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RESUMEN

Titulo: Analisis de metabolitos secundarios del subproducto de la extraccion y caracterizacion del
aceite esencial de Tagetes minuta L (Huacatay) que crece en el distrito de Pueblo Nuevo— Ica.
Aspectos metodoldgicos: Investigacion es experimental, transversal de tipo basico.

Objetivos: Determinar el tipo de metabolitos secundarios que quedan en el subproducto de la

extraccion y caracterizacion del aceite esencial de Tagetes minuta L. (Huacatay).
Material y métodos:

La muestra son plantas de Huacatay que crecen en el distrito de Pueblo Nuevo -Ica. Se trabaj6 con
hojas frescas trozadas en tamafio de entre 2-3 mm y hojas secas molidas. Ambas muestras
caracterizan organolépticamente y se extrae los aceites esenciales por los métodos de hidrodestilacion
y arrastres de vapor respectivamente. La presencia de metabolitos secundarios se realiz6 mediante

reacciones de coloracion y/o precipitacion.

Resultados: EI mejor rendimiento fue 0.11 % y proviene del material fresco sometido a arrastre de
vapor por 80 minutos. el aceite esencial obtenido tiene: densidad 0.906, indice de refaccion de
1.4428. La dilucion de 1 ml del aceite esencial con 9 ml de etanol tiene una actividad antioxidante de
29.73 % frente el radical libre ABTS®, de absorbancia 0.686 y esta actividad es equivalente a la de
una disolucion 0.4471 mM de trolox. En el extracto acuoso de las hojas frescas post extraccidn de sus aceites
esenciales se hallaron los metabolitos secundarios siguientes: Fenoles, taninos, flavonoides,

catequinas, alcaloides, triterpenos esteroidales y saponinas.
Conclusiones: El liquido post extraccién de aceites esenciales es una fuente rica en metabolitos

secundarios.

Palabras claves: Aceite esencial. Huacatay. Tagetes minuta L.
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ABSTRACT

Title: Analysis of secondary metabolites of the by-product of the extraction and characterization of
the essential oil of Tagetes minute L (Huacatay) that grows in the district of Pueblo Nuevo - Ica.
Methodological aspects: Research is experimental, transversal of a basic type

Objectives: Determine the type of secondary metabolites that remain in the by-product of the
extraction and characterization of the essential oil of Tagetes minute L. (Huacatay).

Material and methods

The sample is Huacatay plants that grow in the district of Pueblo Nuevo -Ica. We worked with fresh
leaves cut in size between 2-3 mm and ground dry leaves. Both samples are organoleptically
characterized and essential oils are extracted by hydrodistillation and steam dragging methods,
respectively. The presence of secondary metabolites was determined by staining and/or precipitation
reactions.

Results: The best yield was 0.11 % and it comes from the fresh material subjected to steam stripping
for 80 minutes. The essential oil obtained has: density 0.906, refraction index of 1.4428. The dilution
of 1 ml of the essential oil with 9 ml of ethanol has an antioxidant activity of 29.73% against the free
radical ABTS?, of absorbance 0.686 and this activity is equivalent to that of a 0.4471 mM trolox
solution. In the aqueous extract of the fresh leaves after extraction of their essential oils, the following
secondary metabolites were found: phenols, tannins, flavonoids, catechins, alkaloids, steroidal
triterpenes and saponins.

Conclusions: The post-extraction liquid of essential oils is a rich source of secondary metabolites.

Keywords: Essential oil. Huacatay. Tagetes minute L



I. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos la gente emplea los productos provenientes del agro para suplir sus
necesidades de alimento, medicina y materiales para diferentes actividades. EI Pert, merced a la
presencia de la cordillera de los andes posee una rica variedad de ecosistemas en los que crecen
diferentes especies vegetales. La region Ica posee una flora muy variada con especies vegetales
de importancia econémica por la produccién de frutos para consumo directo de la poblacion o
para la industrializacién. En los ultimos 10 afios nuestra provincia ha desarrollado notoriamente
en el plano econdémico, social y cultural como consecuencia del aumento de trabajo generado por
la gran oferta de trabajo que ofrece el campo y que se traduce en mejoras econémicas para los
pobladores iquefios y lo inmigrantes que cubren las plazas de trabajo ofertadas. La mantencion de
esta tendencia de produccidn para mantener el desarrollo sostenible pasa por estar pendientes de
dar a conocer las bondades de nuevas especies vegetales que se adapten a nuestro clima o de elevar
la productividad de las especies vegetales que ya se cultivan ya sea aumentando la produccién o
aprovechando desperdicios o residuos que quedan después de la cosecha de los frutos'.

La medicina tradicional, en los Gltimos afios ha cobrado importancia como una terapia alternativa
al uso de medicamentos sintéticos producidos en la industria farmacéutica, y cabe destacar el uso
de plantas medicinales, de cuyas hojas, frutos, tallos y raiz guardan compuestos quimicos
denominados metabolitos secundarios que muchas veces tienen actividad biologica. Los aceites
esenciales son una compleja mezcla natural de metabolitos secundarios volatiles, aislados de
plantas mediante métodos como: destilacidn, extraccién con solventes, generando residuos que
deben de contener los otros compuestos quimicos que no son volatiles por arrastre de vapor. Tagetes
minuta | (Huacatay) crece en nuestro medio y de sus hojas se obtiene aceites esenciales que la
industria farmacéutica utiliza; y no hay informacién sobre qué tipos de compuestos gquimicos
guedarian en el sub producto hojas tratadas de la extraccion de aceites esenciales. Asi, por ejemplo,
Rocabado? (2011) sefiala que en Bolivia T. minuta L es usada por sus propiedades ansioliticas y
justifica la busqueda de nuevos principios activos derivados de especies vegetales, que no generen

