A), relacion solido-liquido (B) y tiempo de extraccién (C),
para investigar su efecto en las variables dependientes: masa de aceite esencial obtenido
por masa de materia prima seca, ICso DPPH e ICso ABTS. Se evaluaron los coeficientes
de correlacion (R?), R? ajustado, falta de ajuste y valor P, asi como se realizd un
Analisis de Varianza (ANOVA) para seleccionar el modelo adecuado. Los datos
experimentales obtenidos se presentan en la Tabla 7.6, utilizando un disefio central

compuesto centrado en las caras (CCF).
7.3.1 Masa de aceite esencial obtenido por masa de materia prima seca (%ow/w)

En la Tabla 7.6, se puede observar que la masa de AMXEO obtenido por masa de
materia prima seca vario entre el 1.19 y 2.63% (%w/w). Es importante destacar que
esta cantidad es mayor que la reportada por Palma-Tenango et al. (2021) (1.2%), lo
cual podria atribuirse al lugar de crecimiento de la planta y/o a la época de cosecha.
Otros estudios han informado sobre el uso de tensioactivos para aumentar el
rendimiento del aceite esencial. Por ejemplo, Charchari & Abdelli (2014) reportaron
un rendimiento del 1.83% en la extraccion de aceite esencial de Salvia officinalis L.
utilizando hidrodestilacion en presencia de una solucién de Tween 20 al 0.5%. En
nuestro estudio, la mayor cantidad de masa de aceite esencial obtenido por masa de
materia prima seca obtenida fue del 2.63% utilizando una concentracion de Tween 20
de 0.001 g/mL, una relacion sélido — liquido de 21.8 mL/g y un tiempo de extraccion
de 30 min.
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Tabla 7.6. Puntos experimentales del disefio central compuesto centrado en las caras y datos experimentales.

Experimento®

Variables
codificadas

Variables sin codificar

Respuestas experimentales

Respuestas predichas por RSM

Concentracion

Relacion

Tiempo de Masa AMXEO/

Masa AMXEO/

A B C deTween 20 sdélido-liquido extraccién masa MP seca ICr;o I/DrEEH Icr;O ,/Anl?l'_l's masa MP seca IC;;) I/DrEEH
@mL)  (miig) (min) ()  (Mmymb)  (mymb) (%) (mg/mL)
1 101 -1 0.001 15.8 30 1.35 83 34.8 1.47 88
2 1 -1 -1 0.007 15.8 30 1.61 167 50.1 1.60 167
3 101 -1 0.001 45.8 30 2.63 101 28.0 2.62 102
4 1 1 -1 0.007 45.8 30 2.16 125 26.3 2.24 133
5 -1 -1 01 0.001 15.8 180 2.09 90 28.1 2.04 83
6 1 -1 1 0.007 15.8 180 1.68 132 29.1 1.72 133
7 1011 0.001 45.8 180 2.40 66 27.4 2.44 67
8 1 1 1 0.007 45.8 180 171 74 22.3 1.62 69
9 -1 0 0 0.001 30.8 105 1.93 63 38.2 1.83 44
10 1 0 0 0.007 30.8 105 151 88 31.6 1.48 84
11 0 -1 0 0.004 15.8 105 1.38 102 27.4 1.27 102
12 0 1 0 0.004 45.8 105 181 82 33.7 1.70 77
13 0 0 -1 0.004 30.8 30 171 122 53.8 1.52 108
14 0 0 1 0.004 30.8 180 143 64 19.7 1.49 73
15 0 0 O 0.004 30.8 105 1.19 68 22.0 1.36 70
16 0 0 O 0.004 30.8 105 1.22 62 21.1 1.36 70
17 0 0 O 0.004 30.8 105 1.33 70 24.4 1.36 70
18 0 0 O 0.004 30.8 105 1.42 71 31.7 1.36 70

& Los experimentos fueron llevados a cabo de manera aleatoria.
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El Andlisis de Varianza para el modelo de superficie de respuesta de la masa de
AMXEO obtenido por masa de materia prima seca indica que, de los tres factores
lineales evaluados, tanto la concentracién de Tween 20 (P<0.05) como la relacion
solido-liquido (P<0.05) tuvieron efectos significativos en el rendimiento de extraccion.
Sin embargo, el factor de tiempo de extraccion no mostré un efecto significativo en el
rendimiento. Estos hallazgos son consistentes con estudios previos realizados por Cui
et al. (2018), quienes también encontraron que la relacion sélido-liquido era un factor
relevante en el rendimiento de extraccién, mientras que el tiempo de extraccion no lo
era. En cuanto a los factores cuadraticos, solo la concentracion de Tween (A2) mostrd
un efecto significativo (P <0.05). Ademas, aunque el tiempo de extraccion (C) no tuvo
un efecto lineal o cuadratico significativo, se observo una interaccion significativa

entre la relacion solido-liquido y el tiempo de extraccion (BC) (P = 0.005).

