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RESUMEN

Los antioxidantes alimentarios son sustancias que pueden impedir, retrasar o inhibir las oxidaciones
cataliticas y los procesos que inducen la formacién de radicales libres en los alimentos y bebidas.
Actualmente existe un gran interés en los aditivos naturales que posean propiedades antioxidantes,
y en los ultimos afios se han estudiado muchas especies vegetales como fuentes potenciales de
antioxidantes, entre ellas se destacan varias plantas aromaticas y especias. Comunmente, se
determina la capacidad de retardar el proceso de peroxidacion de los lipidos presentes en los
aceites y alimentos grasos, donde ademas se considera la tendencia de los consumidores la cual se
inclina hacia el consumo de alimentos libres de productos y aditivos alimentarios provenientes de la

sintesis quimica (neutralizantes, preservantes, antioxidantes, colorantes y saborizantes).

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo extraer, caracterizar y evaluar la capacidad
antioxidante de los aceites esenciales (AE) obtenidos de las especies vegetales Origanum vulgare,
Origanum vulgare ssp y Lippia alba mill, cultivadas en la regién norte del departamento de Bolivar
(Colombia). Los AE fueron obtenidos mediante la hidrodestilaciéon (HD) e hidrodestilacion asistida
por la radiacién con microondas (HDM). La especie Lippia alba mill N.E. Brown presentd los mayores
rendimientos con valores entre 0.1 — 0.15%, las demas especies exhibieron rendimientos inferiores a
0.1%. Los AE obtenidos fueron analizados mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). El compuesto mayoritario encontrado en todas las muestras fue
el carvacrol, siendo la especie Origanum vulgare ssp (orégano borde blanco) la que presentd el
mayor porcentaje (69.97%) cuando se empled el método de HDM. La actividad antioxidante de los
AE fue determinada mediante técnicas de actividad antiradicalaria por los métodos DPPH, ABTS y
ORAC. Se observo que el AE obtenido de las especies Origanum vulgare y Origanum vulgare ssp,
presentaron una capacidad antioxidante similar a la del estandar de acido ascérbico. La mayor
capacidad antioxidante se observé con el AE proveniente de origanum vulgare ssp (orégano borde
blanco) obtenido por el método de HDM. Adicionalmente, este aceite, a una concentracion de 150

Mg/mL, disminuyd la oxidacion del aceite crudo de palma almacenado durante 18 dias a 63 °C.

Palabras claves: Capacidad antioxidante, oxidacion lipidica, aceite de palma, orégano
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ABSTRACT

Food antioxidants are substances that can prevent, delay or inhibit the catalytic oxidation and
processes that induce the formation of radical free food and drinks. There is currently a great interest
in the natural additives that have antioxidant properties, in recent years we have studied many plant
species as potential sources of antioxidants, these include various herbs and spices, studies
commonly determines the ability to slow down the process of peroxidation of lipids present in oils and
fatty foods. The consumer trend leans toward the consumption of food additives and products free

food from chemical synthesis (neutralizing agents, preservatives, antioxidants, dyes and flavorings).

Present research work aimed to extract, characterize and evaluate the antioxidant capacity of
essential oils obtained from species vegatables Origanum vulgare, Origanum vulgare ssp and Lippia
alba Mill, grown in the northern region of the Department of Bolivar (Colombia). AE were obtained
through the distillation (HD) and radiation with microwave (HDM),-assisted hydrodistillation species
Lippia alba Mill N.E. Brown, presented the highest yields with values between 0.1-0.15%
respectively, other species exhibited yields less than 0.1%. AE obtained were analyzed using gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). The majority compound found in all was
carvacrol, origanum vulgare ssp (white edge oregano) presented the highest percentage, with a
value of 69.97%, determined using the method of HDM. The antioxidant activity of AE, was
determined using the techniques of antiradicalaria activity by DPPH, ABTS, and ORAC methods. It
was observed that the AE obtained from Origanum species vulgare and Origanum vulgare ssp,
presented an antioxidant capacity similar to the standard of Ascorbic acid. The highest antioxidant
capacity was observed with the coming AE of Origanum vulgare ssp (white edge oregano), obtained
by the method of HDM, this material decreased the oxidation of crude palm oil during storage at 63 °

C, for 18 days at a concentration of 150 PPM.

Keywords: Antioxidant, oxidation, palm oil,
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INTRODUCCION

Colombia es un pais que posee una gran diversidad de ecosistemas y microclimas, lo cual hace que
su vegetacion sea muy variada, enriquecida con especies endémicas y diversidad genética muy alta.
Algunas de las plantas que se pueden encontrar poseen AE con principios activos y actividad
bioldgica y/o industrial, con amplias perspectivas para llevar a cabo la investigacion y el desarrollo de

nuevos productos (Biocomercio sostenible, 2003).

La tendencia de los consumidores se inclina hacia los alimentos libres de productos de sintesis
quimica (pesticidas. insecticidas, fungicidas, fertilizantes, entre otros) y aditivos quimicos sintéticos
(neutralizantes, preservantes, antioxidantes colorantes y saborizantes), por lo que resulta interesante
estudiar la actividad antioxidante de los aceites esenciales (AE) de plantas nativas para establecer
su utilizacién potencial como aditivos naturales en los alimentos (Prior, 2003), con miras a mantener
una adecuada alimentacion y que influya en el mantenimiento de defensas antioxidantes (Zamora,
2007; Padilla et al, 2008).

Con base en lo expuesto anteriormente, se realizd el presente estudio que permitio evaluar la
composicion, la caracterizacion fisicoquimica y la capacidad antioxidante del AE obtenido de tres
especies aromaticas: orégano (Origanum vulgare), orégano “Borde Blanco” (Origanum vulgare ssp)
y Oreganito (Lippia alba Mill) cultivadas en la zona norte del departamento de Bolivar (Colombia).
Los AE obtenidos se adicionaron a un aceite crudo de palma (Elaies guineensis) con el fin de
evaluar su capacidad antioxidante y determinar la estabilidad oxidativa. Los resultados indican que el
AE de orégano “Borde Blanco” (Origanum vulgare ssp) presenta la mayor actividad y podria ser una
alternativa interesante para sustituir los antioxidantes artificiales empleados comunmente como

aditivos de los aceites comestibles.
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1. MARCO DE REFERENCIA

1.1 DEFINICION Y COMPOSICION DE ACEITES ESENCIALES

Los AE son mezclas complejas, normalmente liquidas o liquidos aceitosos, que presentan alta
volatilidad y en general son los responsables del olor de algunas plantas (Bello, 1999);
habitualmente, estas sustancias se evaporan al contacto con el aire por lo que también son
conocidos como aceites volatiles (Thomas and Schumann, 1992). En general, los AE pueden ser
definidos como liquidos aceitosos obtenidos a partir de diferentes partes de las plantas como flores,

yemas, semillas, hojas, ramas, cortezas, madera, frutos y raices (Burt, 2004; Ortufio, 2006).