este tipo de dependencia. Chamorro E2 (2008) Investigé la composicion quimica del aceite esencial
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de Tagetes minuta L procedente de diferentes lugares del Chaco (Argentina). Determind que el
aceite de hojas no florecidas contiene mayoritariamente dehidrotagetona, mientras que el aceite de
hojas de plantas florecidas al igual que el aceite de flores es rico en -ocimeno y tagetenona. Diaz
F*(2011) sefiala que es escasa la informacion sobre los componentes quimicos presentes en el aceite
esencial de las especies de Tagetes que crecen en México. Uso el método de hidrodestilaciony extrajo
aceite esencial de las partes aéreas de plantas de Tagetes parryi A. Gray (Asteraceae), y por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas reportd dos compuestos quimicos que
no habian sido reportados en este género: 3, y 4—isopropil-1-metil-2—ciclohexenol biciclo [3.1.1]
heptan-3-ona (100 %). Baldeon J° (2011) Usando el método de arrastre de vapor extrajo aceite
esencial de las especies vegetales frescas Tagetes minuta, Tagetes terniflora y Tagetes zipaquirensis
y ensayo sus actividades insecticidas contra Premnotrypes vorax. Los aceites los trabajo en las
diluciones 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 % respectivamente y los aplic6 en la dieta de larvas.Reporta que a
los 14 dias mueren el 50 % de larvas y a los 21 dias la mortalidad llega a 75. 4 %. Sefiala mejor
actividad en Tagetes zipaquirensis seguido de Tagetes minuta. Cussa L®(2017) sefialaque el aceite
esencial de Tagetes minuta L. se le atribuyen muchas propiedades como por ejemploantimicrobiano
e insecticida, ademas de ser utilizado como ingrediente en gastronomia, elaboraciénde tés, perfumes,
entre otros. Debido a estos antecedentes y a la poca o nula informacion sobre su toxicidad,
desarrollo un estudio con el objetivo de evaluar el efecto citotoxico y genotoxico in vitrode estos
aceites esenciales; advierte cuidados o alerta por la alta citotoxicidad, pero no se encontrédafio
genético. Severo A’ (2016) trabajo con extracto hexanico, etandlico y acuoso de las hojas deTagetes
minuta para evaluar la actividad larvicida, pupicida y actividad insecticida en las dosis de

0.1 — 1.0 mg/ml. contra mosquitos Culex quinquefasciatus. Reporta la presencia de saponinas,
triterpenos, y flavonoides. Para el extracto etandlico 18 mg/ml le reporta actividad larvicida, para

el hexanico pupicida y del para el extracto acuso reporta gue no tiene actividad.

El uso de recursos vegetales con fines alimenticios y medicinales es una practica que desde la
antigtiedad ha permitido al hombre su desarrollo y conservacion de su salud y a través de las

generaciones se han aprovechado los conocimientos heredados de generaciones anteriores con el
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advenimiento del papel, la escritura y la imprenta estas précticas quedaron registradas y hoy aun
son aprovechadas por gran cantidad de culturas y personas. El Per( tiene una gran biodiversidad
boténica para la cual se atribuye excelentes propiedades alimenticias o medicinales y los estudios
cientificos para la certificacion de estas propiedades ain son insipientes. Razon suficiente para
que nuestras universidades desarrollen trabajos de investigacion conducentes a validar las
propiedades alimenticias 0 medicinales de nuestros recursos, Tagetes minuta L especie vegetal
conocida popularmente como Huacatay es oriunda de Sud América y actualmente se desarrolla
en practicamente todas partes del mundo. Desde la antigliedad hasta hoy se le emplea por sus
bondades aromaticas Gtil para la gastronomia y para aliviar malestares digestivos yantiparasitarios
mayoritariamente. Actualmente se extrae aceite esencial de esta especie vegetal yes utilizada por
la industria farmacéutica para la elaboracion de perfumes y viene siendo utilizadopara el control de
gusanos como nematicida en algunos cultivos. Durante el proceso de extracciénde los aceites
esenciales queda un liquido post extraccion que debe contener los demas metabolitos secundarios
presentes en las hojas de la especie vegetal y que no existen trabajos de investigacion que
demuestren que tipo de componentes quimicos estarian aun presentes, despuésde las condiciones
a que fueron sometidos®®.

La informacion que se consiguid es de singular importancia puesto que se demuestra que ain hay
metabolitos secundarios en este subproducto y recomiendo se inicien estudios para la separacion
y demostracion de las actividades biologicas que tendrian.

Si bien es cierto que existen métodos y tecnologias para la obtencion de aceites esenciales se hace
necesario sentar las caracteristicas de estos segun el lugar de procedencia y aln mas prestar
atencién a los residuos que generaria la extraccion de estos aceites .Razon por las que me plantee
las siguientes interrogantes ¢Qué tipo de metabolitos secundarios tiene el subproducto de la
extraccion y caracterizacion del aceite esencial de Tagetes minuta L (Huacatay) que crece en el
distrito de Pueblo Nuevo Ica? ;Qué tipo de polifenoles tiene el sub producto de la extraccién de
los aceites esenciales? ¢Cudl es la actividad antioxidante que tiene este aceite? Cuyas respuestas
permitieron obtener informacion Util para iniciar estudios de screening farmacoldgico y

determinar sus posibles usos en la salud humana. Siendo por ello los objetivos del estudio.
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Determinar la presencia de metabolitos secundarios en el subproducto de la extraccién ycaracterizar
el aceite esencial de Tagetes minuta L. (Huacatay).
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Il. ESTRATEGIAS METODOLOGICAS

2. 1. ASPECTOS METODOLOGICOS0111213.14.15

2.1.1. ENFOQUE DE INVESTIGACION

A lo largo del tiempo en el desarrollo de la humanidad se presentaron y presentaran
fendmenos o problemas que el hombre ha ido conociendo y resolviendo merced a trabajos
de investigacion. Actualmente el uso indiscriminado de insecticidas; obliga a los
investigadores a la busqueda del reemplazo de este abuso que echan a perder las relaciones
bidticas en nuestro entorno. Las especies vegetales aromaticas como Tagetes minuta L ha
sido estudiada con este fin y las propuestas para su uso contintan. En nuestro medio esta
especie vegetal se desarrolla facilmente e iniciar estudios para facilitar informacion quimica
de especies vegetales locales con potencial econémico es una noble tarea a cumplir por las

instituciones de nivel académico profesional como son principalmente las universidades.