El valor R? (0.9459) indica una buena concordancia entre los valores experimentales y
predichos, y esta razonablemente de acuerdo con el R? ajustado, lo que demuestra que
el modelo predicho representa de manera adecuada los valores observados. La falta de
ajuste, resulto insignificante en comparacién con el error puro, lo que confirma que el
modelo fue lo suficientemente preciso para predecir la respuesta relevante. Es
importante tener en cuenta que, segin Montgomery (2006), el modelo estadistico
empirico y la regién dptima recomendada solo son validos dentro de los rangos de la
variable independiente estudiada. Por lo tanto, no es posible extrapolar mas alla de
estos rangos y se deben tener precauciones al interpretar los resultados fuera de dichos

limites.

Se realiz6 un analisis de regresion sobre los datos experimentales para la masa de
AMXEO obtenido por masa de materia prima seca presentados en la Tabla 7.6. Las
respuestas se ajustaron a la siguiente ecuacion polinomial de segundo orden de acuerdo

con los valores codificados:

Y = 1.3569-0.1730A + 0.2600B — 0.0150C + 0.2962A42 + 0.1712B% + 0.1462C% — 0.1262AB —
0.1113 AC — 0.1862 BC (7.5)
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donde Y representa la masa de AMXEO obtenido por masa de materia prima seca (%),

A: concentracion de Tween 20, B: relacion solido — liquido y C: tiempo de extraccion.

El modelo cuadrético revel6 que las variables A? (cuadratica) y B (lineal) tuvieron un
efecto positivo en la masa de aceite esencial (EO) obtenido por masa de materia prima
seca mientras que la variable A (lineal) y las interacciones AB y BC mostraron efectos
negativos. Estos resultados indican que reducir la concentracion de Tween 20 y

aumentar la relacion sélido-liquido conducirian a un mayor rendimiento de extraccion.

En relacion con la concentracion de Tween 20, estos hallazgos parecen contradecir
investigaciones previas (Charchari & Abdelli, 2014; Solanki et al., 2020), donde se ha
reportado que agregar este surfactante al agua de destilacion mejora el rendimiento de
extraccion, lo que podriamos atribuir a las diferencias en las glandulas de las plantas

entre una especie y otra.

En cuanto a la influencia de la relacion sélido-liquido, se explica que, al tener un
volumen de agua mas reducido en el matraz, se crea un mayor espacio para el
movimiento del vapor de agua y el aceite esencial durante la destilacion, lo que facilita
la condensacidn del aceite esencial. No obstante, es crucial tener en cuenta que un
aumento excesivo en la relacion solido-liquido puede provocar un sobrecalentamiento
de los materiales vegetales, lo que se traduciria en un rendimiento mas bajo en la

extraccion del aceite esencial (Cui et al., 2018; Nizio et al., 2018).

Las gréaficas de contorno de la masa de AMXEO obtenido por masa de materia prima
seca, en funcion de las variables independientes (dentro del rango experimental), se
presentan en la Figura 7.4. Estas graficas se generaron usando el modelo empirico
descrito en la ecuacion 7.5. Los graficos de contorno muestran el efecto de la
concentracion de Tween 20 (A), la relacién sélido — liquido (B) y el tiempo de
extraccion (C) en la respuesta (masa de AMXEO obtenido por masa de materia prima

seca).
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La Figura 7.4a muestra la interaccion de la concentracion de Tween 20 y la relacion
solido — liquido en la masa de AMXEQ obtenido por masa de materia prima seca,
manteniendo un tiempo de extraccion constante (1.75 h). En la Figura 7.4b se ilustra la
interaccion de la concentracion de Tween 20 y el tiempo de extraccién en la masa de
AMXEO obtenido por masa de materia prima seca, con una relacion sélido —liquido
fija de 32.5 mL/g. Por altimo, la Figura 7.4c presenta la interaccion entre la relacion
solido — liquido y el tiempo de extraccion en la masa de AMXEO obtenido por masa
de materia prima seca, con una concentracion fija de Tween 20 de 0.004 g/mL. Estas
interacciones entre variables resultaron significativas, como evidencia en los contornos

elipticos de las Figuras 7.4ay 7.4c de acuerdo con Belhachat et al. (2018).

En términos de resultados, se observé que la masa de AMXEO obtenido por masa de
materia prima seca aumento conforme a medida que se incremento la relacion solido —
liquido. Esto implica que, al utilizar una menor cantidad de liquido en la extraccion, se
obtendra una mayor cantidad de aceite esencial con relacion a la masa de materia prima
seca. Este fendmeno podria explicarse por el exceso de agua, segun Nizio et al. (2018).
Ademas, al reducir el volumen de agua en el matraz, se brinda mas espacio para el
movimiento del vapor de agua y el aceite esencial durante la destilacion, lo que
favorece una mayor condensacion del aceite esencial. Sin embargo, es relevante
destacar que un aumento excesivo en la relacion sélido — liquido puede provocar un
sobrecalentamiento de los materiales vegetales, lo cual resulta en un rendimiento mas
bajo de aceite esencial como sefialan Cui et al. (2018). Por otro lado, la interaccion
entre la concentracion de Tween 20 y el tiempo de extraccién no mostré significativa
segun el ANOVA.

