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Abstract

Thermal regulation and ultrasound affect the physical, chemical, and antioxidant properties of essential oils and hydrosols extracted by
microwaves from the leaves of Tagetes elliptica S. (chincho). The leaves were conditioned by dehydration or freezing, then pre-treated with
ultrasound for 15 or 30 minutes at 40 Hz to finally obtain the essential oil (AECH) and hydrolat (HCH) through microwave extraction (500
W and 30 minutes). Yields, phenolic content, antioxidant capacity, leaf structure by optical microscopy, and chemical composition by gas
chromatography and mass spectrometry (GC-MS) were evaluated. The conditioning of the leaves by freezing and sonication for 30 minutes
obtained the best performance, 8.86+0.1% and 67.40 + 4.8%, phenolic content of 39.4+0.1 mg EAG/mL and 346.2 + 13.6 mg EAG/mL, and
antioxidant capacity of 35.7 umol EqT/mg and 0.25 umol EqT/mg equivalent, for AECH and HCH, respectively in every case. Structural
damage of the leaves was observed due to the effect of the conditioning-ultrasound-microwave treatments, achieving a more significant
release of bioactive compounds. The main compounds of the essential oil were tagetenones (49.2%), followed by cis-miroxide (14.5%),
dihydrotagetone (13.9%), tagetone (9.8%) and ocimene (2.4%); the main compounds in the hydrolate were cis-myroxide (44.66%), followed
by cis- tagetone (23.84%), trans-tagetone (12.24%), linalool oxide (5.48%) and dihydrotagetone (4.04%). The significant contribution of the
present study is the extraction techniques and chemical profile of tagetes elliptica extracts.

Keywords: chincho; hydrosols; antioxidants; polyphenols; phenolics.

Resumen

La regulacién térmica y el ultrasonido afectan las propiedades fisicas, quimicas y antioxidantes de los aceites esenciales e hidrosoles
obtenidos por extraccion con microondas de las hojas de Tagetes elliptica S. (chincho). Para ello, las hojas fueron acondicionadas por
deshidratacion o congelacion, luego pretratadas con ultrasonido por 15 o 30 minutos a 40Hz, para finalmente obtener el aceite esencial
(AECH) e hidrolato (HCH) mediante una extraccién por microondas (500W y 30 minutos). Se evalud los rendimientos, contenido fendlico,
capacidad antioxidante, estructura de las hojas mediante microscopia dptica y composicién quimica por cromatografia de gases y
espectrometria de masas (CG-MS). Un acondicionamiento de las hojas por congelacién y una sonicacién por 30 minutos, obtuvo el mejor
rendimiento, 8,86+0,1% y 67,40+4,8%, contenido fendlico de 39,4+0,1 mg EAG/mL y 346,2 + 13,6 mg EAG/mL, y capacidad antioxidante
de 35,7 umol EqT/mg y 0,25 umol EqT/mg equivalente, para AECH e HCH; respectivamente en cada caso. El dafio estructural de las hojas
fue observado por efecto de los tratamientos recibidos acondicionamiento-ultrasonido-microondas, logrando una mayor liberacién de
compuestos bioactivos. Los compuestos mayoritarios del aceite esencial fueron las tagetenonas (49,2%), sequido por cis-mirdxido (14,5%),
dihidrotagetona (13,9%), tagetona (9,8 %) y ocimeno (2,4%); los compuestos mayoritarios en el hidrolato fueron el cis-mirdxido (44,66%),
seguido por cis-tagetona (23,84%), trans-tagetona (12,24%), ¢xido de linanool (5,48%) y dihidrotagetona (4,04%). El aporte significativo
del presente estudio son las técnicas de extraccion y el perfil quimico de los extractos de Tagetes elliptica.
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1. Introduccion

Los antiguos pobladores descubrieron que las hierbas
aromaéticas tenian efectos en la conservacion natural de
sus alimentos y sobre la salud, ademés, conforme se fue
desarrollando la civilizacion estas plantas  siguieron
ganando valor a tal punto de significar fuente de
desarrollo econdmico para imperios como el egipcio,
chino, indio, griego, africa entre otros (Gowda et al., 2022;
lannicelli et al., 2018; Inoue et al., 2019; Labiad et al., 2020;
RK et al,, 2022). El Pert es un pais megadiverso, con una
costumbre ancestral en el uso de plantas medicinales, es
asi que las especies del género Tagetes no solo son
usadas en la gastronomia peruana, sino que ademas han
demostrado propiedades antioxidantes y antimicrobianas
(Alva et al., 2018; Aparco et al., 2022; Castro-Alayo et al.,
2019; Taype-Landeo & Ruiz-Rodriguez, 2021). Una de las
especies de Tagetes, es el “chincho” (Tagetes elliptica
Smith) que se cultiva principalmente en la region central
de la sierra peruana, y es usada en la elaboracién de la
“pachamanca’, uno de sus platillos tradicionales mas
importantes, y que representa una costumbre que data
desde tiempos incaicos y preincaicos (Natividad et al.,
2009), estudios  previos  reportaron  actividad
antibactericida, antifingica, antioxidante y un gran aporte
de sabor y aroma a las comidas en la gastronomia
peruana (Alva et al., 2018; Segovia et al., 2010).