2.1.2.TIPO DE INVESTIGACION

De acuerdo a las caracteristicas el presente estudio es de tipo experimental. Los disefios
experimentales permiten la manipulacion intencionada de una o mas variables
independientes para analizar las consecuencias que se generan en la variable dependiente.
Segln esta propuesta, en este estudio, se manipulé de manera intencionada la variable
independiente: partes aéreas de Tagetes minuta L secas y molidas y frescas versus tiempo
de arrastre de vapor para luego analizar las consecuencias de la manipulacién que se

generaran en la variable dependiente: aceite esencial y sus caracteristicas respectivas.

2.1.3. DISENO DE LA INVESTIGACION
El disefio de la investigacion es el de una investigacion experimental cuantitativa. En
concordancia con los hechos que permiten obtener la informacion es una investigacion de tipo

transversal ya que el estudio se ejecutd en un momento determinado.

2.1.4. POBLACION Y MUESTRA
Poblacién

Esté constituida por todas las plantas de Tagetes minuta L que crecen en el distrito de
14



Pueblo Nuevo de la Provincia de Ica. Plantas enteras de Tagetes minuta L.

Muestra

Estuvo constituida por plantas sanas con un tamafio de al menos 80 cm de altura que
inmediatamente de cosechadas fueron trasladados para su tratamiento. Una parte se sec
a la sombra y sirvié para el trabajo de extraer los aceites esenciales a partir de material
seco y molido y otra parte se trabajo en estado fresco para extraer los aceites esenciales.

2.2. TECNICA E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE INFORMACION

La técnica es un conjunto de procesos, reglas, normas o acuerdos encaminados a obtener
resultados especificos y efectivos en la informatica, la ciencia, el arte, el deporte, la educacién o
cualquier otra actividad. La técnica que se usé en el presente estudio es la experimental que
consiste en tratar la muestra segun la propuesta de métodos de separacion de aceites esenciales,
caracterizacion y determinacion de la actividad antioxidante. Y de procesos necesarios para
realizarreacciones de identificacion de metabolitos secundarios presentes en el sub producto de

la obtencidn de los aceites esenciales de Tagetes minuta L.

2.3. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

2.3.1. Obtencién de partes aéreas de Tagetes minuta L

Los procesos para obtener las partes aéreas del Huacatay se presentan en el grafico siguiente:
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GRAFICO N°01
PROCESOS PARA OBTENER PARTES AEREAS DEL
HUACATAY

Plantas de huacatay

Recoleccion manual
| Seleccion | manual
limpieza manual
Trozado manual
tallos Hojas y ramas
desechar Para el trabajo
1 parte fresca 1 parte a secar y moler

Una vez separadas las hojas del tallo que las tiene fijada son puestas a secar a temperatura
ambiente a la sombra por 15 dias con remociones diarias. Cuando el material estuvo seco

se procedio a la molienda.

La otra parte de las hojas fueron tratadas de inmediato para la obtencion de los aceites

esenciales.

2.3.2. Caracterizacion del material a analizar.
Para esta parte del trabajo se tuvieron dos muestras
A: Material seco y molido. Aproximadamente 10 g del material seco y molido se
depositaron en una capsula de porcelana y desde alli se juzgd su color, olor, sabor y

aspecto.
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B: Material fresco

El material fresco, hojas, que se utilizé para la obtencion de los aceites esenciales
preliminarmente fueron tratadas como sigue: hoja, limpieza, compactado, corte de 2-3

mm, compactado, corte entre 2-3 mm. Esta es la parte que se somete a la caracterizacion.

2.3.3. Obtencidén del aceite esencial

Se utiliz6 un extractor de aceites esenciales de acero inoxidable de 20 litros de capacidad.

Con material seco y molido

Por hidrodestilacion: El material vegetal se sumerge en el agua se condiciona el equipo
y se inicia el calentamiento, cuando aparecen las primeras gotas del destilado se inicia el
conteo del tiempo. El destilado se recibe en una pera de bromo. Desde aqui se separa el
aceite.

Se ejecutaron 3 ensayos:

T1: kg de material seco y molido con 6 litros de agua potable durante 40 minutos.
T2: kg de material seco y molido con 6 litros de agua potable durante 80 minutos.
T3: kg de material seco y molido con 6 litros de agua potable durante 120 minutos.
Por arrastres de vapor: En el cilindro reactor del equipo se colocan los 6 litros de agua,

por encima del nivel del agua se fijan dos capas contiguas de 0.5 kg de muestra cada una,

se tapa el equipo y se inicia el calentamiento. cuando aparecen las primeras gotas del
destilado se inicia el conteo del tiempo. El destilado se reciben una pera de bromo y desde
aqui se separa el aceite.

Se ejecutaron tres ensayos:

T4: Kg de material seco y molido acondicionado en dos capas de 0.5 kg cada una fueron
colocada por encima del nivel alcanzado por 6.0 litros de agua potable que
preliminarmente contenia el equipo extractor de aceite esenciales. Y se aplicd calor
controlandose 40 minutos desde que se condensaron las primeras gotas.

T5: Kg de material seco y molido acondicionado en dos capas de 0.5 kg cada una fueron

colocada por encima del nivel alcanzado por 6.0 litros de agua potable que

preliminarmente contenia el equipo extractor de aceite esenciales. Y se aplicé calor
controlandose 80 minutos desde que se condensaron las primeras gotas.

