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Abstract: The aim of this study was to optimize by response surface design, the extraction of the leaf
essential oil (EO) from Minthostachys mollis [HBK] Griseb., grown in Ecuador, using steam distillation.
The factors used were extraction time (XTIE) of 60, 105 and 150 min and plant material/water ratio
(XRMA) of 1:3, 1:4 and 1:5. The optimal combination was reached with XRMA 1:5 and XTIE 150 min,
obtaining a process yield of 0.67%. The chemical composition of the EO analyzed by GC-MS was
determined, where the main compounds were carvacryl acetate (44.01%), carvacrol (16.51%) and
menthone (8.20%). The antioxidant capacity of EO was evaluated using the FRAP and ABTS
methodologies, with an ICsp 243.21 pmol Fe2+/g and 0.12 mg/mL, respectively. In addition, the
antimicrobial activity of EO was found against Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica,
Escherichia coli and Staphylococcus aureus.
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Resumen: El objetivo del estudio fue optimizar, mediante un disefio de superficie respuesta, la extraccion
del aceite esencial (AE) de hojas de Minthostachys mollis [HBK] Griseb. del Ecuador, mediante
destilacion por arrastre de vapor. Los factores fueron el tiempo de extraccion (XTIE) de 60, 105 y 150
min, y relacion de material vegetal/ agua destilada (XRMA) de 1:3, 1:4 y 1:5. La combinacién 6ptima se
logré con XTIE 150 min y XRMA 1:5 para un rendimiento de 0,67%. Se determiné la composicion
quimica del AE por GC-MS donde los compuestos mayoritarios fueron acetato de carvacrilo (44,01%),
carvacrol (16,51%) y mentona (8,20%). Se evalud la capacidad antioxidante del AE por las metodologias

FRAP y ABTS, con Clsg de 243,21 pmol Fez+/g y 0,12 mg/mL, respectivamente. Ademas, se demostré la
actividad antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Minthostachys mollis; Aceite esencial; Extraccién; Composicién quimica; Actividades
biolégicas.
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INTRODUCTION

El empleo de plantas y compuestos de origen vegetal
en la medicina ancestral ha demostrado la eficacia
sobre la prevencion y tratamiento de varias
enfermedades (Aguaiza y Simbaina, 2021). La alta
diversidad de especies biologicas hace que el
Ecuador sea uno de los paises con alto potencial
fitoterapéutico (Noriega et al., 2018). En el pais son
conocidas solo una pequefia cantidad de especies
bioldgicas, donde se han estudiado sus propiedades y
beneficio de los seres humanos (Estrella, 2005;
Noriega et al., 2018).

Los aceites esenciales (AES) son compuestos
volatiles, naturales y complejos que se obtienen
principalmente de materias primas vegetales como
flores, semillas, capullos, hojas, frutos, madera,
raices, cortezas y ramas, se caracterizan por su fuerte
olor, por lo que sus fracciones y sus aislados se
utilizan en saborizantes y fragancias, alimentos,
perfumeria, cosméticos y articulos de tocador,
productos quimicos, industria farmacéutica y
fitoterapia (Husnu et al., 2007; Bakkali et al., 2008;
Eslahi et al., 2017). Los AEs tienen varias
propiedades bioldgicas, como accién antimicrobiana,
antioxidante, analgésica y actividad antiinflamatoria,
fungicida y antitumoral (Adorjan y Buchbauer, 2010;
Andrade et al., 2014). Las propiedades bioldgicas del
AE dependen de la composicion cuantitativa y las
relaciones antagbnicas y sinérgicas de los
componentes (Misharina et al., 2009).

La extraccion por arrastre de vapor es el
método comercial mas utilizado, debido a que resulta
econébmico y los rendimientos son altos, en
comparacién con otras técnicas (Basavegowda y
Baek, 2021). En esta metodologia, el material vegetal
no entra en contacto directo con el agua, siendo el
vapor en condiciones especificas de
sobrecalentamiento, el que atraviesa el material
vegetal y arrastra los compuestos volatiles hasta un
receptor, para gque posteriormente sean recogidos y
separados (El Asbahani et al., 2015).