Los AE estan ampliamente distribuidos en unas 60 familias de plantas que incluyen: coniferas (pino,
abeto), mirtaceas (eucaliptus), rutaceas (Citrus spp), umbeliferas (anis, hinojo), labiadas (menta) y
compuestas (manzanilla), y pueden estar en diferentes drganos: raiz, rizomas (jengibre), madera
(alcanfor), hoja (eucaliptus), fruto (anis) o flores (lavanda, tomillo, espliego) (Thomas y Schumann,
1992). En su gran mayoria los AE son de olor agradable, aunque existen algunos de olor
relativamente irritante como por ejemplo los de la fraccién aromatica del ajo y la cebolla, los cuales
contienen compuestos azufrados; por ser volatiles, deben ser almacenados en envases herméticos y

en un lugar oscuro para prevenir cambios en su composicion (Matiz et al., 2012).

En la composicion de los AE se pueden encontrar hidrocarburos aliciclicos y aromaticos, sus
derivados oxigenados, sustancias azufradas y nitrogenadas (Wilkins, 1998), y se consideran una
mezcla de componentes volatiles producidos por el metabolismo secundario de las plantas en cuya
composicion puede intervenir una porcion de hidrocarburo polimetilénico de tipo terpeno con
multiplos de la formula (CsHs)n, junto con otros compuestos casi siempre oxigenados pertenecientes
a las familias de los alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y compuestos fendlicos funcionalizados,
que son los responsables del olor que presentan algunas plantas (Staschenko et al., 2010). En
términos generales puede decirse que un metabolismo muy activo puede estar asociado con una

mayor produccion de AE (Madsen y Bertelsen, 1995).
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La composicion quimica de los AE puede verse afectada por la procedencia, el estado fitosanitario o
de desarrollo de las plantas que los contienen (De Mastro, 1996), y por la influencia del medio
ambiente (Chlodwig y Novack, 2001); tambien se consideran variables como la densidad del cultivo,
el periodo estacional, la cantidad de agua de riego y luz artificial o natural en los cultivos de
invernadero (Matiz et al, 2012); igualmente, son de mucha importancia las condiciones geograficas,
botanicas y agricolas del cultivo y los métodos de extraccién y purificacién empleados en su

obtencién (Granados et al, 2012).

1.2. CLASIFICACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los AE se clasifican con base en diferentes criterios: consistencia, origen y naturaleza quimica de
los componentes mayoritarios. De acuerdo con su consistencia se clasifican en esencias fluidas,
balsamos y oleorresinas. Las primeras son liquidos volatiles a temperatura ambiente, poseen
consistencia menos fluida, son poco volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion, son
ejemplos tipicos el balsamo de copaiba, balsamo del Peru, Benjui, balsamo de Tolu y Estoraque,
entre otros. Por su parte, las oleorresinas tienen el olor caracteristico de las plantas en forma
concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisélidas; por ejemplo, caucho,
gutapercha, chicle, balata y oleorresina de paprika, pimienta negra, clavo de olor, entre otros
(Martinez, 2003).

De acuerdo a su origen los AE se clasifican como naturales, artificiales y sintéticos. Los naturales se
obtienen directamente de la planta, no se someten a modificaciones fisicas ni quimicas posteriores
y debido a su bajo rendimiento son costosos. Los artificiales se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento del AE con uno o varios de sus componentes; por ejemplo, la mezcla de esencias
de rosas, geranio y jazmin enriquecida con linalool, o la esencia de anis enriquecida con anetol. Los
aceites esenciales sintéticos, como su nombre lo indica, son obtenidos por la combinacién de sus
componentes, los cuales en la mayoria de las veces son producidos por procesos de sintesis
quimica; ademas, al ser economicos son ampliamente utilizados en la industria de alimentos como

aromatizantes y saborizantes, por ejemplo esencias de vainilla, limon y fresa (Martinez, 2003).
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1.3 IMPORTANCIA DE LOS AE EN LA CIENCIA DE LOS ALIMENTOS

El ser humano ha utilizado las plantas como fuentes de medicamentos naturales y actualmente se
conoce que aproximadamente dos terceras partes de la poblacién de los paises en desarrollo las
utilizan para el tratamiento de enfermedades (Fuentes, 1997; Roersch, 1994). Las plantas
medicinales se caracterizan por poseer principios activos que pueden modificar el funcionamiento
de los sistemas bioldgicos alterandolos o restableciendo el equilibrio funcional organico (Bandoni,
2002).

El valor econémico de los AE y su aplicabilidad industrial estan directamente relacionados con su
composicion quimica y con la actividad biolégica particular que ellos posean (Stashenko et al.,
1996). En la actualidad, hay un interés creciente por la utilizacion de extractos naturales con
caracteristicas antioxidantes que pueden sustituir a los aditivos sintéticos en los alimentos, ya que
esta es una alternativa prometedora para la prevencion y el tratamiento de los trastornos y las
enfermedades producidas por la presencia de impurezas y los residuos de reactivos presentes en

muchos de los compuestos de sintesis (Arcila et al., 2004).

Estudios realizados con diferentes especias han permitido aislar e identificar una amplia variedad de
compuestos antioxidantes con estructura fendlica (como los tocoferoles), y otros como los
carotenoides y el acido ascorbico, que poseen la capacidad de proteger a las células contra el dafio
oxidativo, que provoca envejecimiento y la incidencia de enfermedades cronico-degenerativas, tales
como el cancer, las enfermedades cardiovasculares y la diabetes (Azuma et al.1999). Los
antioxidantes cumplen un papel preponderante en la preservacion de la salud mediante la
prevencion de enfermedades ocasionadas por la oxidacion de los lipidos, por lo tanto es importante
minimizar la rancidez, retardar la formacién de productos téxicos y mantener su calidad nutritiva
(Madhavi et al., 1996, Kahkoren et al., 1999).