T6: Kg de material seco y molido acondicionado en dos capas de 0.5 kg cada una fueron
17



2.3.4.

colocada por encima del nivel alcanzado por 6.0 litros de agua potable que
preliminarmente contenia el equipo extractor de aceite esenciales. Y se aplicd calor
controldndose 120 minutos desde que se condensaron las primeras gotas.

Con material fresco

Por hidrodestilacion: Similar al del material seco

Se ejecutaron 3 ensayos:

T7: 1 kg de material fresco finamente trozado con 6 litros de agua potable durante 40
minutos.

T8: 1 kg de material fresco finamente trozado con 6 litros de agua potable durante 80
minutos.

T9: 1 kg de material fresco finamente trozado con 6 litros de agua potable durante 120
minutos.

Por arrastre de vapor: Similar al del material seco

Se ejecutaron tres ensayos:

T10: 1 Kg de material fresco finamente es acondicionado en dos capas de 0.5 kg cada una
fueron colocada por encima del nivel alcanzado por 6.0 litros de agua potable que
preliminarmente contenia el equipo extractor de aceite esenciales. Y se aplicé calor
controlandose 40 minutos desde que se condensaron las primeras gotas.

T11:1 Kg de material fresco finamente trozado es acondicionado en dos capas de 0.5 kg
cada una fueron colocada por encima del nivel alcanzado por 6.0 litros de agua potableque
preliminarmente contenia el equipo extractor de aceite esenciales. Y se aplicd calor

controlandose 80 minutos desde que se condensaron las primeras gotas.

T12: 1 Kg de material fresco finamente trozado es acondicionado en dos capas de 0.5 kg

cada una fueron colocada por encima del nivel alcanzado por 6.0 litros de agua potable

que preliminarmente contenia el equipo extractor de aceite esenciales. Y se aplico calor

controlandose 120 minutos desde que se condensaron las primeras gotas.

Caracterizacion del aceite esencial

Esta parte del trabajo se realiz6 con el aceite esencial obtenido en el tratamiento T11.

Se determinaron las caracteristicas siguientes:

- Caracteristicas organolépticas, utilizando los 6rganos de:

Color: En un frasco vial de 1 mL se deposita el aceite esencial se deja en reposo por 30
minutos y luego se juzga el color.

Olor: Después de determinar el color, al frasco vial que contiene el aceite esencial se le
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retira la tapa e inmediatamente se acerca a la nariz para juzgar el olor.

Aspecto: Con un gotero se retira una gota del aceite esencial y se deposita en yema del
dedo pulgar frotdndose con el dedo indice para la evaluacién de la consistencia

Sabor: Determinado el aspecto el dedo indice es llevado a la boca para la evaluacion del
sabor.

Caracteristicas fisico quimicas

Se ejecutaron las determinaciones siguientes:

1° RENDIMIENTO
Mide la eficacia del proceso en cuanto a obtencion de aceite esencial en cada uno de los
tratamientos aplicados y se expresa como los mL de aceite obtenido por cada 1000 g de

material vegetal tratado en cada uno de los diferentes tratamientos realizados.

2° DENSIDAD

Esta parte del trabajo se realiz6 con el aceite esencial procedente del proceso

del T11.

Definicion: La densidad se define como la cantidad total de materia por unidad de
volumen. El peso especifico (densidad relativa) se define como la relacion que hay entre

la densidad de un material y la del otro que se toma como referencia, usualmente agua.

Para el aceite esencial la densidad es definida como la relacion que hay entre el peso de
un volumen dado del aceite esencial y el volumen que ocupa, determinados a 20 °C, y a
la densidad relativa como la relacion entre la densidad del aceite a 20 °C y la densidad del

agua destilada a 20 °C.

Procedimiento: 2 frascos viales de 1 mL de capacidad limpios y secos, se pesan con
precision al 0.1 mg. Con una pipeta de 1 ml graduada al 0.01 mL se deposita 1 mL de
agua destilada en uno de los frascos de peso conocido y se registra el peso de 1 mL de
agua destilada. La misma pipeta es enjuagada con metanol g.p. y se espera que seque por
15 minutos luego se mide un ml del aceite esencial se deposita en el otro vial de peso

conocido y se registra el peso del aceite esencial.

3° INDICE DE REFRACCION

Definicion: El indice de refraccién se define como la relacién del seno del angulo de
incidencia al seno del angulo de refraccion de un rayo luminoso de longitud de onda
determinada, que pasa del aire al aceite esencial manteniendo a una temperatura constante.

Este parametro es peculiar y puede ser utilizado como indicador de pureza delaceite
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2.3.5.

esencial y evitarse adulteraciones.
Procedimiento:

Se coge en refractometro de Abbe y se limpia, en la placa porta muestra se coloca 1 gota de
la muestra a observar, se tapa y con las perillas de mandos se determina el indice de

refraccion.

4° SOLUBILIDAD
Definicion: La solubilidad se define como la capacidad que tiene un disolvente o solvente

para disolver o permitir la dispersion de las moléculas de un compuesto quimico denominado

soluto y entre ellos se produce una sola fase o se dice que el nuevosistema es homogéneo. Se

expresa como la relacién peso de soluto maximo que puede disolver 100 g del disolvente.

Procedimiento: En un frasco vial de 5 mL se deposita 0.5 mL del aceite esencial y se
pone en contacto con 0.5 mL del solvente ensayo, se tapa el frasco vial y se agita, se deja

en reposo por 15y se observa la solubilidad en esa proporcion. Se retira la tapa y se afiade

2.00 mL mas del mismo solvente, se vuelve a tapar y agitar el frasco vial. Después de 15
minutos se observa la solubilidad. EI proceso se repitié con 2 mL mas del mismo solvente.