Hoy en dia, la industria alimentaria esta explorando
fuentes naturales para ayudar a conservar los alimentos,
significando con ello un reemplazo parcial o total de los
aditivos sintéticos. Algunas fuentes son las hojas de
plantas, de las cuales se pueden obtener extractos de
diversas maneras (Abd Aziz et al., 2027; Fotsing et al.,
2021), y la extraccién por microondas es una tecnologfa
emergente en comparacion a la tradicional
hidrodestilacién; el uso de microondas como tecnologia
verde ha sido investigada ampliamente, incluso cuando se
usan diferentes solventes o no se usan en absoluto (Wang
et al, 2017; Guerfi et al,, 2020; Ismail et al., 2021), dos
extractos pueden ser recuperados del proceso, uno es el
aceite esencial y otro es el hidrolato. Existen estudios
previos del uso secuencial de ultrasonido y microondas
con el fin de disminuir los tiempos del proceso; a pesar de
ello, pocas son las investigaciones respecto al uso de estas
tecnologias sobre plantas como Tagetes (Tomas et al.,
20710; Moghaddam et al., 2011; Senatore et al., 2004).

Las caracteristicas quimicas de un hidrolato y un aceite
esencial dependen de sus componentes, el primero es
hidrofébico y el segundo hidrofilico; sin embargo, trazas
de aceite esencial pueden estar presentes también en los
hidrolatos. El aceite esencial es el responsable del aroma
caracteristico de una planta, en tanto también facilmente
oxidable; mientras que el hidrolato es menos aromatico y
este extracto ha sido mas usado en aromaterapia (Fotsing
et al, 2027; Lei et al, 2018; Lima et al., 2009; Smigielski et
al, 2013). La composicion de los extractos otorga
informacion para poder potenciar el uso y actividad
bioldgica que aportarfa en el cuerpo humano o sobre el
producto donde se afiada.

Adicional a los métodos de extraccion, cominmente se
trabaja con materias primas frescas para obtener extrac-
tos, pero mantenerlas en ese estado durante un estudio
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de investigacién es complicado, por lo que algunas
alternativas son deshidratar las muestras a ser estudiadas;
o poder congelar las mismas para evitar cambios en su
composicion. Plantas frescas, deshidratadas y congeladas
por diversos métodos han sido usadas para obtener de
ellas, extractos diferentes (Li et al., 2018; Saini et al., 2014;
Lemus-Mondaca et al., 2018; Saifullah et al., 2019) y se ha
observado el efecto sobre los rendimientos y componen-
tes quimicos; en la mayoria de los casos se ha discutido
que el acondicionamiento podria influenciar grande-
mente en estas caracteristicas. Debido al potencial uso de
los aceites esenciales de Tagetes elliptica Smith “chincho”,
ameritarfa un mayor estudio sobre tratamientos previos a
las hojas para su eficiente extraccion.

En este contexto, la presente investigacion tuvo como ob-
Jjetivo principal, la obtencién del aceite esencial (AECH) e
hidrolato (HCH) de hojas de chincho acondicionadas por
deshidratacion y congelacion, sonicadas a 15 y 30 minutos
y ser sometidas a una extraccion por microondas; deter-
minando el efecto sobre el rendimiento, contenido fend-
lico, capacidad antioxidante y caracterizar quimicamente
ambos extractos obtenidos a las mejores condiciones.

2. Materiales y métodos

2.1 Materia prima. Se recolectd Tagetes elliptica Smith,
chincho, de la provincia de Chupaca (Junin, Pert) a 3360
m.s.n.m. Las hojas frescas se separaron de los tallos y se
pesaron (Ohaus MB45-350, México) para su posterior
acondicionamiento (Figura 1).

2.2 Acondicionamiento de las hojas. Se evaluaron dos
acondicionamientos: a) deshidratacion por aire caliente,
extendiendo las hojas sobre mallas de acero inoxidable
expuestas a 45 °C durante 3 horas (Reter DRR200, Pert) y
b) congelacion de las hojas en una congeladora vertical a
-20 °C (Electrolux H320, Suecia).