Actualmente los antioxidantes de origen natural se utilizan en la industria farmacoldgica, cosmética y
nutracética (Larson, 1997 vy Risch & Chi-Tang Ho, 1997). Es importante reconocer que la
concentracion del antioxidante adicionado con el objetivo de incrementar la vida util del producto

puede afectar algunas caracteristicas organolépticas, por lo que se debe profundizar en ésta area de
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investigacion con relacion a conservar la calidad final (Guzman, 2006; Burt, 2004; Sacchetti et al.,
2004). Los AE han sido estudiados desde el punto de vista de su sabor y fragancia en los alimentos
saborizados, bebidas y otros productos (Farag et al.1990); sin embargo, es importante considerar
que algunos inducen el desarrollo de sabores no deseados, crean toxicidad y afectan severamente
la durabilidad de muchos productos alimenticios (Farag et al., 1990; Hirasa y Takemasa, 1998), por

lo que se requiere de investigacion en procesos de desodorizacion (Moure et al., 2001).

1.3.1 Produccién mundial y local de AE

Se conocen alrededor de 3000 tipos de AE a escala mundial, pero solo 300 tienen importancia
comercial. EI consumo del aceite de naranja ocupa el primer lugar, seguido del aceite de limon, el
cual es utilizado en la industria de bebidas sin alcohol entre otras. En relacion a su
comercializacion, el 33% de los AE se producen en paises en desarrollo, tales como Argentina
(aceite de limdn), Brasil (aceite de naranja), China (aceite de eucalipto, citronela, geranio y pimienta),
Egipto (aceite de jazmin), Haiti (aceite de vetiver) e Indonesia (aceite de vetiver y citronela)

(Biocomercio sostenible, 2003).

Colombia podria tener una produccion importante de AE por su ubicacion geografica y por ser un
pais megabiodiverso; sin embargo, esta ventaja no ha contribuido al desarrollo de ésta area debido a
las siguientes razones: a) son muy pocas las especies que poseen definiciones quimiotaxondémicas y
estudios de fitomejoramiento; b) los programas de investigacion especie a especie son muy escasos,
existen muy pocos programas de investigacion al respecto que garanticen la provision de semillas
mejoradas y certificadas, lo cual repercute en la homogeneidad en la composicién de los AE
obtengan c) se cuenta con muy pocos paquetes tecnolégicos agrondmicos y de post-cosecha que
permitan estandarizar los procesos y productos obtenidos de las plantas aromaticas (Biocomercio
sostenible, 2003).

1.3.2 Extraccion de AE

La extraccion de los AE se puede realizar por métodos convencionales como la destilacién con

arrastre de vapor y el uso de solventes organicos; actualmente, ha adquirido gran importancia la

21




extraccion con fluidos supercriticos utilizando diéxido de carbono como solvente (Simandi et al.,
1998; Yépez, 2001) debido a que este gas no es toxico, ni explosivo; ademas, es facil de removery
no deja residuos toxicos en el AE, su uso facilita las diferentes operaciones de separacion de los
productos extraidos (Thomann et. al., 1993). No obstante, los principales métodos utilizados para
obtener AE son los siguientes (Bandoni 2002; Ortufio, 2006):destilacion con agua o hidrodestilacion
(HD), destilacién por arrastre con vapor de agua, destilacion con agua y vapor (cohobacion),
destilacion sometida a una degradacion térmica, destilacion-extraccién con solvente (DES), head-

space (HS), y destilacién asistida por radiacion microondas (HDM).

1.3.2.1 Extraccion por hidrodestilacion

En esta metodologia el vapor de agua penetra los tejidos de la planta y extrae el AE presente en las
estructuras contenedoras y lo difunde a través de las membranas de las células, el AE removido se
vaporiza inmediatamente desde la superficie, siguiendo los principios de la ley de Raoult (ley de las
presiones parciales de los gases). Este proceso continla hasta que se remueve todo el aceite
contenido en las glandulas de la planta. En términos generales los constituyentes oxigenados del
aceite son mas solubles en el agua hirviendo (unas 100 veces mas) que los hidrocarburos analogos.
Por esta razén, en las etapas iniciales, los componentes se liberan de acuerdo con su grado de

solubilidad, antes que por sus puntos de ebullicién (Granados et al., 2012).

A medida que avanza la destilacion los compuestos se liberan en funcion de su temperatura de
ebullicion; y por lo general, la ultima fraccion es rica en sesquiterpenos y sus analogos oxigenados
menos volatiles (Clarke, 2008). Otro factor que juega un papel importante durante la extraccién con
esta técnica es el contenido de compuestos grasos (lipidos) en la planta, ya que son poco volatiles y
en cierto modo retienen por solubilidad a la fraccién de hidrocarburos volatiles (Sanchez, 2006;
Sarker et al. 2006).

1.3.2.2 Extracciéon mediante hidrodestilacion asistida por la radiacion con microondas (HDM).
El método consiste en sumergir el material vegetal en agua y someterlo a la accion de la radiacion
de microondas; el agua se calienta hasta su punto de ebullicién y libera los compuestos del AE
contenidos en las glandulas por efecto de la presion de vapor; los compuestos volatiles en fase
gaseosa son arrastrados hasta el intercambiador de calor formando dos capas, una rica en aceite y

22




otra denominada hidrolato donde predomina el agua; las dos fases obtenidas pueden ser separadas
por decantacién. El periodo de destilacion por HDM toma de 10 a 30 min. Se debe tener en cuenta
que el tiempo de hidrodestilacidn influye tanto sobre la cantidad de aceite aislado como en su
composicion y calidad (Stashenko et al. 2010). EI método de extraccién asistida por la radiacién de
microondas, presenta ventajas sobresalientes con respecto a las técnicas tradicionales de
destilacion: es un proceso muy rapido y relativamente econémico, los AE obtenidos se encuentran

libres de los productos de descomposicion térmica y de contaminantes (Ferhat, et al, 2006).

1.4 CONTROL DE CALIDAD DE LOS ACEITES ESENCIALES

Existen diferentes métodos para el control de la calidad de los AE, entre los cuales se encuentran los
métodos fisicoquimicos que permiten determinar propiedades macroscopicas de la mezcla como son
su densidad, solubilidad en etanol, indice de refraccion, entre otras.

1.4.1 indice de refraccion. El indice de refraccion de una sustancia transparente, mide la relacion
entre la velocidad de la luz en el vacio y la velocidad de la luz en el interior de la sustancia. Se usa
para la identificacion y determinacion de la pureza de un compuesto y para el analisis de la
composicion de mezclas binarias homogéneas de constituyentes conocidos. Esta propiedad sirve
para controlar la pureza y la calidad debido a que cada tipo de AE posee un indice de refraccion

caracteristico (Bandoni, 2000) la norma I1SO 280:1998 exige su medicion.