Con base en los resultados de la metodologia de superficie de respuesta, utilizando el
modelo presentado en la ecuacion 7.5, la cantidad méaxima de masa de AMXEO
obtenido por masa de materia prima seca se logré a una concentraciéon de 0.001 g/mL
de Tween 20, una relacion sélido — liquido de 21.8 g/L y un tiempo de extraccion de
30 min. En estas condiciones Optimas de extraccion, el valor del rendimiento de

extraccion fue del 2.63%.
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Figura 7.4. Graficas de contorno para el efecto de (a) concentracion de Tween 20 y
relacion sélido — liquido, (b) concentracion de Tween 20 y tiempo de extraccion, y (c)
relacion solido — liquido y tiempo de extraccion en la masa de AXMEO obtenido por
masa de materia prima seca.

7.3.2 Actividad antioxidante del AMXEO

En la Tabla 7.6 se observa que el 1Cso DPPH vari6 en un rango de 61.6 y 167 mg/mL.
Investigaciones previas sobre plantas del mismo género, como Agastache foeniculum
(ICso DPPH de 1.61+0.011 mg/mL) (Duda et al., 2015) o Agastache rugosa Kuntze
(ICso DPPH de 0.00879 mg/mL) (Sun et al., 2022), han informado valores diferentes.
Segun Najar et al. (2019), estas discrepancias podrian atribuirse a la época de
recoleccion, las condiciones ambientales o los métodos de cultivo empleados en las

diferentes especies de Agastache.

Los resultados del ANOVA para el ICso DPPH indican que el modelo polinomial fue
estadisticamente significativo. Ademas, se obtuvieron valores favorables para el
coeficiente de determinacion (R?= 0.9496) y el coeficiente de determinacion ajustado
(adj. R?= 0.8929), lo cual indica un buen grado de correlacion entre las variables.
Asimismo, se encontré que la falta de ajuste del modelo no fue estadisticamente
significativa, lo que respalda la validez del modelo. Es importante destacar que el error
puro obtenido fue bajo, lo que sugiere una buena reproducibilidad de los datos. Es
importante tener en cuenta que el modelo reducido final y la region Optima

recomendada solo son validos dentro de los rangos de variables independientes
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estudiados, por lo que no es posible extrapolarlos méas alld de estos rangos
(Montgomery, 2006).

Con la ayuda de un andlisis de regresion, utilizando los datos experimentales de la
actividad antioxidante, la variable de respuesta 1Cso DPPH fue ajustada a la siguiente
ecuacion polinomial de segundo grado de acuerdo con los valores codificados donde

los parametros que resultaron significativos se resaltan en negrita:

IC5,DPPH = 71.49 + 18.38A — 12.56 B— 17.14 C + 0.15 A% + 16.75B% + 17.25C* — 11.84AB —
7.36AC — 7.36 BC (7.6)

Donde I1Cso DPPH se refiere a la actividad antioxidante del AMXEO representada por
el 1Cso (expresado en mg/mL) y determinada por el método DPPH, A es la
concentracion de Tween 20, B la relacion solido — liquido y C el tiempo de extraccion.

La ecuacion 7.6 revela que el valor 1Cso DPPH esté positivamente relacionado con el
efecto lineal de la concentracion de Tween 20 (A) y los efectos cuadraticos de las
variables (A2, B y C?). En cambio, es afectado negativamente por los efectos lineales
de larelacion liquido —solido (B) y el tiempo de extraccion (C), asi como la interaccion
entre la concentracion de Tween 20 y la relacién sélido — liquido (AB). Es sabido que
un menor valor de ICsg indica una mejor actividad antioxidante del aceite esencial. Por
lo tanto, una mayor relacion sélido — liquido o un tiempo de extraccion mas prolongado
(dentro de los rangos estudiados) contribuirian a una mejor actividad antioxidante del
aceite esencial, a diferencia de la concentracion de Tween 20. En relacion al tiempo de
extraccion, prolongarlo parece favorecer una mejor actividad antioxidante debido a que
los compuestos antioxidantes podrian encontrarse en el centro de las células vegetales,
lo que retrasaria la llegada del agua a través de la matriz de la planta para disolverlos.
También podria suceder que estos compuestos podrian no ser facilmente solubles en el
agua de destilacion, lo que requeriria mas tiempo para su extraccién. Sin embargo,
prolongar demasiado el tiempo de extraccion podria favorecer la descomposicién de
compuestos volatiles, especialmente los insaturados, esterificados y fenélicos (Heydari
et al., 2021).
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La Figura 7.5 muestra los graficos de contorno para los tres parametros independientes.
En la figura 7.5a, se observa la interaccion entre la concentracion de Tween 20 y la
relacion sélido — liquido en el ICso DPPH, con un tiempo de extraccion fijo de 105 min.
En la Figura 7.5b se muestra la interaccion entre la concentracion de Tween 20 y el
tiempo de extraccion en el ICso DPPH, con una relacion sélido — liquido fija de 30.8
g/L. Finalmente la Figura 7.5c presenta la interaccion entre la relacion sélido — liquido
y el tiempo de extraccion en ICsp DPPH con una concentracion fija de Tween 20 de
0.004 g/mL.