El tifo (Minthostachys mollis [HBK] Griseb.)
es un arbusto perteneciente a la familia Lamiaceae,
que crece en los paises sudamericanos. Ese tipo de
planta se expande en un clima lluvioso y alta
luminosidad (Le6n, 2017). Las propiedades
terapéuticas de esta especie se reportan en el
tratamiento de enfermedades del tracto respiratorio y
del sistema digestivo, asi como cualidades
conservantes de alimentos debido a sus propiedades
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antimicrobianas (Otoya, 2020). Por su actividad
biolégica (antieméticas, antibacterianas,
antioxidantes y antiinflamatorias), las infusiones de
tifo son utilizadas antiespasmaédico, antidiarreico,
aromatico, carminativo y sedante (Ledn, 2017;
Paniagua et al., 2020).

La composicion quimica de un AE puede
variar debido al tipo de especie botanica y variedad,
localizacién geografica, condiciones ambientales,
etapa de maduraciébn y método de obtencion
(Chaquilla-Quilca, 2011; Nazzaro et al.,, 2017).
Investigaciones sobre la composicion quimica del AE
de M. mollis destacan la presencia de pulegona,
mentona, acetato de carvacrilo, carvacrol y B-
cariofileno (Rojas y Usubillaga, 1995; Malagén et al.,
2003; Mora et al., 2009; Van Baren et al., 2014;
Quezada Moreno et al., 2019a; Cayo et al., 2021).

Este trabajo tuvo como objetivo optimizar el
proceso de extraccion del aceite esencial de hojas de
tifo  (Minthostachys mollis [HBK] Griseb.),
recolectadas en Ecuador, por destilacién con arrastre
de vapor, asi como determinar la composicion
qguimica, capacidad antioxidante y actividad
antimicrobiana.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del material vegetal

La autenticacion fue realizada por botanicos del
Herbario de la Universidad Técnica de Cotopaxi
(UTCEC), y se depositd un ejemplar de voucher en el
herbario (nimero de acceso UTCEC00000800). La
planta recolectada en la etapa de floracién, en la
provincia de Cotopaxi, ciudad de Puijili, parroquia
Zumbagua (3553 msnm). Luego se seleccionaron las
hojas libres de dafios y alteraciones morfolGgicas
(Gaibor et al., 2017). Se cortaron en fragmentos de
aproximadamente 1 cm? para la destilacion.

Disefio experimental

El disefio experimental y tratamiento de los datos de
la extraccion del AE se realiz6 con el programa
Design Expert 8.0.6 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, EE.
UU.). La optimizacion numérica se desarrolld
mediante el disefio de superficie respuesta IV
Optimo. La extraccion del AE se hizo mediante
destilacién por arrastre con vapor, donde se
establecieron como factores el tiempo de extraccion
(X7ig) entre 60 y 150 min y la relacién material
vegetal/agua destilada (Xrma) entre 1:3 y 1:5, siendo
el rendimiento la variable de respuesta. Un total de 17

Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas / 438



Rojas-Molina et al.

corridas  representaron el comportamiento  del
proceso.

Optimizacion de la extraccion del AE

El AE fue extraido en un equipo de destilacion por
arrastre con vapor modelo LP-10L (Lanphan Ltd.,
China). Los factores y condiciones experimentales
fueron definidas de otras investigaciones (Quezada
Moreno et al., 2019a; Quezada Moreno et al., 2019b;
Soler, 2021). La mezcla AE y agua se recogidé en un
matraz acoplado a un separador. Por medio de una
jeringuilla se separé el AE, que fue secado con
sulfato de sodio anhidro, filtro, envasé en frascos de

{measa del aceite ezencial)
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vidrio oscuro y almacend en refrigeracion. Se
realizaron tres réplicas con las condiciones éptimas
de extraccion (Marin, 2015).