1.4.2 Solubilidad. Los aceites se disuelven bien en solventes organicos tales como benceno,
pentano, éter de petréleo, etc. En cambio, se obtienen grandes diferencias de solubilidad en alcohol
al 70 — 90% (Bandoni, 2000). Si bien los AE son solubles en medio no polar, también suelen tener
una solubilidad alta en etanol, lo que es ampliamente explotado en la elaboracién de fragancias

(Pomilio, et al, 1985). La norma internacional que rige esta determinacion es la ISO 875:1999.

1.4.3 Densidad. La determinacion de la densidad permite algunas veces deducir acerca de la
composicion de los aceites. Los AE que tienen densidades mayores de 1,0 g/cm3 contienen
principalmente fenoles o sus derivados y ésteres; los de densidad méas baja son ricos en
hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos (Bandoni, 2000). La densidad se mide de acuerdo
con la norma I1SO 279:1998.
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Los parametros analiticos utilizados en el control de calidad de los AE, se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros analiticos utilizados en el control de calidad de los AE.

Caracteristicas Determinacion
Organolépticas Olor, Apariencia y Color
Densidad
Rotacion dptica
Determinaciones fisicas y quimicas Indice de refraccion

Miscibilidad en etanol
Punto de congelacion
Punto de inflamacion
Rango de destilacion
indice de acidez

indice de éster

indice de saponificacion
indice de acetilo

indice de fenoles

Caracteristicas cromatograficas Perfil cromatografico por CG
Cuantificacion principales componentes

Espectroscopicas Ultravioleta — visible- Infrarrojo

Otras determinaciones Pesticidas - Metales pesados

Fuente: Bandoni, 2002.

1.4.5 ANALISIS QUIMICO DE LOS ACEITES ESENCIALES

Para la produccion y comercializacién de un AE se deben considerar los siguientes parametros: el
estudio de factibilidad de su produccion, la aplicacién especifica que se le quiere dar y la
determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas, todas ellas son necesarias para
establecer las normas de calidad que debe cumplir en el mercado mundial. Para satisfacer estas
normas es necesario estudiar las variables que afectan su composicién como son: el método de
cultivo, condiciones geobotanicas, métodos de extraccion, época de recoleccion, partes de la planta
que se utilizaron, métodos de almacenamiento, manejo de material vegetal, edad y actividad
bioldgica. Estos aspectos de composicion y parametros de calidad se obtienen a través de diferentes
métodos de separacion, identificacion y cuantificacion. (Bandoni, 2000; Jirovetz, 2006, Guenter,

1995; Ray, 2002). EI método de analisis de los AE que posee mayor aplicacién a nivel mundial esta
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fundamentado en la cromatografia de gases en columna capilar usando detectores convencionales,

como el de ionizacién en llama (FID) y selectivo de masas (MSD) (Bandoni, 2000, Stashenko, 1998).

1.4.5.1 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (CG) es una técnica de separacion, fundamentada principalmente en
fendmenos de reparticion del analito entre dos fases; una movil, constituida por un gas
preferiblemente inerte (helio, argén, hidrégeno, nitrégeno); y otra estacionaria, constituida por un
solido o liquido soportado sobre las paredes de la columna. El cromatdgrafo consta de un sistema de
inyeccion que permite introducir la muestra en la columna y un sistema de deteccion de las
diferentes sustancias a medida que éstas van saliendo de la columna. La columna se coloca en un
horno con temperatura regulable y programable, lo que permite influir de forma decisiva sobre la
separacion de los componentes de la mezcla (Baharum et al., 2010; Granados et al., 2012; Matiz et
al., 2012).

Las columnas mas utilizadas actualmente son de tipo capilar y estan constituidas por un tubo de
silice fundido de 0,25 mm de didmetro y 25 a 60 m de largo; estas columnas proporcionan una alta
resolucion y permiten separar los componentes de las mezclas que componen el analito por su
polaridad y peso molecular. En el andlisis de los AE son muy utilizadas las que contienen como fase
estacionaria polietilenglicol (CARBOWAX 20m), que es una fase polar; y poli(dimetilsiloxano) (DB-1,
HP-1, DB-5) que es una fase no polar (Baharum et al., 2010). La parte mas importante del sistema
cromatografico es la columna, y su eleccidn esta regida por la naturaleza de las muestras que se
pretenden analizar. En la eleccion siempre se debe considerar que La polaridad de la fase
estacionaria, el diametro y la longitud de la columna influyen directamente sobre la eficiencia de la

separacion y el tiempo requerido para realizar el analisis (Stashenko et al., 2010).

En los analisis de los componentes de un AE mediante cromatografia gaseosa se utiliza como
parametro de medicion la comparacion de los tiempos de retencion (tr) de cada uno de los analitos,
o tiempo transcurrido entre la inyeccién de la muestra y la aparicién del pico cromatografico, con los

tr de los compuestos utilizados como patrones o estandares de referencia. Los tiempos de retencion
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dependen de la técnica de inyeccién, las variaciones de temperatura, el flujo de los gases de

arrastre, el tipo de columna seleccionado y el disefio del equipo (Stashenko et al., 2010).

Los indices de retencién proporcionan informacion respecto a la identidad de los componentes, pero
ésta no puede basarse exclusivamente en ellos, ya que muchas moléculas poseen indices de
retencion similares. Por esto es necesario aplicar otra técnica que brinde mas informacién estructural
como la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (CG-EM) (Stashenko et al.,
2010).

1.4.5.2 Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (CG-EM)

Es una herramienta analitica muy eficiente para el estudio de la composiciéon de los AE, y muy
adecuada para la identificacién de cada uno de sus componentes. La inyeccidn de la muestra puede
hacerse directamente al cromatdgrafo, sin ningun tratamiento previo, debido a que los componentes
de los AE son regularmente de bajo peso molecular y relativamente volatiles; este es un aspecto
importante ya que se eliminan en gran medida las posibles modificaciones en la composicidn y/o la
estructura de los constituyentes. En el cromatografo, los componentes de la muestra se separan y
pasan al espectrébmetro de masas, permitiendo registrar el espectro de cada una de las sustancias
presentes en el AE. De esta forma los constituyentes de la muestra se pueden identificar mediante
los patrones de fragmentacién que se observan en sus espectros de masas (Masada, 1997; Bauer,
et al, 2001; Lawrence, 2003)

1.4.5.2.1. Espectrometria de Masas (EM)

La espectrometria de masas comprende el estudio de los fragmentos ionizados (iones-radical),
provenientes de la ionizacion de compuestos puros, generados en la cdmara de ionizacion del
equipo de EM. Los iones obtenidos se aceleran mediante campos eléctricos y son enviados hacia el
analizador de masas, donde son discriminados de acuerdo a la relacion masa/carga (m/z) que cada
uno posee y se registran de acuerdo con su abundancia o corriente idnica parcial. Este registro se
conoce como espectro de masas (EM) y es caracteristico para cada compuesto en particular (Grob,

1995; Masada, 1997; Lawrence, 2003). El equipo de masas esta conformado por un sistema de alto
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vacio, una camara de ionizacion, un analizador de masas o separador de iones, y un detector
acoplado a un sistema de amplificacion y registro, las sefiales se obtienen en forma de una gréfica,
denominada (EM) (Grob, 1995; Masada, 1997; Lawrence, 2003).