En la Figura 7.5a se puede apreciar que una disminucion en la concentracion de Tween
20 se correlaciona con una disminucion en el valor de 1Cso DPPH de AMXEO, lo que
sugiere un posible cambio en la composicion quimica del aceite esencial debido al uso
de este aditivo. Segun lo indicado por el Analisis de Varianza, las interacciones AB y
BC no resultaron significativas (P > 0.05). Ademas, se observa que el valor minimo de
ICso se obtiene en los puntos centrales de los pardmetros la relacion solido — liquido y
el tiempo de extraccion. Esto podria atribuirse al hecho de que un mayor tiempo de
extraccion facilita la extraccion de compuestos antioxidantes que son mas dificiles de
extraer del material vegetal, como sugieren Nabet et al. (2019) y Heydari et al. (2021).
Sin embargo, prolongar demasiado el tiempo de extraccion podria alterar notablemente
los compuestos obtenidos debido a la exposicion prolongada a altas temperaturas
(Bagheri et al., 2014; Zekovi¢ et al., 2014; Ferrentino et al., 2020), lo que podria
explicar por qué las condiciones Gptimas para obtener un valor minimo de 1Cso DPPH

se encuentran en los puntos centrales.

Los resultados de la optimizacion indicaron que, en los rangos probados de las variables
independientes, el ICso DPPH minimo predicho utilizando el modelo presentado en la
ecuacién 7.6 fue de 51.87 mg/mL a una concentracién de Tween 20 de 0.001 g/mL,

una relacion sélido — liquido de 32.16 g/L, y un tiempo de extraccién de 127 min.
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Figura 7.5. Graficas de contorno para el efecto de (a) concentracion de Tween 20 y
relacion solido — liquido (b) concentracion de Tween 20 y tiempo de extraccion (c)
relacion solido — liquido y tiempo de extraccion sobre la actividad antioxidante (ICso
DPPH) de AMXEO.

También se llevo a cabo un anélisis de regresion multiple para investigar la relacion
entre las variables de extraccion y el 1Cso determinado mediante el método ABTS. Sin
embargo, el ANOVA revel6 que ninguna de las tres variables independientes lineales
probadas, ni sus interacciones ni efectos cuadraticos, tuvieron un efecto significativo
en la capacidad de eliminacion del radical ABTSe. Se evalud la adecuacion del modelo
mediante estadisticas descriptivas y la prueba de Fisher. Sin embargo, se observo que
el valor de R? (0.5396) era bajo y discordante con el valor ajustado de R? (0.217), lo
que indica que no es posible representar de manera precisa los resultados

experimentales del ICso ABTS mediante un modelo polinomial de segundo orden.

Como puede observarse, los resultados experimentales no se correlacionan con el
modelo polinomial de segundo orden obtenido para el ICso ABTS. Sin embargo, si se
encuentran correlacionados con el método ICso DPPH. Como se mencion0
previamente, la diferencia en los resultados de eliminacién de radicales libres entre los
métodos ABTS y DPPH se debe a que el método ABTS evalua la actividad antioxidante
de compuestos hidrofilicos y lipofilicos, mientras que el método DPPH podria estar
enfocandose Unicamente en los compuestos lipofilicos. Esto significa que algunos

compuestos antioxidantes que muestran capacidad para eliminar radicales ABTS
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podrian no demostrar la misma capacidad para eliminar radicales DPPH (Martinez-
Ramos et al., 2020).

7.3.3 Optimizacién global de la extraccion de AMXEO

La optimizacion global de la extraccion del AMXEO plantea un problema
multiobjetivo discreto. A diferencia de los problemas continuos, en este tipo de
problemas no es posible utilizar un gradiente para determinar la direccién de las
soluciones finales. En lugar de ello, en los problemas discretos, se requiere emplear
métodos de busqueda aleatorios para explorar el espacio de soluciones, mientras que
los objetivos pueden ser identificados mediante estrategias para construir el frente de
Pareto. Estos problemas son particularmente dificiles debido a las caracteristicas del
espacio de soluciones discreto, lo que los convierte en problemas NP-hard, es decir,
con un costo computacional no polinomial. Aunque en este trabajo no se ha utilizado
una metaheuristica para encontrar las mejores soluciones y el espacio de busqueda no
es muy amplio, resulta necesario explorar de manera estratégica dicho espacio
considerando la necesidad de alcanzar ambos objetivos de forma simultanea (Bernabé-
Loranca et al., 2012). Para identificar los objetivos en estos problemas, se emplean

estrategias para construir el frente de Pareto.