Determinacion del rendimiento de la extraccion del
AE

Se evalué el rendimiento a cada una de las corridas
experimentales, mediante la relacion entre la masa
del material vegetal y del AE. El céalculo del
rendimiento se realizO mediante la ecuacién 1
(Nazem et al., 2019; Ajila et al., 2023).

85 Rendimiento =

(masza del material vegetal)

Determinacion de la composicién quimica,
capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana
del AE

Con el uso de un equipo de CG-MS Agilent
Technologies 5975 (Agilent, Palo Alto, CA, EE.
UU.) se determiné la composicién quimica del AE.
Se us6 una columna capilar DB-Wax (J&W
Scientific, Folsom, CA, EE. UU.). El horno se
mantuvo a una temperatura de 50°C durante 1 min y
luego hasta 320°C a 4°C/min e isotérmico a 320°C
por 5 min. Helio como gas portador a 1 mL/min.
Previo al andlisis se prepard una mezcla del AE con
n-hexano (1:1) y se inyect6 1 pL. La temperatura de
la fuente y conexiones fue 320°C. Los datos de GC-
MS fueron captados a 70 eV con tiempos de escaneo
de 1,5 s en el rango de masas de 40 a 400 amu. Se
calcularon los indices de retencion lineales (IRL) con
respecto a una mezcla estdndar de n-parafinas. Los
espectros de masas e IRL se compararon con los
obtenidos con sustancias patrones y reportados en la
base de datos NIST Standard Reference Database
(https://webbook.nist.gov/chemistry). La cuantifica-
cién se hizo por normalizacién interna considerando
factor de respuesta unitarios para todos los
compuestos.

El ensayo de antioxidantes reductores
férricos (FRAP) se realiz6 con una mezcla de 10 mM
de reactivo TPTZ (2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina) con
20 mM de cloruro férrico en una disolucién tampon
acetato (pH=3,6). La curva de calibracién se lo
realizd con un estandar de sal de Mohr (0,02 a 1,5
MM). Para la determinacion se pesdé 1 g de aceite

x100  (ec.1)

esencial y se diluyé con metanol, hasta alcanzar el
rango deseado en la curva de calibracién. Luego se
mezcld la muestra y los estandares con 0,3 mL de
reactivo de FRAP, la mezcla se incubé a 37°C por 15
min. Se midio la absorbancia de las muestras y los
estandares a 593 nm (Nazem et al., 2019; Jo et al.,
2021).

El método de ABTS (&cido 2,2'-azino-bis-(3-
etilbenzotiazol)-6-sulfénico), se basa en la
decoloracién del radical causada por la presencia de
donantes de hidrdgeno o de electrones. La solucion
del radical ABTS** se prepar6 mezclando 5 mL de
solucién ABTS 7 mM con 88 pL de solucion de
persulfato de potasio 140 mM. Se midieron 100 pL
de la muestra y 1 mL de la solucion del radical
ABTS**; seguidamente se disolvié en buffer de &cido
acético-acetato de sodio (pH=5) La solucién de
ABTS se diluyé en etanol hasta obtener una
absorbancia de 0,7 = 0,05 a 734 nm. La curva de
calibracion se realizd con un estandar de Trolox a
concentraciones de 100, 250, 500 y 1000 uM. De la
muestra y los estandares se transfirié una alicuota de
30 uL a tubos de ensayo y agregaron 3 mL de la
solucion radical ABTS. Las absorbancias se midieron
a 734 nm después de 6 min de reaccion. Los
resultados se expresaron como Clsp (mg/mL), que
expresa la concentracion para eliminar el 50% de los
radicales ABTS (Palacios, 2018; Silva et al., 2018;
Rioja-Antezana et al.; 2018).