2.3 Técnica secuencial ultrasonido-microondas. Las hojas
deshidratadas y congeladas previamente recibieron un
tratamiento ultrasénico a una frecuencia de 40 KHz
(Branson Ultrasonics CPX3800H-E, Estados Unidos) du-
rante 15 y 30 minutos. En el caso de las hojas deshidrata-
das se sumergieron en agua en una relacion 1:10 (agua:
hojas) previo al tratamiento ultrasonico. Un disefio facto-
rial de 22 acondicionamientos y 2 tiempos de ultrasonido
dieron como resultado un total de 4 tratamientos, que se
sometieron a una extraccién por microondas (Milestone,
ltalia) a una potencia de 500 watts durante 30 minutos.
Los extractos condensados de aceite esencial e hidrolato
para cada tratamiento, fueron separados y almacenados
a -20 °C en frascos ambar hasta su analisis.

2.4 Métodos de Anélisis

2.4.1 Rendimiento. Se registrd los pesos iniciales de hojas
y los volumenes de aceite esencial e hidrolato obtenidos
luego de la extraccion. Los rendimientos se expresaron en
porcentaje.

2.4.2 Microscopia éptica. Las hojas frescas, deshidratadas,
congeladas, sonicadas y con tratamiento con microondas
fueron observadas a través de un microscopio optico
(BM800 BOECO, Alemania), considerando el método
Peeling (Hernandez et al., 2015).
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Figura 1. Procesamiento de la extraccién del aceite esencial de chincho e hidrolatos.

Se realizé el preparado histoldgico con la ayuda de pinzas
y una hoja de bisturf extrayendo pequefias porciones de
epidermis, se cortd superficialmente en forma de V, se
coloco en el portaobjetos, y se afiadid gotas de aceite de
inmersion evitando la formacion de burbujas de aire. Se
enfocd desde aumentos de 10X hasta 100X, a fin de
obtener la mejor visualizacion.

2.4.3 Determinacion de compuestos fendlicos totales. La
cuantificacion se realizo por el método de Folin Ciocalteu
Nayak et al. (2015) con algunas modificaciones. Se inicid
realizando diluciones 1:5 (aceite esencial: metanol o hidro-
lato: metanol), se tomaron alicuotas de 20 plL de las mues-
tras mediante el uso de una micropipeta, a continuacion,
se agregd 250 pl del reactivo Folin Ciocalteu, 1250 uL de
NazCOs al 2% y 480 uL de agua destilada. Se agitd du-
rante 15 segundos y luego se reposéd en oscuridad durante
45 minutos. Seguidamente se realizaron lecturas a una A
= 760 nm. Para la cuantificacion se requirié de una curva
de calibracion con acido galico entre 0,005-0,180
mgAG/ml. Los resultados fueron expresados como mili-
gramos equivalentes de acido galico (EAG)/ 100 gramos
de muestra (hojas de chincho) en base seca.

244 Determinacién de la capacidad antioxidante. La
cuantificacion de la capacidad antioxidante se realizd
mediante el método DPPH con algunas modificaciones
reportado por Mercado-Mercado et al. (2013). Las
muestras fueron diluidas en metanol en una relacion 1:2
(aceite esencial/hidrolato: metanol), se tomaron alicuotas
de 50 uL, a continuacion, se afiadié 1950 ulL de la solucion
de DPPH diluida y agitd durante 15 segundos en un
agitador vortex, luego, reposo en oscuridad durante 45
minutos, posteriormente se realizo las lecturas a A = 517
nm. Para la cuantificacion se requiri6 de una curva de
calibracion con Trolox entre 40 a 600 pMol Trolox. Los
resultados fueron expresados como meg-g de trolox
(EAG)/ g de muestra (hojas de chincho) en base seca.

2.4.5 Composicién del aceite esencial e hidrolato. El
tratamiento que presentd mayor rendimiento, contenido

fendlico y capacidad antioxidante se caracterizd en su
composicion mediante un cromatdgrafo de gases (Agilent
Technologies 7890, Estados Unidos) con detector
espectrometro de masas (Agilent Technologies 5975C,
Estados Unidos), columna DB-5ms (J&W 122-1545.67659)
de 60 m x 250 pm x 0,25 um a 325 °C con rampas de
temperatura iniciando en 40 °C con incrementos de 5
°C/min hasta 180 °C, 2,5 °C/min hasta 200 °C por 2
minutos y finalmente 25 °C/min hasta 300 °C hasta 5
minutos, tiempo de corrida: 47 min, 1ul de inyeccion, split
20:1y gas helio (Iml/min) como portador. En el caso de
aceite esencial se considerd 20 pL de muestray 1 mL de
diclorometano como disolvente. En el caso de hidrolato,
se toma 30 mL de la muestra disuelto en 10 mL de
diclorometano, se agrega sulfato de sodio como
desecante a la fase orgénica. En ambos productos se
inyectd 1 uL de muestra al cromatédgrafo de gases.