Para la obtencién de los iones-radical, se utiliza frecuentemente la ionizacién electronica (IE). En
esta técnica, se emplea con regularidad un haz de electrones con una energia cercana a 70 eV,
producidos por emision termoi6nica desde un filamento de tungsteno. El haz de electrones interactia
con las moléculas que llegan a la camara de ionizacion, y la energia transmitida por el haz de
electrones produce la ionizacion y subsiguiente fragmentacion de las moléculas de la muestra (Grob,
1995; Lawrence, 2003).

La identificacién de los componentes del AE se realiza a través de comparacién de los indices de
retencion de las sustancias patron, obtenidos en dos fases estacionarias, polar y apolar, con los
indices de Kovats experimentales calculados para los componentes del AE  (Bauer, 2001,
Shibamoto, 1981, Ray, 2002), y mediante los diferentes patrones de fragmentacion que se observan

en sus espectros de masas (Masada, 1997; Satinder, 2003; Kitson, et al, 1996, Lawrence, 2003).

1.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Durante los ultimos afios, se ha estudiado la influencia que tienen los radicales libres (RL) como
promotores de un gran nimero de enfermedades (Gutteride, et al, 1994; Young and Woodside,
2001) y del deterioro de los alimentos grasos. La oxidacion de los componentes lipidicos de un
alimento (regularmente acidos grasos Yy triglicéridos) es conocida como rancidez oxidativa o
peroxidacion lipidica; es una de las reacciones que deterioran y afectan de forma importante la
calidad de varios alimentos. La rancidez oxidativa es iniciada por RL del oxigeno o por el ataque del
oxigeno molecular a los RL preformados en los &cidos grasos poliinsaturados que forman parte de

las grasas y aceites (Stashenko et al., 2010).

La peroxidacion lipidica iniciada por los RL causa muchos dafios a nivel biolégico, entre los cuales
se destacan la ateroesclerosis (Iwakami, 1965), enfermedades del higado (Suematsu, et al, 1982),
diabetes (Saito, 1979), y envejecimiento (Sagai, 1980). Los peroxidos lipidicos y sus productos

secundarios conocidos como “compuestos carbonilicos reactivos”, también causan dafios biolégicos
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significativos, entre ellos se destacan los aldehidos como el formaldehido, acetaldehido,
malonaldehido (MA) y el 4- hidroxinonenal, debido a que son reconocidos como mutagénicos y

carcinogénicos (Chaudhary, et al, 1994; Esterbauer, et al, 1991; Marnett, et al, 1985).

La peroxidacion puede ser prevenida o retrasada por los antioxidantes, los cuales son sustancias
organicas de origen sintético o natural que actuan como atrapadores de los RL del oxigeno
involucrado en la oxidacion de los &cidos grasos (Gutteridge and Halliwell, 1994; Percival, 1998). Los
antioxidantes sintéticos son los mas utilizados; entre ellos, se destacan el hidroxibutilanisol (BHA o
aditivo alimentario E-320), que es una mezcla de los isémeros 2-tert-butil-4-hidroxianisol y 3-tert-
butil-4-hidroxianisol, el butirato de hidrotolueno (BHT o aditivo alimentario E-321) y la ter-
butilhidroquinona (TBHQ o aditivo alimentario E-319) (Namiki, 1990; Sherwin, 1976; Pokorny, et al,
2001); sin embargo, existe mucha preocupacion respecto a sus efectos nocivos para la salud tanto
humana como animal, debido a su potencial accion carcinogénica y a problemas relacionados con
toxicidad (Namiki, 1990; Valenzuela and Nieto, 1996; Ford, et al, 1980). Esta situacion ha estimulado
la investigacion sobre sustancias de origen natural que posean actividad antioxidante potencial
(Valenzuela and Nieto, 1996).

Dentro de los antioxidantes de origen natural més estudiados, se encuentran: derivados de &cidos
fendlicos, flavonoides, terpenos, tocoferoles, fosfolipidos y acidos organicos polifuncionales (Dugan,
1980; Wanasundara, et al, 1994). De igual forma, se ha estudiado la importancia del consumo de
frutas y vegetales, y su influencia en la disminucion de las enfermedades cardiovasculares,
cerebrovasculares y cancer, debido a que estos productos agricolas poseen antioxidantes,
especialmente vitaminas, como el acido ascérbico (Vitamina C), a-tocoferol (Vitamina E) y el -
caroteno (Ames, et al, 1990; Percival, 1998; Valenzuela and Nieto, 1996; Valgimigli, et al, 1999;
Willett, 1994).

El interés por los antioxidantes naturales también ha llevado a evaluar las propiedades de algunos
AE (Zygadlo, et al, 1995; Six, 1994) y extractos vegetales (Atoui, et al, 2005; Cao, et al, 1996). De
forma muy general se ha observado en estos materiales que la mayor actividad antioxidante se

encuentra en fracciones que contienen tocoferoles (Jung and Min, 1990; Bruun-Jensen, et al, 1994),
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carotenoides (Jung and Min, 1991) y otros compuestos fendlicos diferentes a los tocoferoles
(Budowski, 1964; Wu, et al, 1994).

1.6.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

En la actualidad se han desarrollado un gran numero de métodos para evaluar la capacidad
antioxidante total de alimentos, suplementos dietarios, extractos vegetales o compuestos puros. Sin
embargo, pocos de ellos se utilizan con regularidad debido a limitaciones relacionadas con los
requerimientos metodoldgicos y la seleccion de las fuentes de radicales libres (Prior, et al., 2005;

Schauss, et al., 2006). Las evaluaciones fundamentadas en el uso de radicales como el DPPH y
ABTS-* son considerados por la comunidad cientifica como los métodos espectrofotométricos mas

comunes utilizados para la determinacién de la capacidad antioxidante de alimentos, bebidas y
extractos vegetales (Bendini, et al., 2006), debido a que los procedimientos requeridos en estas
metodologias son simples, rapidos, sensibles y reproducibles (Ozcelik, et al, 2003). Los
antioxidantes pueden desactivar los radicales por dos mecanismos principalmente: transferencia de
atomos de hidrégeno y transferencia de electrones. Los resultados finales son los mismos
independientemente del mecanismo, pero la energia cinética y potencial de las reacciones difieren
(Prior, et al., 2005; Antolovich, et al., 2002; Moon y Shibamoto, 2009).