Se ensayaron los solventes hexano, metanol g.p y etanol 96°.

Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de Tagetes minuta L.

A)

B)

C)

METODO ABTS®

Espectrofotométrico

FUNDAMENTO

El método se basa en la capacidad gque tienen los compuestos quimicos antioxidantes para
atrapar los radicales libres de un sistema. La actividad del radical libre en ausencia de
agentes antioxidantes se mide espectrofotométricamente; al ponerse en contacto con
muestras que tienen compuestos quimicos con actividad antioxidante parte del radical libre
es atrapado y /o neutralizada disminuyendo su concentracion inicial reduciendo su

absorbancia inicial.

PROCEDIMIENTO

1°. Obtencion del radical libre ABTS
El radical ABTSe se obtiene de la reaccion de 3.5 mM de ABTS con 1.25 mM de
persulfatopotésico. Los reactantes son llevados al frio entre 2-8 °C y protegidos de
la luz durante 16-24 horas. Una vez formado el radical ABTS se diluye con etanol

hasta obtener unaabsorbancia de 0,7+0,05 a 734 nm.
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2.3.6.

2° Curva de valoracién del trolox

Se preparan cinco disoluciones de concentracion conocida de trolox como sigue:
Fiola 1 0.0313mM

Fiola 2 0.0625 mM
Fiola 3 0.125 mM
Fiola 4 0.250 mM
Fiola 5 0.500 mM

A cinco tubos de ensayo se colocan 2.8 ml de la dilucién del radical ABTS® de
absorbanciaconocida y se le adicionaron 0.20 mL de la disolucion de trolox 0.0313,
0.0625, 0.125, 0.250 y 0.500 mM respectivamente, y se dejaron a temperatura ambiente
durante 5 minutos; luego de transcurrido este tiempo, se determind
espectrofotométricamente la absorbancia a 734 nmde longitud de onda para determinar

la disminucion de la concentracion de radical libre ABTS®.

3° Preparacién de la muestra

El aceite esencial en estudio se disuelve 1.0 mL con 9.0 mL de etanol

4° Determinacion del % de actividad antioxidante de la muestra

En un tubo de ensayo se coloca 2.8 mL de la dilucién del radical ABTS® de
absorbancia conocida se le adicionaron 0.2 mL de la muestra de aceite esencial, el
sistema se deja a temperatura ambiente durante 5 minutos; luego de transcurrido este
tiempo, se determind espectrofotométricamente a 734 nm de longitud de onda la
disminucién del radical ABTS°. El trabajo se realiz6 por triplicado. Los resultados se

hallan con la expresion:

% de Act.Antiox = 100 - Abs muestra X 100/Abs Trolox

Determinacion de metabolitos secundarios en el

subproducto de la extraccién del aceite esencial.

La muestra usada es la procedente del tratamiento T11. Los paquetes que contenian las
muestras después de haberse separado los aceites esenciales; es sumergida en el agua
remanente presente en el equipo de destilacion y se eleva la temperatura hasta alcanzar
la ebullicion y se mantiene asi por 10 minutos. Luego se filtra en caliente, sobre un
colador de uso doméstico, se deja en reposo, el sedimento se separa por decantacion y

el liquido decantado se filtra sobre papel de filtro. Desde esta disolucion se investigd
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la presencia demetabolitos secundarios. 200 mL de esta disolucion son extraidos por
particion usando hexano como disolvente la fraccion hexanica se concentra y se obtiene
la parte apolar de ladisolucion o extracto hexanico. 400 mL de la disolucion se coloca
en una capsula grande yse lleva a la estufa 70-80°C hasta sequedad, se afiade 100 mL
de etanol y se calienta a 60 °C por una, se filtra y el liquido filtrado, considerado como
fraccion etanolica, es utilizado para las determinaciones de compuestos quimicos.

Se ejecutaron las reacciones siguientes:

1° Reaccion de Shinoda. Para la determinacion de flavonoides
En un frasco vial de 1 ml se deposita 0.5 ml de la fraccion etandlica y se agregan entre
10-12 particulas de limadura de magnesio luego 0.2 ml de HCL concentrado. Se espera
que lareaccion culmine y se concentra a 1/3 de su volumen, se afiade 0.5 ml de una
mezcla de etanol- diclorometano 2:3; se observa el color de la fase organica. La
aparicién de una coloracion de tinte naranjado es indicadora de la presencia de
flavonoides. El resultado se contrasta versus los resultados de un blanco trabajado en
las mismas proporciones y condiciones solo que en lugar de muestra tiene el solvente

etanol.

2°. Reaccidn de cloruro férrico para determinar compuestos fenélicos.
En un frasco vial pequefio se coloca 0,5 ml de la fraccion etandlica y se agrega 2 ml

de solucion de FeCl3 al 1 %. Se considera positivo la aparicién de coloraciones azul,

verde o negro. El resultado se contrasta frente a un blanco que en lugar de muestra

tiene disolvente.Se ensayd el extracto acuoso y etanolico.

3°. Reaccién de gelatina 1%/ Nacl 10 %. Para determinar taninos.
En un tubo de ensayo se colocan 2 mL de la solucién de gelatina en NaCl 10% y se
agregagota a gota 0.5 mL de la fraccion etandlica ensayada mientras se observa la
aparicion de unenturbiamiento del sistema. EIl resultado se contrasta frente a un

blanco en el que se sustituye la muestra por el solvente etanol.

4°, Reaccién de Rosemhein. Para determinar leucoantocianidinas y/o catequinas.
En un tubo de ensayo, se coloca 2 mL de muestra a ensayar y se agrega 1 mL de HCI
concentrado, se lleva a bafio maria hirviente 15 minutos, se retira y se deja enfriar.
Luego se adicionan 2 mL de H20 y 3 ml de alcohol amilico. Se agita por 30
segundos, se deja en reposo por 10 minutos y luego se observa el color en la fase
amilica. La aparicion de un color que va desde el carmesi oscuro hasta rosado débil,

indicard la presencia de
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leucoantocianidinas y un color marrén la presencia de catequinas. El resultado se

contrastafrente a un blanco en el que se sustituye la muestra por el solvente etanol.