2.5 Andlisis estadistico. El disefio experimental para los
tratamientos evaluados fue utilizando un Disefio factorial
de 22, con un total de 4 tratamientos. Para encontrar las
diferencias significativas entre los tratamientos, se realizd
la prueba de comparacién LSD de Fisher. La evaluacion
estadistica se llevd a cabo usando el paquete estadistico
Statgraphics  Centurion XVl para  Windows 2017
considerando un nivel de significancia de p < 0,05.

3. Resultados y discusion

3.1 Rendimiento

En la Tabla 1 se observa el rendimiento de AECH y HCH
obtenido por cada tratamiento. Se encontraron diferen-
cias significativas entre los mismos, las mejores
condiciones fueron acondicionamiento con congelacion y
pretratamiento ultrasonico de 30 minutos, para obtener
0,86 £ 0,10% de AECH, y 64,40 + 4,80% de HCH. Cuando
la temperatura es lo suficientemente baja, el liquido intra-
celular metaestable superenfriado puede congelarse, for-
mando cristales de hielo grandes cuando la congelacion
es lenta, lo que resulta en una congelacion intracelular
que destruye los sistemas de membrana (Arora, 2018;
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Chang & Zhao, 2021; Gowda, 2022). Adicionalmente, la
sonicacion produce microburbujas en un tiempo corto,
que al colapsar liberan energia elevando la presion y tem-
peratura, generando grietas superficiales y rompimiento
del tejido celular, este mecanismo se conoce como
cavitacion (Qun et al,, 2017; Jadhav et al., 2022).

La congelacion y descongelacion funcionan como un
mecanismo potencial para incrementar los rendimientos
de extractos naturales como luteina y zeaxantina (Jiao et
al., 2018); la sonicacion, como una tecnologfa verde, ha
conseguido mejorar la extraccion de fitoquimicos,
aumentando la transferencia de masa desde el interior de
las células hacia el medio externo en un corto tiempo y
con menos solvente (Panja, 2018).

Tabla 1
Rendimiento del aceite esencial e hidrolato de Tagetes elliptica
Smith

Tratamiento AECH (%Dbs) HCH (%bh)

T1: Deshidratado, sonicado 15 min 0,17 + 0,002 62,00 + 1,70°
T2: Deshidratado, sonicado 30 min 0,17 + 0,002 60,80 + 1,30°
T3: Congelado, sonicado 15 min 0,49 + 0,010 58,90 + 1,202
T4: Congelado, sonicado 30 min 0,86 + 0,10¢ 67,40 + 4,800

2b.¢indican la existencia de diferencia significativa en cada tratamiento segun
la prueba LSD de Fisher a un nivel de significancia del 95%.

Por otro lado, la extraccién mediante microondas posible-
mente también influencié en el rendimiento. Abbasi et al.
(2022) encontraron un efecto secuencial del ultrasonido y
microondas en comparacion a solo la extraccion por mi-
croondas; segun Panja (2018), en este Ultimo ocurren dos
mecanismos, el primero es un calentamiento dieléctrico y
el segundo es la conduccién iénica. Como consecuencia
de la potencia (500 W) utilizada se afecté el rendimiento
del aceite esencial e hidrolato obtenido, lo que concuerda
con Megawati et al. (2019).

Tabla 2
Rendimiento del aceite esencial de otras especies de Tagetes con
hidrodestilacion

Especie Rendimiento  Procedencia Referencia

Tagetes minuta 1% —1,55% Iran Moghaddam et al. (2011)
Tagetes minuta  0,25% — 0,70% India Senatore et al. (2004)
Tagetes elliptica 0,05% Perti Tomés et al. (2010)
Tagetes elliptical 0,04% Peru Ruiz & Salazar (2021)
Tagetes elliptica 0,05 — 0,048 Perl Aparco et al. (2022)
Tagetes minuta 0,25% Africa Abdoul-Latif et al. (2022)

En cuanto al rendimiento del aceite esencial, los valores
obtenidos son superiores a resultados con especies simi-
lares procedentes de Iran e India, obtenidos por hidrodes-
tilacion (Tabla 2). Otras comparaciones con técnicas de
ultrasonido-microondas no se han investigado anterior-
mente con la especie en estudio. Las diferencias pueden
deberse a las condiciones edafolégicas de las plantas
(Mohammadhosseini et al., 2017, Senatore et al., 2004;
Tomés et al., 2010; Ruiz & Salazar et al. 2021; Aparco et al.,
2022), pero también a las condiciones del proceso de
extraccion; Benmoussa et al. (2018), Kusuma et al. (2018) y
Nurhaslina et al. (2022) citaron que la potencia de
microondas, asi como el tiempo de radiacion tienen una
influencia lineal en el rendimiento del aceite esencial.