La determinacion de la  actividad
antimicrobiana se hizo por la metodologia de
concentracion minima inhibitoria (CMI). Loa
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bacterias utilizadas corresponden a la coleccion de la
Universidad Técnica de Cotopaxi: Escherichia coli
(ATTC 25922), Staphylococcus aureus (ATTC
25923), Pseudomonas aeruginosa (ATTC 10145),
Listeria monocytogenes (ATTC 19115) y Bacillus
cereus (ATTC 10876). Se prepar6 un medio de
cultivo con agar Mueller Hinton, solucion estéril de
Tween 80 y AE. Para la evaluacion con cada cepa
bacteriana se prepararon seis medios de cultivo a
concentraciones de 0; 0,1; 0,5; 1, 3 y 5% de AE. En
las cajas Petri se introdujeron 10 pL del inéculo,
después se incubd a 37°C: La CMI corresponde a la

Aceite esencial de hojas de Minthostachys mollis

concentracion méas baja de AE capaz de inhibir el
crecimiento bacteriano después de 18 a 24 h de
contacto (Ainane et al., 2021; Torres, 2023).

RESULTADOS

Optimizacién de la extraccion del AE

La Tabla No. 1 muestra la matriz experimental,
donde se muestra los datos obtenidos para el disefio
de superficie respuesta. Mediante el disefio
matematico  se  establecieron 17  corridas
experimentales, para la variable de respuesta
rendimiento.

Tabla No. 1
Matriz experimental para la extraccién del AE
Corrida Tiempo Relacion mater_ial Rendimiento
(min) vegetal/agua destilada (%)
1 60 1:3 0,53
2 150 1:5 0,69
3 60 1:3 0,55
4 150 1:4 0,66
5 105 1.5 0,68
6 105 1:3 0,61
7 105 1:3 0,60
8 150 1.5 0,68
9 60 1:4 0,63
10 60 1:5 0,65
11 105 1:3 0,61
12 150 1:3 0,62
13 105 1:4 0,65
14 105 1:4 0,64
15 105 1:5 0,67
16 150 1:3 0,63
17 60 1:5 0,65

La Tabla N° 2 presenta los pardmetros del
modelo codificado de rendimiento. Con un nivel de
confianza del 95%, el modelo matematico se ajusto a
una relacion cuadratica. Para el modelo de
rendimiento la relacion material vegetal/agua (Xrma)

y el tiempo de extraccion (Xrig) presentd una relacion
significativa. El coeficiente de determinacion (R?)
mostréd que el modelo ajustado expone el 97,4% de
variabilidad del rendimiento.
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Tabla No. 2
Parametros del modelo codificado de rendimiento

Indicador

Rendimiento (%)

Intercepto
XrMA

XTiE

Xrma XTiE
Xrma?
Xrig?

RZ

R? ajustado
R2 predicho
F modelo
F falta de ajuste

Precision adecuada

0,64

0,038*
0,025*
0,013*
0,004*
0,013*
0,9736
0,9577
0,8935
61,44*
4,58

24,013

Xrma: relacion material vegetal/agua destilada;
Xrie: tiempo de extraccion. *Valor significativo para p<0,05

Para comprobar el desempefio de Ila
optimizacion se ejecutd la experimentacion a las
condiciones Optimas y se contrastd con el valor
predicho, alcanzando valores similares entre el valor
predicho (0,68%) y experimental (0,67 £ 0,1%).

Composicién del AE

La Tabla N° 3 muestra la composicion quimica del
aceite esencial de tifo, que se desarrollé mediante
GC-MS. Se detectaron 18 compuestos que

representan el 98,94% de la composicion total.