1.6.1.1 Métodos que miden la capacidad para secuestrar radicales

Existen algunos métodos que miden la capacidad para secuestrar los radicales formados en los
procesos de peroxidacion lipidica. Uno de ellos consiste en medir la concentracion de antioxidante
requerido para secuestrar el 50% de los radicales en un tiempo determinado. Los radicales

comunmente utilizados son el 2,2-difenil-1- picrilhidracilo (DPPH?) y &cido 2,2'-azino-bis-(3-

etiltiazolinabencenosulfénico- 6) (ABTS"").

1.6.1.2. DPPH (Ensayo actividad antiradicalaria)

Es un ensayo sencillo y muy sensible; el radical DPPH es un radical de nitrégeno organico disponible
comercialmente (Brand, et al., 1995). El efecto antioxidante es proporcional a la desaparicién del
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radical DPPH en las muestras que se estan analizando. El monitoreo del radical DPPH se realiza
con un espectréfotometro UV y se ha convertido en un método muy utilizado, el A maximo de
absorcion se presenta a 515 nm (Moon y Shibamoto, 2009). En la reaccion, la coloracion del DPPH
cambia de purpura a amarillo debido a la absorcion de un atomo de hidrégeno desde el antioxidante
(Figura 1). Esta reaccién es estequiométrica con respecto al nimero de atomos de hidrogeno
absorbidos y la actividad antioxidante de la muestra se expresa en términos de micromoles (umol)
equivalentes de Trolox por cada 100 g de muestra (TE/100 g). Los resultados se reportan como ICsy,
refiriéndose a la cantidad de antioxidante necesario para disminuir la concentracion inicial del radical
DPPH hasta un 50% (Moon y Shibamoto, 2009). El efecto antioxidante también puede ser evaluado
usando resonancia paramagnética electronica (RPE); en esta técnica se realiza un “conteo” de los
radicales presentes en la mezcla del DPPH con una muestra cualquiera que se quiera estudiar. La
disminucion de los radicales DPPH en el tiempo es una medida del efecto antioxidante. En esta
metodologia los resultados son presentados en términos de "equivalentes de Trolox" (Huang et al.,
2005).

Antioxidante
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Figura 1. Reaccion de transferencia de electrones del compuesto polifendlico (A) sobre el radical
DPPH. (Moon y Shibamoto, 2009).
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1.6.1.2.1 Cation-radical ABTS*

El efecto protector de los AE y de las sustancias de referencia se determina, entre otros, por el
método descrito por Re R. et al. (1999), el cual se fundamenta en la capacidad que tienen algunos
compuestos para atrapar radicales, i.e. ABTS*. La técnica se usa ampliamente para muestras
bioldgicas, alimentos, compuestos puros o extractos de plantas de naturaleza hidrofila o lipofilica
(Kuskoski, et al., 2005; Re et al. 1999).

EI ABTS**es un cromdgeno artificial que presenta un espectro ultravioleta (UV) con tres maximos de

absorbancia a 414, 752 y 842 nm en medio acuoso, y a 414, 713, 873 nm en medio etanolico (Re, et
al, 1999; Nenadis, et al, 2004; Branchi, et al, 2005). La reduccién del cation-radical depende de la

concentracion del antioxidante y del tiempo de reaccidn. El grado de decoloracion permite conocer el
porcentaje de inhibicidn del cation radical ABTS* en funcion de la concentracion y el tiempo, y es

calculado con respecto a la concentracion del Troloxe, utilizado como estandar bajo las mismas
condiciones (Nenadis, et al., 2004; Branchi, et al., 2005).

Ambos radicales (DPPH y ABTS+), generalmente presentan excelente estabilidad bajo las
condiciones de las evaluaciones y exhiben importantes diferencias en sus respuestas frente a las
concentraciones de varios antioxidantes El cation radical nitrogenado es generado por la oxidacion

del ABTS con persulfato de potasio, (Re et al., 1999; Nenadis, et al., 2004), como se aprecia en la

Figura 2.
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Figura 2. Generacion del cation-radical ABTSt. Re R. et al. 1999; Nenadis, et al., 2004).
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1.6.1.2.2 ORAC (Capacidad de absorbancia del radical oxigeno)

Este método permite medir la inhibicion del antioxidante causada por el radical pirdxilo que induce
oxidaciones; por lo tanto, a medida que la molécula fluorescente (fluoresceina) es atacada y dafiada
por los radicales, se va perdiendo su fluorescencia. La funcion de los antioxidantes es la de proteger
las moléculas que tienen tendencia a oxidarse, y cuanto mas capacidad antioxidante tiene un
compuesto o alimento mayor es la capacidad de mantener la emision de luz por parte de la molécula
fluorescente. El grado de proteccidon frente a la oxidaciéon se cuantifica con un medidor de
fluorescencia y se reporta en términos de "equivalentes de Trolox" (TE) (Ou, et al., 2002; Huang et
al., 2005).

En el anélisis se utiliza la proteina B-ficoeritrina fluorescente como un sustrato oxidable y AAPH (2
azobis (2 amidino-propano) dihidrocloruro) como generador de radicales peroxilo o radicales
hidroxilo (Figura 3). Si se emplea el cobre como generador de radicales no se puede utilizar el Trolox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) como estandar de referencia debido a que
este puede interaccionar como un pro-oxidante con el cobre. En la cuantificacién de la respuesta se
utiliza la técnica de medicion del area bajo la curva de descenso de la actividad antioxidante (AUC).
Por lo tanto, en la medicién se combina tanto el porcentaje de inhibicién como el periodo de
inhibicion a lo largo del tiempo producido por los antioxidantes en estudio. Esta evaluacion se puede
adaptar para medir la capacidad antioxidante de materiales tanto lipofilicos como hidrofilicos (Prior et
al., 2005; Zuleta et al., 2009).
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Antioxidante

Producto estable
(pérdida fluorescencia)

Figura 3. Reaccion del radical AAPH durante el ensayo ORAC. (Prior et al., 2005; Zuleta et al.,
2009)
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1.7 GENERALIDADES DEL OREGANO (Origanum vulgare)

El orégano es un vegetal herbaceo, que forma un pequefio arbusto y crece hasta 80 cm,
perteneciente a la familia lamiaceae (labiatae), conocidas también como labiadas. Los tallos son
erectos, filosos y aromaticos; las hojas ovales, pecioladas, dentadas o enteras; las flores pueden ser
rosadas, violaceas o blancas de hasta 7 mm, reunidas en inflorescencias redondeadas terminales y
los estambres son sobresalientes (http://www.herbotecnia.com.ar/exotica-oregano.html; consultado
Septiembre 28 de 2012). Con base en criterios morfologicos el género Origanum se ha clasificado en

3 grupos, 10 secciones, 38 especies, 6 subespecies y 17 hibridos (Skuola, 1999).