5° Reaccion de Liebermann-Burchard. Para determinar esteroides y/o
triterpenoides.

En un frasco vial de pequefio se coloca 1 mL de la fraccion hexanica y se evapora el
solvente casi a sequedad se afiade 1 ml de diclorometano y se agita, se agrega 2 - 3
gotas de &cido acético, se mezcla y se adiciona unas gotas del reactivo solucién de
anhidrido acético/H2SO4 50:1. La aparicion de una coloracion azul, verde o
anaranjado indicara quela muestra tiene resultados positivos El resultado se contrasta

frente a un blanco en el que se sustituye la muestra por el solvente hexano.

6°. Reaccion de Borntrager. Para determinar nafto y/o antraquinonas.

En un frasco vial de pequefio se coloca 1 mL de la fraccion hexanica y se evapora el
solvente casi a sequedad se afiade 1 mL de diclorometano se agita y se agrega 2 mL de
solucion acuosa de NaOH al 10%, se tapa el frasco vial y se agita, se deja en reposo y
se observa el color que toma la fase acuosa. Se considera positivo si la fase acuosa se
torna decolor rojo. El resultado se contrasta frente a un blanco en el que se sustituye la

muestra porel solvente hexano.

7°. Reacciones para la determinacion de alcaloides.

4 mL de la fraccion etan6lica se concentran a la mitad de su volumen y se acidifican
con 4gotas de H2S04 0.25 M. Desde esta preparacion se cogen las alicuotas para las
reacciones de identificacion de compuestos probamente de naturaleza alcaloidea. se

ejecutaron las reacciones siguientes:

Reaccion de Dragendorff
(El reactivo se prepara mezclando 8 g de Bi (NO3)3 5H20 en 20 mL de HNO3 con

2,729 deKl en 50 mL de agua).

0.2 ml de la fraccion etandlica concentrada y acidificada se depositan en el
pozuelo de unaplaca para reacciones a la gota y se afiade 3 gotas del reactivo de
Dragendorff se mezcla y se observa. La aparicion de un precipitado anaranjado o

rojo indican que la reaccion espositiva.

Reaccion de Wagner.
El reactivo se prepara mezclando 1,25g de 12 més 2 g de KI/5 mL de H20 diluir hasta
100mL.
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0.2 mL de la fraccion etandlica concentrada y acidificada se depositan en el pozuelo de una
placa para reacciones a la gota, se afiade 3 gotas del reactivo de Wagner, se mezcla y se

observa. La aparicion de un precipitado marrén indicaré que la reaccion es positiva.

Reaccion de Hager.

El reactivo se prepara con &cido picrico hasta obtener 10 mL de disolucién saturada de este
compuesto.

0.2 mL de la fraccion etandlica concentrada y acidificada se depositan en el pozuelo de
unaplaca para reacciones a la gota, se afiade 3 gotas del reactivo de Hager, se mezcla y
se observa. La aparicién de un precipitado de color crema o amarillo marrén indicara

que la reaccion es positiva.

Reaccion de Mayer.

El reactivo se prepara mezclando 8 g de Bi (NO3)3 5H20 en 20 mL de HNO3 con 2,729
de KI en 50 mL de agua).

0.2 mL de la fraccion etandlica concentrada y acidificada se depositan en el pozuelo de
una placa para reacciones a la gota, se afiade 3 gotas del reactivo de Mayer, se mezcla y
se observa. La aparicion de un precipitado de color crema o amarillo marrén indicara que
la reaccidn es positiva.

Cada una de las reacciones para identificacion de alcaloides fue contrastada mediante un
blanco, que contiene en lugar de muestra disolvente etanol en las mismas proporciones

yconcentracion y acidificacién con el acido sulfarico 0.1 M.

8°. Prueba de la espuma. Para determinar saponinas
En un tubo de ensayo de 13 x 100 se colocan 10 mL del extracto acuoso remanente
del filtrado sobre el papel de filtro. 10 %. Se tapa y se agita fuertemente durante 1

minuto.

La presencia de saponinas se juzga por la formacion de espuma que persistira por 30

minutos con una altura no menor de 1 cm.

9°. Prueba de fluorescencia. Para determinar cumarinas.
Se trabajé con la fraccion hexanica y etandlica. Se obtienen tiras de papel filtro de 1.5
cmde ancho por 6 cm de largo. Para cada a extracto a ensayar se utiliza una tira de
papel y se procede como sigue: Se marca tenuemente con lapiz tres puntos
equidistantes; en el primero y segundo punto se impregna 1 gota del extracto a
ensayar, al tercer punto 1 gotade KOH 0,5 M; se espera que sequen; y luego al primer

punto se agrega 1 gota de KOH 0,5 M y se espera que seque. Seguidamente se
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observa a la luz ultravioleta de 366 nm delongitud de onda. La aparicion de

fosforescencia en el primer punto es indicativa de la presencia de cumarinas.
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I1l. RESULTADOS

3.1. DE LA MUESTRA ESTUDIADA

La muestra estudiada es la especie vegetal Tagetes minuta L popularmente conocida

comoHuacatay que crece en el distrito de Pueblo Nuevo en Ica

3.2. DE LA OBTENCION DE LAS PARTES AEREAS DE TAGETES MINUTA L.
El promedio del peso de 20 plantas cuyos tamafios oscilaron entre 60 — 80 cm de altura

fuede 18.42 kg. y desde aqui se retiran las hojas obteniéndose un peso de material

fresco de 3.81 kg. Las hojas frescas que fueron secadas a temperatura ambiente y

posteriormente ala estufa a una temperatura de 45-50 °C tienen 72.6 % de humedad.