Torres Alvarez et al.

3.2 Microscopfa dptica

Se aprecia en la Figura 2 las vistas microscopicas (100X) de
epitelio de hojas de chincho fresco, deshidratadas,
congeladas, sonicadas a los 15 y 30 minutos en cada caso.
En las hojas frescas, se pueden visualizar la presencia de
tricomas, ya que suelen verse como puntos translicidos
sobre la superficie con coloracién amarillenta verdosa. En
Tagetes minuta se determinaron los tricomas con las
mismas coloraciones, pero cambiantes de forma segun la
madurez de la hoja (redondeada: hoja joven, alargada:
hoja madura) y ubicdndose en las nervaduras (Naidoo et
al,, 2021).

Luego del acondicionamiento, en las hojas deshidratadas,
se visualiza un oscurecimiento del liquido intracelular, este
cambio es posible como producto del calentamiento de
las hojas, considerando que los tricomas responsables de
almacenar los compuestos activos de la planta se
encuentran ubicadas comiUnmente en la parte superficial
de las hojas siendo mas susceptible a un dafio (Santos et
al,, 2016), éste calentamiento podria producir reacciones
oxidativas enzimaticas y no enzimaticas en el material
vegetal y con ello una pérdida de compuestos (Li et al.,
2018); sin embargo, la deshidratacion puede retener o no
los compuestos bioactivos dependiendo del compuesto
quimico, la técnica de deshidratacion y la planta especi-
fica, segun previos estudios (Saini et al., 2014; Kumar et al.,
2015). Por otro lado, en las hojas congeladas se observéd
presencia de hielo al interior de la estructura y una colo-
racion verde més intensa, que se deduce podria ser el
liquido intracelular liberado cuando la muestra empieza
una descongelacion mientras fue observada al microsco-
pio. Al respecto, los pretratamientos con congelacion
pueden ser controlados de tal forma que los cristales de
hielo sean de mayor tamafio, con velocidades de conge-
lacion lenta, facilitando el mayor dafio a los sistemas de
membrana (Arora, 2018), y consecuentemente aumento
del rendimiento de la extraccion.

Las vistas al microscopio luego de la sonicacién muestran
un evidente cambio de color; en hojas deshidratadas,
hacia un amarillo oscuro y en hojas congeladas, hacia un
color verde amarillento, los cambios de color guardan
relacion con la elevacion de temperatura que se produjo
luego de la sonicacién. Posteriormente, luego de la
extraccion por microondas, las hojas presentaron mayor
oscurecimiento, como consecuencia de los tratamientos
aplicados: acondicionamiento-sonicacién-microondas.

3.3 Determinacién de compuestos fendlicos totales

En la Tabla 3 se muestra el contenido de compuestos
fendlicos del aceite esencial e hidrolato recuperado luego
de cada tratamiento. El andlisis estadistico mostrd
diferencias significativas (p < 0,05) entre cada uno de los
tratamientos, con un mayor contenido de polifenoles,
39,40 + 0,10 mg EGAG/mL para aceite esencial y 346,20 +
13,60/100 mL para hidrolato, cuando las hojas fueron
acondicionadas por congelacion y luego de recibir una
sonicacion por 30 minutos.

Semeniuc et al. (2018) determinaron que el contenido de
compuestos fendlicos del aceite esencial de 4 variedades
de plantas (albahaca, perejil, apio de monte y tomillo) fue
entre 2,2 y 22,5 mg EGAG/mL, valores inferiores a los
encontrados en AECH. Ahora bien, Wang et al. (2017)
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analizé el contenido fendlico de 26 aceites esenciales
populares en Taiwan, reportando desde 10,11 hasta 220,0
mg EqAG/mL de aceite esencial, encontréndose dentro
de este rango, el valor obtenido en el AECH y en el HCH.
Mahajan et al. (2020) menciona que la cantidad y calidad
de los metabolitos naturales depende de la frecuencia y

Torres Alvarez et al.

duracién de distintos tipos de estrés (bio-abidtico), mien-
tras la planta esté bajo estrés esta deja de fijar carbono
para su crecimiento, prefiiendo formar metabolitos
secundarios lo cual le permite adaptarse al medio y las
prepara incluso si llegasen a recibir dafio.

Deshidratada,
15’ sonicacidon

Deshidratada,
30’ sonicacidn

Hoja fresca

Congelada,
15’ sonicacidon

30’ sonicacion

Figura 2. Vistas al microscopio de las hojas de Tagetes elliptica Smith después del acondicionamiento y sonicacién.
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Mansour-Gueddes et al. (2022) argumentan que estos
nuevos compuestos estan formados en las hojas y raices.
Jakubczyk et al. (2021) también concluyeron que el
contenido fendlico se ve afectado por el origen,
encontrando mayor cuantificacion de fenoles en muestras
de Francia procedentes de una agricultura ecolégica. Por
todo ello, el contenido en compuestos fendlicos en
chincho debié influenciarse por el clima, suelo, tipo de
agricultura y estrés recibido durante su crecimiento.