Un frente de Pareto representa el conjunto de todas las soluciones tales que ninguna
solucion puede mejorarse en un objetivo sin empeorar otro objetivo, es decir el
conjunto de pares de soluciones no dominadas y no comparables en un problema de
optimizacion multiobjetivo, llamado también conjunto eficiente. Cada solucién en el
frente de Pareto se considera no dominada, lo que significa que no puede ser mejorada
en un objetivo sin empeorar otro, lo que las hace dptimas en términos de equilibrio
entre los objetivos. Ademas, las soluciones en el frente de Pareto son no comparables
entre si. Estas soluciones no comparables representan diferentes compromisos entre los
objetivos y muestran las diversas posibilidades éptimas que existen. El frente de Pareto
proporciona una vision completa de las soluciones Optimas disponibles, permitiendo a
los decisores evaluar y seleccionar la solucién que mejor se ajuste a sus preferencias y

restricciones.
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En el caso de la presente investigacion, el objetivo consistio en determinar las
condiciones de extraccion que permitieran obtener la méxima cantidad de masa de
AMXEO por masa de materia prima fresca y el minimo valor de ICso DPPH (la mejor
actividad antioxidante). Esto implicé buscar una solucion 6ptima global compuesta por
los objetivos de maximizar la masa de AMXEO por masa de materia prima fresca y

minimizar el 1ICso DPPH.

Realizar este tipo de optimizacion no es una tarea sencilla, por lo que se utilizé un
método apoyado en la teoria del orden para identificar las soluciones no dominadas.
Esto permitid encontrar un conjunto de pares de soluciones no dominadas y no
comparables, que conformaron el conjunto no dominado utilizado para construir el

frente de Pareto (Figura 7.6) (Bernabé-Loranca et al., 2012).

La eficiencia (optimalidad de Pareto) resulta fundamental, ya que cualquier solucion
ineficiente no representa una alternativa preferida para la toma de decisiones. Los datos
utilizados para construir el frente de Pareto se obtuvieron mediante analisis de regresion
realizados con el software Minitab Version 21.3, tal como se presento anteriormente
(ecuaciones 7.5y 7.6) y se utilizé la aplicacion llamada NODOM para encontrar el
conjunto de pares de soluciones no dominadas y no comparables, que conforman el
conjunto no dominado utilizado para construir el frente de Pareto (Figura 7.6).
NODOM funciona de la siguiente manera: acepta como archivo de entrada un conjunto
de vectores (documento en formato txt). NODOM también necesita como entrada el
numero de objetivos. La salida es un archivo que contiene el conjunto de soluciones no

dominadas y no comparables (Bernabé-Loranca et al., 2012).

En la figura 7.6 se representa el conjunto de soluciones del problema y los valores de
las funciones objetivo, restringidos a los vectores no dominados, es decir, la frontera
de Pareto. Las funciones objetivo corresponden a la maximizacion de la masa de
AMXEOQO por masa de materia prima seca (objetivo 1) y la minimizacion del 1Cso DPPH
(objetivo 2). Los niveles éptimos de los pardmetros operativos se observan como 1.83%
de masa de AMXEO por masa de materia prima seca y un ICso DPPH de 52.9 mg/mL,

correspondientes a las siguientes condiciones de proceso: 0.001 g/mL de concentracién
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de Tween 20, 30.8 g/L de relacién sélido-liquido y 105 min de tiempo de extraccion.

La optimizacion se realiz6 asignando pesos iguales a cada funcién.

Una vez que fueron determinadas las condiciones Optimas de extraccion, se llevaron a
cabo experimentos en dichas condiciones (por triplicado) para comprobar la veracidad
del modelo empirico desarrollado encontrandose un porcentaje de masa de AMXEO
por masa de materia prima seca de 1.97 + 0.39 % y un 1Cso DPPH de 51.3 + 6.6 mg/mL,
como puede observarse, ambos valores se encuentran bastante cercanos a los predichos
lo que confirma la buena compatibilidad con el modelo propuesto ademéas de mostrar

potencial en implicaciones préacticas.
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Figura 7.6 Frente de Pareto para minimizar el 1Cso DPPH y maximizar la masa de
AMXEO obtenido por masa de materia prima seca. En rojo, la mejor solucién
comprometida (1.83%, 52.9 mg/mL).

7.3.4 Composicion quimica del aceite esencial

La Tabla 7.7 muestra los principales compuestos identificados por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) del AMXEO, como puede

observarse, el componente principal es nerol. El nerol es un constituyente comudn en
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aceites esenciales como el de Citrus aurantium (De Cassia da Silveirae Sa et al., 2017),
Artemisia jacutica (Dylenova et al., 2021), Paeonia x suffruticosa Andr (Lei et al.,
2022) y Amomum tsaoko Crevost et Lemarie (Liao et al., 2022). Este componente
también fue identificado en el extracto de Agastache mexicana subsp. xolocotziana
(Palma-Tenango et al., 2021) y dicho componente se relacion6 con actividades
antinociceptivas y antiinflamatorias (De Céssia da Silveira e Sa et al., 2017) que se
atribuyen a la planta.