3.3. DE LAS CARACTERISTICAS DEL MATERIAL A ENSAYAR

Los resultados se presentan en el cuadro siguiente:

TABLA 1. Caracteristicas organolépticas de las hojas frescas y hojas secas y molidas

de Tagetes minuta L.

Caracteristica

Organoléptica

Hojas frescas

Hojas secas y molidas

Color Verde Grisaceo

Olor Fuerte suigéneris Débil suigéneris
Aspecto Liso, turgente, brillante Pulverulento, aspero

Sabor Suigéneris fuerte, picante, Suigeéneris débil,

astringente

astringente.

Fuente: La autora del trabajo
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3.4. DE LA OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL

A) CON MATERIAL SECO Y MOLIDO

Con material seco y molido los rendimientos de extraccion de aceite esencial de Tagetes

minuta L tanto por el método de extraccion por hidrodestilacién, asi como por el método

de arrastre de vapor son muy bajos. En todos los tiempos ensayados en este trabajo no
se logré separar directamente del vapor condensado, pero si se presentd una débil
emulsion en el tratamiento T6; esta emulsion tratada con hexano permite separar la parte
organica de la emulsion proporcionando un ligero color amarillo a la fase hexanica por
extraccion de aceite esencial desde la emulsion.

B) CON MATERIAL FRESCO

Los resultados se presentan en el cuadro siguiente:

TABLA 2. Resultados de la extraccion de aceites esenciales por el método de

hidrodestilacion a partir de hojas frescas de Tagetes minuta L.

Método de hidrodestilacion
Tratamiento Peso Volumen Tiempo Rendimiento
kg de agua (minutos) (%)
Litros
T7 1 6 40 0.01
T8 1 6 80 0.02
T9 1 6 120 0.04

Fuente: La autora del trabajo
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TABLA 3. Resultados de la extraccion de aceites esenciales por el método de arrastres

de vapor a partir de hojas frescas de Tagetes minuta L

Método de arrastre de vapor
Tratamiento | Peso | \/oymen Tiempo Rendimiento
kg de agua | (minutos) (%)
Litros
T10 1 6 40 0.06
T11 1 6 80 0.11
T12 1 6 120 0.11

Fuente: La autora del trabajo
El mejor tratamiento para obtener los aceites esenciales fuel el T11 del cual se
obtiene 1.1 mL de aceite por kg de hoja fresca tratada. Es con este aceite que se
determind las caracteristicas organolépticas y fisico quimicas del aceite esencial

de Tagetes minuta L procedente del distrito de Pueblo Nuevo de Ica.

3.5. DE LA CARACTERIZACION DEL ACEITE ESENCIAL
A) CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Los resultados se presentan en el cuadro siguiente:

TABLA 4. Caracteristicas organolépticas del aceite esencial de las hojas frescas de

Tagetes minuta L obtenido por arrastre de vapor.

Caracteristica Aceite esencial

Organoléptica

Color Amarillo

Olor Fuerte suigéneris
Aspecto Homogéneo, liquido untuoso

Sabor Suigéneris
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B) CARACTERISTICAS FISICO QUIMICAS
Los resultados los presento en las tablas siguientes:

TABLA 5. Caracteristicas fisico quimicas del aceite esencial de las hojas frescas de
Tagetes minuta L obtenido por arrastre de vapor.

Caracteristica Aceite esencial
Rendimiento 0.11 %
Densidad 0.906
Indicé de refraccion 1.4428
Solubilidad Soluble en todas las proporciones al: hexano, metanol y
etanol

3.6. DE LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

a) Absorbancia del radical libre ABTS®

La absorbancia del radical libre fue de 0.686

b) Absorbancias de las reacciones de soluciones patron de trolox versus el radical
libre de absorbancia conocida.

Los resultados se presentan en el cuadro siguiente:
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TABLA 6. Absorbancias de las soluciones patrones de TROLOX frente al Radical

libre ABTS®
Solucién de trolox Absorbancia Absorbancia Absorbancia
mM menos blanca
0.000(blanco) 0.022 0.022 0.000
0.0313 0.094 0.022 0.672
0.0625 0.680 0.022 0.658
0.125 0.625 0.022 0.603
0.250 0.549 0.022 0.527
0.500 0.501 0.022 0.479

Fuente: datos obtenidos por la autora del trabajo

Estos datos fueron analizados estadisticamente por el método de los minimos cuadrados y

se hallaron los valores de la recta: intercepto 0.6687, pendiente -0.4176 y R? de 0.912. Estos

valores fueron utilizados para hallar la actividad antioxidante de la muestra estudiadacon

respecto a la de las soluciones patrén del antioxidante trolox.
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GRAFICO 2. Curva de calibracion entre las soluciones patron de TROLOX
Versus el radical libre ABTS®
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D) Absorbanciay % de actividad antioxidante de la muestra.
EL promedio de las absorbancias de tres determinaciones fue de 0.482 y le corresponde a

un 29.73 % de actividad antioxidante.

La actividad antioxidante de la muestra de aceite esencial en la dilucién ensayada es

equivalente a la actividad antioxidante de una solucion de trolox de 0.4471 Mm.