Capacidad antioxidante del AE

Los resultados de capacidad antioxidante se muestran
en la Tabla N° 4. Los valores obtenidos por las
metodologias de FRAP y ABTS fueron 243,21 umol
Fe?*/g y 0,12 mg/mL (Clso), respectivamente, lo que
es superior al trabajo con el AE de la misma especie
colectado en Colombia donde se report6 una Clso de
0,02 mg/mL (Granados-Conde et al., 2012).
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Tabla No. 3
Composicion guimica del AE de Minthostachys mollis [HBK] Griseb
Compuesto IR Lexp? IRL i %
a-Tuyeno 1017 1019 0,93
o-Terpineno 1180 1178 0,38
Limoneno 1204 1205 0,40
p-Cimeno 1251 1253 4,69
y-Terpineno 1260 1261 1,68
Linalol 1541 1540 1,17
Neomentol 1576 1574 1,09
Mentona 1449 1449 8,20
Acetato de isomentilo 1545 1547 0,84
B-Cariofileno 1621 1622 2,33
Pulegona 1633 1631 4,69
Germacreno D 1691 1690 1,12
Piperitona 1721 1722 5,40
Biciclogermacreno 1734 1736 1,06
Acetato de timilo 1869 1867 2,37
Acetato de carvacrilo 1885 1882 44,01
Piperitenona 1916 1918 2,06
Carvacrol 2224 2222 16,51

IR Lexp = Indice de retencion lineal experimental, PIRL,; = Indice de
retencion lineal de la literatura

Tabla No. 4
Analisis de FRAP y ABTS
ABTS FRAP
Muestra i6

Clio (mg/mL) Concentracion mol FeIg

4 243,2 (3,4)

Aceite esencial 0,12 (0,02) 2 154,0 (4,1)

1 91,2 (3,2)

Evaluacién de la actividad antimicrobiana del AE
Los resultados de la actividad antibacteriana del AE
se muestran en la Tabla N° 5. La efectividad del AE

estuvo en el rango de 0,1 a 5,0% por la metodologia
de concentracion minima inhibitoria (CMI) contra las
bacterias.
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Tabla No. 5
Concentracion minima inhibitoria (CMI) del AE de Minthostachys mollis [HBK] Griseb

Microorganismo CMI (mg/L)
Salmonella enterica 3,0
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 50
Escherichia coli (ATCC 25922 3,0
Pseudomonas aeruginosa (ATTC 39327) 0,1

DISCUSION

Optimizacidn de la extraccion del AE

El rendimiento de la extraccion del AE se ve
influenciado por factores como la especie vegetal,
estado de cosecha, ubicacién geografica de la planta,
tamafio de particula del material vegetal, tiempo de
extraccion, método de extraccion y relacion masa
disolvente (Marin, 2015; Quezada Moreno et al.,
2019a).

Los rendimientos de la extraccion del AE
variaron entre 0,53 y 0,69%, lo que se asemeja a las
investigaciones realizadas con la misma especie
donde se obtuvo un rendimiento de 0,60%
(Granados-Conde et al., 2012) y 0,65% (Torrenegra-
Alarcon et al., 2016). Otras investigaciones
reportaron valores diferentes de rendimiento: 1,05%
(Torrenegra et al., 2015); 2,14% (Carhuapoma et al.,
2009); 0,27% (Fuertes Ruitdn y Munguia Chipana,
2001) y 0,28 & (Quezada Moreno et al., 2019b).

La relacién material vegetal/agua (Xrma) Y
tiempo de extraccion (Xme) son  factores
significativos (p<0,05). El coeficiente positivo indica
una relacion directa entre los factores y la variable de
respuesta rendimiento.

El rendimiento mostrd una relacion directa,
pues cuando se incrementa la relaciébn material
vegetal/agua y el tiempo de extraccion, aumenta el
rendimiento del proceso de extraccion.