Gonzélez-Ramirez et al. (2021) han reportado también la presencia de isopulegona,
pulegona y limoneno en la composicion de aceite esencial de Agastache mexicana
subsp. mexicana. Se piensa que el nerol, el acetato de nerilo y la trans-isopulegona son
compuestos oxigenados que contribuyen a su fragancia. Liu et al. (2018) afirman que
un mayor porcentaje de compuestos oxigenados es mucho mas valioso en comparacion

con hidrocarburos monoterpénicos.

Tabla 7.7. Compuestos identificados en el AMXEO mediante GC-MS

No. Compuesto quimico ~ Areadepico® Formula | No. Compuesto quimico Areadepico® Férmula
molecular molecular

1 B-Pineno 0.62 CioHis 8 Acetato de geranilo 15.39 Ci1oH20;

2 D-Limoneno 4.67 CioHis 9 Cariofileno 4.96 CisHzs

3 Limoneno 5.77 CioHis 10 (2)- B -Farneseno 25 CisHa

4 Linalool 0.6 CioH150 11 a-Caryofileno 0.72 CisHa

5 Isopulegona 18.39 Ci1oH160 12 B-Cubebeno 3.68 CisHa

6 Pulegona 1.85 CioH160 13 Y-Elemeno 0.73 CisHaa

7 Nerol 36.83 C1oH1s0 14 Acido dodecanoico 0.56 C12H20,

a Area de pico: porcentaje de componentes. Son presentados los componentes con un porcentaje > 5%

Aunque tradicionalmente se ha atribuido la actividad antioxidante de los aceites
esenciales a los compuestos fendlicos, también se menciona que otro tipo de
compuestos como los terpenoides podrian tener ciertas caracteristicas antioxidantes.
En particular, la actividad antioxidante de AMXEO podria atribuirse al compuesto
mayoritario nerol, ya que, segun Baschieri et al. (2017) y Sanchez-Martinez et al.
(2021) este compuesto podria tener cierta capacidad para atrapar radicales libres de

manera similar al linalool. Asimismo, se sabe que el acetato de nerilo presenta cierta
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capacidad para atrapar radicales de la misma manera que lo hace el citral. También se

atribuye cierta actividad antioxidante al D-limoneno.

7.3.5 Comparacion de la hidrodestilacion asistida por surfactante con la
hidrodestilacion tradicional

Finalmente, se realizaron experimentos utilizando el método de hidrodestilacion
convencional, en los que se encontré que la masa de AMXEO obtenido por masa de
materia prima seca, el ICso DPPH y el ICso ABTS del aceite esencial fueron 1.82 + 0.14
(%w/w), 129 + 3 mg/mL y 568 + 1 mg/mL respectivamente. Como se puede observar,
la masa de AMXEOQO obtenido por masa de materia prima seca y la actividad
antioxidante fueron mejores en el aceite esencial obtenido mediante hidrodestilacion
asistida por surfactante en la condicion éptima (masa de AMXEO por masa de materia
prima seca de 1.97 £+ 0.39 %, ICso DPPH = 51.3 £ 6.6 mg/mL).

7. 4. Actividad antioxidante de antioxidantes sintéticos considerados como referencia
y comparacion con los aceites esenciales obtenidos

Se evalud la actividad antioxidante de antioxidantes sintéticos considerados como
referencia (BHT, Trolox y &cido ascorbico) y se determiné su ICso con el objetivo de

poder compararlos con la de los aceites esenciales estudiados en esta investigacion.

La ecuacion de regresion, asi como el valor del ICso de los antioxidantes sintéticos se
encuentran resumidos en la Tabla 7.8. Los valores aqui especificados son comparables
con los de otras publicaciones como el 1Cso DPPH del BHT reportado por Amina
(2016) (0.788 mg/mL) o el que reportan Memarzadeh et al. (2020) (0.91622 mg/mL).
De la misma forma que reportan ICso DPPH del &cido ascorbico Madhumita et al.
(2019) (0.085 mg/mL) y Memarzadeh et al. (2020) (0.07124 mg/mL) y el ICso ABTS
reportado por Ud-Daula et al. (2016) (0.14737 mg/mL). En esta investigacion, se
determinaron valores de I1Cso ABTS del acido ascorbico y BHT de 0.0983 y 0.216
(mg/mL), respectivamente. Para Trolox, los valores de 1Cso DPPH e 1Cso ABTS
determinados fueron analogos a los reportados por Ak et al. (2021) (0.06 mg/mL y 0.13

mg/mL, respectivamente).
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Tabla 7.8. Ecuaciones de regresion y valores de 1Cso determinados mediante los
ensayos DPPH y ABTS para antioxidantes sintéticos considerados como referencia.