3.7. DE LA DETERMINACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Los resultados se presentan la tabla siguiente:
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TABLA 7. Resultados de las reacciones para identificar los tipos de compuestos

guimicos en el sub producto de la extraccion de los aceites esenciales de Tagetes minuta

L
Reaccion Observacién Resultado
Gelatina sal Precipitado crema ++ Taninos
Tricloruro férrico Color verde azulado +++

Shinoda Color naranjado ++ Flavonoides
Rosenheim Marron + Catequinas
Lieberman -Burchard Color verde + Triterpenos esteroidales
Bourtraguer Color rojo + nafto y/o antraguinonas
Dragendorff Precipitado naranja
Mayer Precipitado marro
Wagner Precipitado marrén
Hager Precipitado crema +
Fluorescencia No presenta -
Espuma Altura 1.4 cm + Saponinas

Fuente: La autora del trabajo
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IV. DISCUSION

Tagetes minuta L(Huacatay) es una especie vegetal ampliamente utilizada en la
gastronomia peruana y en la de otros paises. El interés por su estudio ha aumentado ya que
se le reporta diferentes actividades bioldgicas, Asi Manuelo'® (2020) le reportan actividad
contra Candida albicans. Cussa® (2017) y Lamara R* le reporta actividad insecticida contra
afidos que son insectos que atacan varios cultivos principalmente del género Brassica. A
esta especie vegetal que crece en nuestro medio, después de separarle su aceiteesencial, se
obtiene el extracto acuoso del marco con el liquido sobrante del arrastre de vapor y en este
extracto hemos determinado la presencia de los metabolitos secundarios.Con respecto al
aceite esencial que se obtiene de las partes aéreas frescas por el método dearrastres de vapor
con un rendimiento de 0.041 % este valor hallado es diferente al reportado por Baca'®(2018)
quien extrajo aceites esenciales de este género en la Region Amazonas y reporta
rendimientos de 0.8 — 1.5%. Mientras que Mendoza J*° (2019) reportaun rendimiento de
0.57 % esta variabilidad de los rendimientos debe ser por los diferentesambientes en que
se desarrolla el cultivo. Con respecto a la densidad expresada en g/ml, elaceite obtenido en
Ica presento un valor de 0. 906. Este valor es concordante con lo reportado para los aceites
obtenidos en la Regién Amazonas donde la densidad fluctud entre 0.833 — 0.991 y para lo
reportado por Mendoza®® con un valor de la densidad de 0.8373. Similarmente existen
pequefas diferencias con respecto a los valores de indice derefraccién el valor que reporto
es de 1.4428, Baca'® para los aceites esenciales de diferentessectores de la Region Amazonas
reporta valor de indice de refraccion de 1.4880 Y Mendoza®® 1.4960. Estas pequefias
diferencias de los valores de indice de refraccion debendarse por los diferentes lugares de
procedencia de los aceites lo cual expone al desarrollo de la planta en diferentes
condiciones nutricionales y climatolégicas. Con respecto a la actividad antioxidante de los
aceites esenciales de Tagetes minuta L(Huacatay) ha sido estudiado por Baca®® y para los
aceites esenciales procedentes de la Region Amazonas reporta actividad antioxidante,
expresada como la concentracion inhibitoria media (CI50) para atrapar radicales libres

DPPH, reporta valores comprendidos entre 3,449 —0.670 g/ml,
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Castro A®(2017) reporta actividad antioxidante para aceite esencial procedente de zonas
semi himeda semi calidas de la Region Amazonas valores de C150 frente a radicales libres
de DPPH de 2.488 mg/ml.en el presente estudio se determiné la actividad antioxidante del
aceite esencial de Huacatay procedente del distrito de Pueblo Nuevo de la Region Ica y
determine que tiene 29.73 % de actividad para atrapar radicales libres ABT S° esta actividad
es el del aceite esencial diluido en etanol en la proporcion 1:9 y es equivalente ala actividad
antioxidante que tiene una solucion de trolox 0.4471 Mm. La presencia de metabolitos
secundarios que reporto en el presente estudio esta en concordancia con lo reportado por
Severo7 (2016), Lamara®(2017) y en el subproducto de la extraccion de aceites esenciales
queda una fuente rica en metabolitos secundarios de naturaleza fenélica,taninos, alcaloides,
triterpenos esteroidales, flavonoides y saponinas que merecen ser estudiados a fin de

determinarse sus propiedades bioldgicas.
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V. CONCLUSIONES

1°. El sub producto de extraccion de los aceites esenciales de la especie vegetal Tagetes minuta
L tiene los metabolitos secundarios siguientes: taninos, fenoles, triterpenos esteroidales,

alcaloides, catequinas y saponinas.

2°, La actividad antioxidante del aceite esencial diluido 1:9 con etanol tiene una actividad
antioxidante de 29.73 % para atrapar los radicales libres ABTS® de una concentracion que
exhibe 0.686 de absorbancia medida a 734 nandmetros de longitud de onda. Esta actividad

antioxidante es equivalente a la de una solucién de trolox 0.4471 Mm.
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VI. RECOMENDACIONES

1° Iniciar estudios para determinar los posibles efectos biolégicos que tendria extracto
rico en metabolitos secundarios que queda como sub producto de la extraccion de los
aceites esenciales.

2° Iniciar estudios para la separacion de los grupos de compuestos quimicos presentesen

el extracto, rico en metabolitos secundarios, que queda como sub producto de la

extraccion de los aceites esenciales.
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VIII ANEXOS

SEPARACION DE LAS PARTES AEREAS DE TAGETES MINUTA
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ACONDICIONANDO EL PRIMER PAQUETE PARA LA OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES POR
EL METODO DE ARRASTRE DE VAPOR
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ACONDICIONANDO EL SEGUNDO PAQUETE PARA LA OBTENCION DE ACEITES
ESENCIALESPOR EL METODO DE ARRASTRES DE VAPOR

EQUIPO DOMESTICO PARA LA OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES
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OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES POR HIDRODESTILACION MATERIAL FRESCO

SECADO CON LA ESTUFA
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ACONDICIONANDO EL SEGUNDO PAQUETE CON MATERTIAL SECO PARA LA OBTENCION DE
ACEITE ESENCIAL POR ARRTASTRES DE VAPOR
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ACEITE ESENCIAL EN LA PERA DE BRMO
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EL ACEITE ESENCIAL SEPARADO COLECTADO

REACCION DE RECONOCIMIENTO DE SAPONINAS
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