En Colombia, esta planta se puede encontrar como cultivo principalmente en los departamentos de
Antioquia, Cundinamarca y Narifio: En la Tabla 2 se compila alguna informacién relacionada con la

superficie cultivada y la distribucion geografica del orégano en Colombia.

Tabla 2. Superficie Cultivada y Distribucion Geografica del Cultivo de Orégano en Colombia.
Tomado de: http://cadenahortofruticola.org.

Superficie Cultivada y Distribuciéon Geogrifica

Area
Departamento Cos. Produc. Rend.

(Has) (Ton) (Ton/Ha)

Antioquia 92,2 23,4 1,3 Narino
2% Cundinamarca

Narino 1,6 6,8 4,1 )%

Cundinamarca 0,4

Total Q4 132 Al
ANToQq.

Q8%

El rendimiento y la calidad de los AE del orégano son muy dependientes de las condiciones de
temperatura, altitud, pH, humedad relativa y clima del suelo. En la Figura 4 se compila alguna

informacion relacionada con los requerimientos del cultivo del orégano.
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http://www.herbotecnia.com.ar/exotica-oregano.html

Temperatura Optima 18 24°C
Humedad Relativa ~ 70%

PH Tolera el PH Alcalino.
Altitud 1500 a 3000 msnm
Clima  Suelo Tiene éxifo en casi fodos los fipos de suelo ricos en materia

organica y con buen drenaje, de preferencia no salinos; en los
suelos arcillosos la longevidad se reduce. Los mayores rendimien-
fos en aceife esencial se obtienen en zonas bien soleadas y cuya
alfitud no sea excesiva. Crece espontaneamente donde el clima
sea enfre templado y subtropical, no demasiado seco. Resiste
bien las heladas, sobre fodo el orégano rojo (la spp. vulgare) y
ambos mucho mas resistentes que €l O. majorana. (Infoagro)

Figura 4. Condiciones oOptimas para el cultivo del Orégano. Tomado de:
http://cadenahortofruticola.org).

El consumo de orégano en Colombia es aproximadamente de 11 toneladas al afio; y en el mercado
internacional algunos paises como Peru, Ecuador, Venezuela y Estados Unidos, desde el afio 2000,
comenzaron a ser tanto exportadores como consumidores.

(http://cadenahortofruticola.org/admin/bibli/310cap_7oregano.pdf; septiembre 30 de 2012).

Como se menciond anteriormente, la composicién y la calidad de los metabolitos secundarios de
estas plantas dependen de los factores climaticos, la altitud, la época de cosecha, y su estado de
crecimiento (Tabla 3). Por lo anterior, el estudio de estos factores y su influencia en el cultivo son de
gran importancia para lograr un mejor aprovechamiento y explotacion (Kokkini, 1997 y Arcila, et al.,
2004).
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Tabla 3. Caracteristicas de varios tipos de

orégano.
. L . . Luz Color de
Nombre Cientifico Nombre Comun Hojas Altura(cm) Suelo
solar las flores

Origanum Orégano Sirio Perennial 30,48 Bien drenado Sol Blanco
syriacumOriganum maru 60,96

Origanum onites Orégano de Creta Perennial 5,080 Sol Blanco

Origanum dictamus Dittany de Creta Tender 30,48 Bien drenado Sol Rosado
perenial 38,10

Origanum vulgare Mejorama dorada Perennial 7.620 Bien drenado Sol Blanco
aureum trepadora 20,32

Origanum vulgare hirtum| Orégano Griego Perennial 30,48 Bien drenado Sol Blanco
45,72

Origanum laevigatum Orégano Perennial 5,080 Bien drenado Sol Purpura

“Herrensausen” Herrenhausen

Origanum laevigatum Orégano Purpura Perennial 30,48 Bien drenado Sol Purpura
“Hopleys™ 38,10

Origanum majoricum Crégano ltaliano Perennial 30,48 Humedo, Sol y Blanco

38,10 bien drenado| sombra

Origanum kaliteri Orégano Kaliteri Tender 30,48 Bien drenado Sol Blanco
perennial 60,96

Origanum rotundifolium | Orégano hermoso 38,10 Seco a Sol Rosado

cv humedo

Lippia graveolens Orégano Mexicano Tender 5,080 Bien drenado Sol Blanco
perennial 7,620

Origanum majorana Orégano Siciliano o Tender 20,32 Humedo, Sol Blanco

mejorama dulce perennial 25,40 bien drenado

Fuente: Kokkini, 1997

1.7.1 Composicion quimica de los aceites esenciales del orégano

Muchas especies de orégano poseen abundantes AE y en ellos predominan los monoterpenos, los

cuales son considerados como los responsables de las fragancias y las sensaciones de olor y sabor

que presentan estas plantas. Los monoterpenos se clasifican aproximadamente en 35 grupos que

son estructural y bioldgicamente muy diferentes. En algunas especies se encuentran cantidades

significativas de timol y/o el carvacrol, los cuales son compuestos fendlicos naturales considerados

como antioxidantes, agentes antifungicos, antibacteriales, acaricidas, analgésicos, antiacné,
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antiespasmadicos, desodorantes, dermatigenicos, expectorantes, insecticidas, larvicidas, pesticidas
y vermicidas. Estos compuestos se encuentran presentes en cantidades significativas en los AE
obtenidos de algunas especies de los géneros Thymus, Origanum, Satureja, Thymbra y Lippia
(Duke, 2002).

Los principales quimiotipos de la especie O. vulgare contienen en sus AE carvacrol y timol
originados por enzimas especificas que dirigen su biosintesis. Asi por ejemplo, se encontr6 que los
compuestos quimicos presentes en mayor concentracion en el aceite esencial del orégano mexicano

(Lippia berlanderi Schauer) son el timol y el carvacrol. (Arcila, et al., 2004).