DPPH ABTS
Antioxidante ICso Ecuacién de R? I1Cso Ecuacién de R?
sintético (mg/mL) regresion (mg/mL) regresion
Acido ascorbico 0.0920 y=541.77x + 0.1346  0.9956 | 0.0983 y =491.28x + 1.7287  0.9962
BHT 0.358 y =137.28x + 0.798 0.9301 | 0.261 y =158.85x + 8.5513  0.957
Trolox 0.225 y =218.38x +0.7975 0.9922 | 0.121 y =390.91x + 2.8197  0.9949

NOTA: Se usaron tres cifras significativas de acuerdo con los datos arrojados por el espectrofotometro utilizado (Genesys 10)

Como se puede observar en la Tabla 7.9, AMXEO, AMMEO y CMEO presentan un
ICso que corresponde a una actividad antioxidante moderada en comparacion con los
antioxidantes sintéticos. Los aceites esenciales son mezclas bastante complejas
compuestas por una gran variedad de compuestos, esta complejidad dificulta la
explicacion de sus actividades, es por esto por lo que en muchos informes sobre el
potencial antioxidante de los aceites esenciales a menudo se refieren a conceptos como
sinergismo, antagonismo Yy aditividad. Nuestros resultados son similares a los de EO
de partes aéreas de Clinopodium sericeum (473.030 mg/mL y 106.060 mg/mL para
DPPH y ABTS, respectivamente) informados por Benites et al. (2021). Tambiéen se
encontré actividad antioxidante moderada para EO de partes aéreas de Thymus
algeriensis Boiss (41.090 mg/mL y 10.840 mg/mL para DPPH y ABTS,
respectivamente), lo que podria atribuirse a un largo tiempo de extraccion (Ouakouak
et al.,, 2021) ya que segun Cui et al. (2018), los compuestos bioactivos y los
componentes termolabiles que confieren la caracteristica antioxidante a los aceites
esenciales pueden descomponerse, hidrolizarse y disolverse en agua durante un largo
periodo de extraccion y alta temperatura de ebullicion del agua en el proceso de

hidrodestilacion.

Tabla 7.9. Comparacion del ICso de antioxidantes sintéticos y aceites esenciales
obtenidos en esta investigacion.

ICs0 (mg/mL)

DPPH * ABTS*
Acido ascorbico 0.0914+0.00346 0.0978+0.0000140
BHT 0.346+0.0690 0.251+0.00180
Trolox 0.224+0.00698 0.121+0.00841
AMXEO 51.346.60 --
AMMEOQO 46.7+0.378 18.0+0.0955
CMEO 189+8.49 16.4+0.212

ICso = concentracion inhibitoria media * media + desviacion estandar
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Es de destacarse también que en esta investigacion se observaron diferencias entre los
resultados de los ensayos llevados a cabo por el método DPPH y ABTS, dichas
diferencias pueden explicarse por el mecanismo de la reaccion involucrada, esto es, la
reaccion de radicales ABTS implica la transferencia de electrones y tiene lugar a un
ritmo mucho mas rapido en comparacion con los radicales DPPH, cuyo grado de
decoloracion se atribuye a la capacidad de donacién de hidrogeno de los compuestos
probados (Barbieri et al., 2016).

Para concluir, en la Figura 7.7 se representa la reaccion posible entre el antioxidante y
el radical DPPH (a) y ABTS (b) asi como los compuestos quimicos que se conoce
tienen potencial antioxidante y que se encuentran presentes en los aceites esenciales
estudiados en esta investigacion. Segun Sanchez-Martinez et al. (2021) existe una clara
correlacion entre la accion protectora contra el dafio oxidativo (ABTS) y el contenido
de limoneno, nerol y citral del aceite esencial. Acerca del carvacrol, Yildiz et al. (2021)
encontraron que posee propiedades antioxidantes en ensayos DPPH y Farouk et al.
(2021) mencionan que el cariofileno en combinacién con el limoneno parecen mejorar

la actividad antioxidante del aceite esencial de Mentha spicata L.
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8. CONCLUSIONES

Después de estudiar la influencia de diferentes pardmetros en la extraccion de aceite
esencial de tres plantas endémicas mexicanas (Clinopodium mexicanum, Agastache
mexicana subsp. xolocotziana y Agastache mexicana subsp. mexicana), se han
obtenido varias conclusiones significativas. En primer lugar, este estudio demostro que
la hidrodestilacion salina permitié mejorar la actividad antioxidante y la masa del
AMMEOQO en comparacion con la hidrodestilacion tradicional. Ademas, las condiciones
de optimizacion reportadas en esta investigacion mejoraron tanto la masa de AMXEO
obtenido por masa de materia prima seca como la actividad antioxidante del aceite
esencial en comparacion con la hidrodestilacion tradicional. En cuanto a la
composicion quimica de los aceites esenciales obtenidos, se identificaron doce
compuestos principales en el aceite esencial de Clinopodium mexicanum, siendo la
pulegona y la mentona los componentes mas destacados. Por otro lado, en el aceite
esencial de Agastache mexicana subsp. mexicana se encontraron dieciocho compuestos
principales, destacando el nerol, la trans-isopulegonay el acetato de nerilo. Por altimo,
en el aceite esencial de Agastache mexicana subsp. xolocotziana se identificaron
catorce compuestos principales, siendo el nerol, la isopulegona y el acetato de geranilo
los més relevantes. Como puede observarse, los resultados de esta investigacion llenan
un vacio en el conocimiento cientifico existente sobre los aceites esenciales de estas
plantas mexicanas, y son de gran importancia para el desarrollo de tecnologias
apropiadas en este campo. Asimismo, estos hallazgos pueden ser relevantes para el

avance en la industria agroindustrial y la produccién de aceites esenciales.