Tabla 3
Contenido de compuestos fenodlicos totales en el aceite esencial e
hidrolato

Tratamiento AECH HCH
i

(mgEgAG/mL)  (mgEqAG/100mL)
T1: Deshidratado y sonicado 15 min 31,300 + 0,202 123,20 + 5,202

T2: Deshidratado y sonicado 30 min -~ 32,30 + 0,30° 176,70 + 10,30°
T3: Congelado y sonicado 15 min 35,60 + 0,10¢ 268,90 + 5,20¢
T4: Congelado y sonicado 30 min 39,40 + 0,10¢ 346,20 + 13,609

abcydindican la existencia de diferencia seguin la prueba LSD de Fisher a
un nivel de significancia del 95%.

3.4 Determinacién de la capacidad antioxidante

La Tabla 4 muestra la capacidad antioxidante en AECH y
HCH para cada tratamiento. A un nivel de significancia de
p < 0,05 se encontro diferencias significativas entre los
tratamientos, presentando mayor capacidad antioxidante
el acondicionamiento con congelacién y ultrasonido por
30 minutos (35,7+3,00 uMolEqT/mg en AECH y 0,25 +
0,00 en HCH); estos resultados guardan una relacion di-
recta con el contenido de compuestos fendlicos. Ho et al.
(2019) y Jakubczyk et al. (2021) mencionan que la actividad
antioxidante y la cantidad de polifenoles estan estrecha-
mente relacionadas, principalmente debido a que los
compuestos fendlicos promueven la actividad antioxi-
dante, mostrando efectos antioxidantes directos debido a
la presencia de grupos hidroxilo, que actian como
donantes de Ha.

Para las muestras de aceite esencial de hojas de chincho,
se encontraron valores entre 87% y 92% de capacidad
antioxidante en porcentaje de inhibicion del radical libre
DPPH, Wang et al. (2017) reportaron valores desde 0,6
hasta 94% en el andlisis a 26 muestras de aceite esencial
de distintas fuentes, siendo los aceites de clavo de olor
(94,13%), tomillo (68,55%) y albahaca (62,26%) obtenidos
mediante destilacion los que mayor inhibicion del reactivo
DPPH mostraron. Jakubczyk et al. (2021) reportd valores
entre 4,43% y 39,87% en muestras de hidrolato de distin-
tas variedades, siendo las mas altas en las muestras de

Tabla 4
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lavanda silvestre (39,87%), manzanilla romana (36,60%) y
romero (33,53%). De acuerdo con anteriores investigacio-
nes, el contenido antioxidante del AECH estarfa dentro de
lo reportado para otras plantas, pero el porcentaje
encontrado para el HCH fue superior a otros hidrolatos.

3.5 Composicién del aceite esencial e hidrolato

El andlisis de cromatografia de gases-espectrometria de
masas (GC-MS) se utilizd para identificar los componentes
contenidos en el AECH e HCH. En la Tabla 5 se presenta
los compuestos mayoritarios para el AECH, el compuesto
mayoritario son las tagetenonas (49,2%), seguido por cis-
miroxido (14,5%) y Dihidrotagetona (13,9%), tagetona
(9,8%), y ocimeno (2,4%) que son compuestos biosinteti-
zados por Tagetes (Tagetes elliptica Smith) y son una
mezcla de compuestos terpénicos. Cruz et al. (2021)
indican que los compuestos mayoritarios de los tagetes
son (E)- (£)-tagetona (43,9%) y dihidrotagetona (20,7%),
seguidos por trans-B-ocimeno, eucaliptol, limoneno, B-
cubebeno(E) y (Z)- tagetenonas, con potencial para ser
usados en cosméticos, productos farmacéuticos y como
repelente de plagas; la tagetona es toxica para insectos.
Por otro lado, los compuestos mayoritarios cis-
tagetenona y (£)-tagetona se ha identificado en varias
especies de Tagetes: T. caracasana, T. patula 'y T. subulata
T. minuta, T. lemmonii. Tagetes argentino (Gakuubi et al.,
2016; Vézquez et al.,, 2011).