La alta cantidad de disolvente permite lograr
una mayor superficie en el material vegetal,
asegurando asi un alto rendimiento de extraccion del
aceite esencial (Harborne, 1998). Algunas plantas
contienen AE en sus glandulas odoriferas, debido al
vapor de agua se hinchan y hacen que los aceites
esenciales fluyan hacia el exterior por 6smosis
(Harborne, 1998). En las primeras horas de
extraccion se producen los rendimientos més altos de

AEs, debido a la difusion de los componentes de una
fase a otra, creando una transferencia de masa de
principios activos con tendencia equilibrada. El
rendimiento de los AEs de una planta puede variar
dependiendo de la especie vegetal, ubicacion
geografica, edad, condiciones abidticas (luz,
temperatura, etc.), época de recoleccion vy
condiciones climaticas en las que se encuentra la
planta (Torres et al., 2018, Mena y Salas, 2022).

Con la optimizacion numérica  del
rendimiento, se obtuvo con una relacién material
vegetal/agua (Xrma) de 1:5 y tiempo de extraccion
(X7ig) de 150 min las mejores condiciones previstas
dentro del rango experimental, con una deseabilidad
de 0,96.

Composicion del AE

Se encontraron 18 compuestos quimicos en el AE de
tifo, siendo los compuestos mayoritarios el acetato de
carvacrilo (44,01%), carvacrol (16,51%) y mentona
(8,20%), por lo que puede afirmarse que el material
vegetal pertenece al quimiotipo acetato de carvacrilo-
carvacrol, similar al reportado para la region del
noroeste de Argentina (van Baren et al., 2014). En un
estudio anterior del AE de la misma especie, en la
provincia de Carchi (Ecuador) entre 2500-3500
msnm, se reportaron como compuestos principales al
acetato de carvacrilo (18,95%) y carvacrol (7,60%)
(Quezada Moreno et al, 2019a). Otras
investigaciones con el AE de hojas recolectadas en
Venezuela a 3600 msnm difieren con los valores
obtenidos, donde se detecté como compuestos
mayoritarios a la pulegona (79,32%) y mentona
(3,98%) (Rojas et al., 2011). En otro trabajo en
material recolectado en Huancavelica (Per) a 3000
msnm, se encontraron como compuestos mayoritarios
a la pulegona (30,17%), mentona (16,55%) y mentol
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(15,23%) (Paucar et al., 2021) y en otra investigacion
en plantas de los Andes venezolanos a 3000 msnm se
detectaron dos compuestos mayoritarios: pulegona
(55,22%) y mentona (31,50%) (Mora et al., 2009).
Por otra parte, el estudio de 75 muestras recolectadas
de 40 poblaciones en Argentina central y noroeste
durante cuatro afios indic6 que las muestras de
Cordoba y San Luis pertenecen al quimiotipo
mentona-pulegona, mientras que las de Tucuman,
Salta y Catamarca se agrupan en cinco gquimiotipos:
dihidrocarvona-carvona, pulegona con ausencia de
mentona, acetato de cavacrilo-carvacrol, limoneno y
linalol (van Baren et al., 2014), mientras que el AE
de plantas en Cajamarca (Perd) a 2648 msnm tuvo
como componentes mayoritarios a la mentona
(13.2%) y pulegona (12.4%) (Benites et al., 2018).

Los AE de plantas del genero Minthostachys
poseen una gran variedad de compuestos quimicos,
donde prevalece la presencia de pulegona, mentona,
acetato de carvacrilo y carvacrol (Rojas y Usubillaga,
1995; Malagon et al., 2003; Mora et al., 2009; van
Baren et al., 2014; Quezada Moreno et al., 2019b;
Cayo et al., 2021).

La composicién quimica del AE puede
cambiar debido a la variacion genética de la planta,
condiciones ambientales (temperatura, fotoperiodo,
nutricién, clima, ubicacion geogréfica y tiempo de
cosecha), método de extraccibn y conservacion
(Vermay Shukla, 2015; Mancianti y Ebani, 2020).

Capacidad antioxidante del AE

En la Tabla N° 4 se muestra los compuestos
principales del AE, donde prevalecen la pulegona,
mentona, acetato de carvacrilo y carvacrol,
componentes con actividad antioxidante reportadas
(Can Baser, 2008; Mora et al., 2009; Pires et al.,
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