Por ultimo, es importante destacar que parte de esta investigacion ha sido publicada en
el Journal of Essential Oil Bearing Plants bajo el titulo "Optimization of extraction of

essential oils using response surface methodology: a review".
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9. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un andlisis del impacto del proceso de extraccion en la
composicion quimica del aceite esencial obtenido. Ademas, es importante explorar el
potencial antimicrobiano, antifungico y repelente del CMEO, considerando los
compuestos quimicos presentes, como la pulegona y la mentona, que ya han sido
reportados con dicho potencial.

Asimismo, se sugiere investigar el potencial citotéxico de AMXEO y AMMEO
teniendo en cuenta su valor de LCso y la presencia de nerol, un compuesto quimico

reportado con cierta actividad citotoxica.

Para evaluar la estabilidad de los aceites esenciales obtenidos en diferentes
condiciones, se recomienda llevar a cabo pruebas de estabilidad a distintas

temperaturas y tiempos.

Es importante realizar estudios a largo plazo sobre la toxicidad del aceite esencial en
diversos sistemas biologicos con el objetivo de evaluar su seguridad para posibles usos

terapéuticos o0 cosméticos.

Por ultimo, se recomienda la implementacion de un disefio de experimentos
multiobjetivo que permita realizar un andlisis de Duncan-Tukey. Esto facilitara la
comparacion de medias multiples tanto en el disefio biobjetivo como en el disefio

multiobjetivo.
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ANEXO 1

Carta de identificacion de Agastache mexicana subsp. mexicana
Carta de identificacion de Agastache mexicana subsp. xolocotziana

‘ T B M T s e g B e SR T e e B R - SECRETARIA DE AGRICULTURA
@ Institucién de Ensefianza e Investigacién en Ciencias Agricolas U ARROLL S RIAL
0 Campeche-Cérdoba-Montecillo-Puebla-San Luis Potosi-Tabasco-Veracruz
BOTANICA “2022: Afio de Ricardo Flores Magén, Precursor de la Revolucién Mexicana” % |
HERBARIO-HORTORIO B
CHAPA
ASUNTO: CONSTANCIA
A QUIEN CORRESPONDA
PRESENTE

Los que suscriben, DRA. MIREYA BURGOS HERNANDEZ, Responsable, y el M.C. RICARDO
VEGA MUNOZ, Técnico, del Herbario-Hortorio CHAPA, Area de Taxonomia del Posgrado en
Boténica, del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

HACEMOS CONSTAR

Que el DR. CRISTOBAL D. SANCHEZ SANCHEZ, Coordinador del Area de Investigacion de Jardin
Etnobotédnico Francisco Peldez R., de San Andrés Cholula Puebla; doné 4 duplicados
correspondientes a dos recolectas botanicas las cuales fueron: Agastache mexicana Linton &
Epling subsp. mexicana (Lamiaceae) con niimero de accesion 155 906 y Agastache mexicana
subsp. xolocotziana Bye, E.L. Linares & Ramamoorthy (Lamiaceae) con nimero de accesién 155
907. Estas recolectas serdn parte de la coleccion general del herbario y estamos seguros que
incrementara el acervo cientifico de la coleccion y contribuira al conocimiento y divulgacién de
estas especies.

Se extiende la presente constancia a peticion de la parte interesada y para los usos y fines legales
que le convengan, a los once dias del mes de marzo del afio dos mil veintidds, en Montecillo,
Municipio de Texcoco, Estado de México.

ATENTAMENTE

HERBARIO-HORTORIO CHAPA
POSGRADO EN BOTANICA |

'?\fmr(}o f

M.C. RICARDO VEGA MUNOZ
RESPONSABLE TECMICO

Ccp.: Archivo.

Km. 36.5 Carretera Federal México-Texcoco, Montecillo, Texcoco, Estado de México C.P. 56230, Tel. Texcoco
(595) 852 0200, Tel. CDMX (55) 5804 5900, Ext: 1322 6 1300, Correo electrénico:

herbario.hortorio@gmail.com, rvega@colpos.mx
https://herbario-hortorio.wixsite.com/chapa
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ANEXO 2

Carta de identificacion de Clinopodium mexicanum

M.I.C. Ma. Gpe. Tita Vazquez Espinosa de los Monteros
Directora

Facultad de Ingenieria Quimica

Benemérita Universidad Auténoma de Puebla
PRESENTE

Por este medio reciba un cordial saludo y asi mismo aprovecho la presente para entregarle
la identificacion taxondmica del material herborizado recibido, cuya identificacién fue realizada
por el curador MPhil Allen J. Coombes, siendo la siguiente:

i - r .
Nombre Cientifico Familia Gelsclorn VN
Colecta.
Cli di i Benth. 1
inopodium mexicanum (Benth.) savtinalia (1)
Govaerts

Sin mas por el momento me despido de usted.

Atentamente
“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Puebla de Z., a 4 de marzo de 2022
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