Cruz et al. (2027) y Karimian et al. (2014) informaron que
la composicion quimica del aceite esencial de T. minuta
eran 3-ocimeno, dihidrotagetona, tagetona, Z-ocimeno y
E-ocimeno, es muy semejante a lo reportado en la pre-
sente investigacion (Dihidrogetona y tagetona) de AECH.
También, el T. elliptica desarrolld otro tipo de quimiotipo
B-cariofileno, m-tert-butil-fenol, tagetona (Aparco et al.,
2022), pero tiene similitud con la investigacion (Tagetona);
sin embargo, el quimiotipo desarrollado fue tagetenonas-
miroxido-dihifrotagetona es similar a lo reportado por
Vazquez et al. (2011). Asi, los principales componentes del
aceite esencial de tagetes estaba compuesta por cis/trans,
cetona/alcohol, aldehido/alcohol, ocimeno (cis/trans,
cetona/alcohol, aldehido/alcohol) y derivados del tiofeno.
El ocimeno es conocido por su dulce olor a hierba, tam-
bién conocido como uno de los principales componentes
de la albahaca y la lavanda, comparando los resultados
del presente estudio con investigaciones anteriores, el
contenido de aceite esencial se encontré mas alto que en
las muestras cultivadas y el aceite esencial presentd un
alto contenido de B-ocimeno (Pelin Bahadirli, 2020).

Capacidad antioxidante de las muestras de aceite esencial e hidrolato de hojas chincho, Tagetes elliptica Smith, para cada tratamiento

Aceite esencial Hidrolato
Tratamiento
CAOX EqT % CAOX EqT %
T1: Deshidratado y sonicado 15 min 31,70 + 0,002 87,50 + 0,102 0,08 + 0,00° 47,50 + 0,10°
T2: Deshidratado y sonicado 30 min 33,40 + 0,00 89,50 + 0,00° 0,12 + 0,01° 49,70 + 0,30°
T3: Congelado y sonicado 15 min 33,90 + 0,00¢ 90,10 + 0,10¢ 0,19 + 0,01 53,00 + 0,50¢
T4: Congelado y sonicado 30 min 35,70 + 3,00¢ 92,50 + 0,009 0,25 + 0,009 55,60 + 0,209

CAOX EqT: Capacidad Antioxidante en Equivalente Trolox en uMol EqT/mg de aceite esencial o Hidrolato. %: Capacidad antioxidante en porcentaje de inhibicion

del radical libre DPPH.
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Tabla 5
Compuestos mayoritarios del aceite esencial de chincho
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ftem Nombre del compuesto (NISTO8.L) t, (min) % en la muestra (&reas relativas)
a
1 L 22,65 34,15 + 0,06
2N
(Z)- Tagetenone
L
L
2 ]_.jz\\ 22,86 15,04 + 0,02
( :
P
(E)-Tagetenone
Q‘H.
3 0 - 18,26 14,48 + 0,00
A
(&) = myroxide )
4 O 17,00 13,87 + 0,04
Dihydrotagetone
&
-
5 19,93 582 + 0,01
8]
PN
(E)-Tagetone
)\|
6 ()/I 20M 4,01+ 013
(£)-Tagetone
7 E\C'H: 16,41 2,43 + 0,00

( Z )-B-ocimene

Tampoco se puede descartar la posibilidad de transfor-
macion de un principio volatil en otro debido al desarrollo
de bolsas de calor excesivo dentro de la biomasa durante
las extracciones basadas en microondas (Binello et al.,
2014). Existe la posibilidad de que ciertos principios
volatiles sean mas abundantes en el aceite extraido con
microondas, mientras que otros principios pueden ser
mas abundantes en el aceite extraido de hidrodestilacion

(Singh Chouhan et al., 2019; Singh et al. 2015) indicaron
que las vias biosintéticas de varios compuestos terpenoi-
des inician con la transformacion del acido mevalodnico lo
que involucra varias reacciones como fosforilacién, hidro-
lisis, condensacion, oxidacion, reduccion, ciclacion, etc.
Todo inicia con la conversion de compuesto monoterpe-
noide geranil pirofosfato GPP a monoterpenos: Los
aceites esenciales de Tagetes contienen monoterpenos
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tanto aciclicos como ciclicos. Los monoterpenos aciclicos
incluyen: (2)-B- y (E)-B-ocimeno, (2)-y (E)-tagetona y (2)-
y (E)-tagetenona (también conocidas con el nombre de
ocimenonas). Los principales constituyentes de los aceites
de T. minuta son (Z)-B-ocimeno, dihidrotagetona, (2)- y
(E)-tagetona y (Z)- y (E)-tagetenonas; sin embargo, el
aceite esencial de Tagetes se ve influenciado por el
ultrasonido y microondas como lo menciona (Mohamma-
dhosseini et al., 2017) lo que conlleva a desarrollar un
quimiotipo tagetenonas-mirdxido-dihifrotagetona.

En la Tabla 6 se reportan los hidrolatos de chincho HCH.
Esta planta es abundante en componentes oxigenados,
teniendo como componentes mayoritarios a geraniol+
acetato de linalilo, (E)-ocimenona, Z-tagetona y dihidro-
tagetona.

Con respecto al hidrolato, los compuestos mayoritarios en
la muestra de hidrolato corresponden al obtenido por
congelacion y sonicacion durante 30 minutos, donde el
principio activo con mayor presencia fue el cis-miréxido
(44,66%) seguido por cis-tagetona (23,84%), trans-
tagetona (12,24%), ¢xido de linanool (5,48%) y dihidro-
tagetona (4,04%). Diaz (2014) cita que en hidrolatos de
Tagetes elliptica no registran  cuantificacion  de
compuestos quimicos, y que su composicion se debe al
proceso de extraccion (Gouda et al.,, 2021; Ruiz & Salazar,
2021), y de la presencia de aceites esenciales que pueden
ser arrastrados por el agua intrinseca en las células
vegetales sin agua adicional (Chemat et al., 2017). Segun
reportes en la literatura, esto explicaria el incremento de
compuestos en los hidrolatos y ello se corrobora en
estudios de Tagetes erecta, T. minuta, T. patula y T.
tenuifolia, los cuales se caracterizan por poseer el mismo
conjunto de componentes (dihidrotagetona tagetonas,
ocimenonas y piperitona) pero en proporciones diferentes
y tipicas en cada especie (Marotti et al., 2011).

Tabla 6
Compuestos mayoritarios del hidrolato de hojas de chincho
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Varios investigadores han identificado (Z)-B-ocimeno,
dihidro-tagetona (2)- y (E)-tagetona, y (£)- y (E)-
tagetenona [(2)- y (E)-ocimenona] como componentes
principales del hidrolato de T. minuta. El hidrolato de T.
elliptica Smith es rico en mirdxido y tagetenona, compo-
nentes que parecen estar correlacionadas biogené-
ticamente. Con el progreso de la etapa vegetativa, se
encontrd que la dihidrotagetona disminuia con un
aumento de las tagetonas (Moghaddam et al., 2011).
Mnayer et al. (2017) indican que los compuestos extraidos
de aceite y hidrolatos deberian ser casi similares en su
composicion quimica, de acuerdo a los resultados si
existio similitud en algunos compuestos; sin embargo, la
composicion cualitativa en el hidrolato disminuy6 lo que
probablemente se deba a la presencia de compuestos
que han sufrido procesos de oxidacion, hidrdlisis u otras
reacciones quimicas (Megawati et al., 2019). Respecto a
ello, los hidrolatos por efecto de los ultrasonidos puede
formar moléculas reactivas de H, OH y H20z, las cuales
pueden interactuar con muchas sustancias quimicas,
dando lugar a sus transformaciones (degradacion), parti-
cularmente susceptibles a tales interacciones son los com-
puestos volatiles que pueden sufrir diversas reacciones en
la "burbuja" de cavitacion (Kowalski et al., 2015).

4. Conclusiones

El acondicionamiento de hojas de chincho (congelacion a
-20 °C), con pretratamiento de sonicacion por 30 minutos,
incrementd el rendimiento, contenido de compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante del aceite esencial e
hidrolato; el dafio producido en las estructuras celulares,
tricomas de las hojas, por efecto del acondicionamiento,
ultrasonido y microondas sugiere una reaccion oxidativa
pero que facilitd la extraccion de compuestos.

ftem Nombre del compuesto y estructura quimica* (NISTO8.L) t (min) % en la muestra (éreas relativas)
1 18,24 44,66 + 0,35
o H
cis-Miréxido
H
2 W 22,54 23,84 + 1,10
=
cis-Tagetona
H
3 Y\[(&\\]/\ 2277 12,24 + 0,04
o
trans-Tagetona
4 og /~o" 23,68 548 + 0,02
Oxido de Linanool
5 \I/W 16,94 4,04 £ 0,06

Dihidrotagetona
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El perfil quimico de la fraccion lipdfila (aceite esencial) y
por primera vez en la fraccién agua (hidrosol) presentd
diversos componentes mayoritarios, algunos similares
como tagetona, mirdxido y dihidrotagetona, vy
particularmente tagetenonas en el aceite esencial; los
compuestos bioactivos serian los responsables de la
actividad  antioxidante  cuantificada  para  ambos
extractos.Ademéds, son una fuente de metabolitos
bioactivos que fomentan potencialidades antioxidantes y
bioldgicas con fines de su uso como conservantes
alimentarios. Finalmente, se puede incursionar en
desarrollar nanoparticulas de Ag, utilizando Tagetes
elliptica ~ (chincho) 'y  evaluar sus  actividades
antimicrobianas, también identificar el perfil de las flores y
tallos de los tagetes mediante extraccion verde
(microondas).
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