Otras especies como el Orégano vulgare subsp. hirtum (conocidas comercialmente como orégano
griego) tienen altos contenidos de fenoles en sus AE, encontrandose que el carvacrol y el timol
representan el 78.27% de su contenido. Otros componentes presentes son los monoterpenos
hidrocarbonados, y-terpineno y p-cimeno con un 5,54 y 7,35% del total del aceite, respectivamente
(Granados et al., 2012).

La subespecie O. wulgare sp. hirtum es la mas estudiada, especialmente con relacién a la
composicion y calidad de su AE, y por su importancia comercial. Se han encontrado rendimientos de
AE en la hoja seca entre 2 y 6%, porcentajes altos que se ven afectados por la altitud y la época de
recoleccion, siendo muy bajo en el otofio (Granados, et al., 2012). Los compuestos mayoritarios
encontrados en O. vulgare sp. hirtum son el carvacrol, timol, p-cimeno y y-terpineno; sin embargo, en
diversos estudios realizados por cromatografia de gases/espectrometria de masas se han
identificado de 16 a 56 compuestos diferentes. (Martinez, 2003). Estos componentes también se han
encontrado en O. dictamnus y se sabe que otras especies como O. scabrum y O. microphyllum
contienen respectivamente alrededor de 28 y 41 compuestos diferentes. En el AE del orégano que
crece en forma silvestre se ha encontrado la presencia dominante de carvacrol y timol. Se ha
observado en otros estudios que un incremento en los porcentajes de timol provoca una disminucion
en el contenido de carvacrol. De igual manera, los hidrocarburos monoterpenoides y-terpineno y p-
cimeno estan presentes de manera constante en los aceites esenciales, pero siempre en cantidades

menores a las de los dos fenoles. (Arcila, et al., 2004).
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En el aceite del orégano silvestre cultivado en hidroponia y adicionado de fosforo, se han identificado
46 componentes, entre ellos carvacrol y el p-cimeno. Al mismo tiempo, se observé un incremento en
el porcentaje de p-cimeno y una disminucion en carvacrol cuando se compard con el aceite de

plantas enriquecidas con nitrégeno (Martinez, 2003).
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Figura 5. Algunos compuestos presentes en los aceites esenciales de orégano (Arcila et al., 2004).

Los AE de las especies de Lippia contienen limoneno, B-cariofileno, p-cimeno, canfor, linalol, o-

pineno y timol, los cuales pueden variar de acuerdo al quimiotipo (Figura 5) (Arcila et al., 2004).

Una caracteristica sobresaliente del genero Lippia es la diferencia que se observa en la composicion
del AE reportado para la misma especie proveniente de diferentes origenes geogréficos. Sin
embargo, vale la pena sefialar que los aceites obtenidos de la misma especie cultivada en una eco-
region especifica, mantienen constante su composicion durante el tiempo (Soler, et al., 1986; Souto,
etal., 1996y 1997), y se ha encontrado que en el género Lippia la especie dulcis biosintetiza mono y
sesquiterpenoides lo cual es indicio de diversidad genética. En consecuencia, la cria y seleccion de
cultivares de especies silvestres potencialmente productoras de aceites valiosos parece ser un area
de investigacion prometedora. Por otro lado, la literatura sobre los componentes no volatiles de
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Lippia es escasa y fragmentada, predominando los flavonoides de tipo flavona. Los estudios
comparativos sobre el patrén de flavonoides puede ser util para establecer relaciones a nivel de

subgéneros en diferentes especies (Kintzios, 2002).

Es evidente que la quimica de las especies de Lippia ha sido en gran parte dedicada al estudio de
los AE. Sin embargo, se puede anticipar que las investigaciones sobre iridoides, que son
considerados los marcadores quimiotaxonémicos de las Verbenaceae, igualmente requieren de
otros estudios sobre los metabolitos secundarios no volatiles como las naftoquinonas, los cuales
seran necesarios para aclarar algunos interrogantes quimiotaxonomicos de este género que es muy
complejo (Kintzios, 2002). En los extractos metanolicos obtenidos de hojas de L. graveolens se han
encontrado los iridoides: loganina, secologanina, secoxiloganina, dimetilsecologanosido, &cido
loganico, acido 8-epi-loganico, carioptosido; los flavonoides naringenina, pinocembrina, lapachenol e
icterogenina, entre otros compuestos (Martinez, 2003). En la Figura 6, se presentan las estructuras
quimicas de algunos de los compuestos encontrados en el orégano (Martinez, 2003; Arcila et al.,
2004).
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Figura 6. Flavonoides usuales presentes en las plantas de orégano. . (Martinez, 2003; Arcila et al.,
2004).
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1.7.2 Actividad bioldgica de los componentes del orégano

Dentro de las actividades biologicas del orégano (género Origanum y Lippia) se encuentran la
actividad antimicrobiana, antiparasitaria, estrogénica, antigenotoxica, insecticida y antioxidante. La
principal es su capacidad antioxidante, encontrada especialmente en especies del género Origanum.
La funcion antioxidante que pueden cumplir diversos compuestos en los alimentos ha atraido mucha
atencién en relacion con el papel que pueden desempefiar en la prevencion de las enfermedades
cuando se adicionan a la dieta alimenticia (Kahkonen et al., 1999). En algunos estudios realizados
sobre especias se han aislado una amplia variedad de compuestos fendlicos que pueden actuar
como antioxidantes y mediante estos se ha llegado a postular que el efecto antioxidante encontrado
en algunas las plantas se atribuye a la presencia de grupos hidroxilo como sustituyentes en los

compuestos fendlicos (Granados et al., 2012).

El aceite esencial de O. wulgare tiene actividad antiradicalaria y esta propiedad se atribuye a los
fenoles carvacrol y timol (Granados et al., 2012). Varios investigadores confirman el potencial
antioxidante de los extractos y los AE obtenidos de diferentes variedades de orégano (O.vulgare, O.
compactum, O. majorana) (Baratta et al., 1998). Lecona et al. (2003) evaluaron el potencial
antioxidante del AE de orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth) obtenido de las hojas secadas a
la sombra y al sol, los resultados muestran que la mejor actividad antioxidante, determinada con el

método del B-caroteno, se obtuvo con el aceite proveniente de las hojas secadas a la sombra.

Las propiedades antioxidantes de los AE utilizando especies animales han sido abordados por
Youdim y Deans (1999, 2000), utilizando ratas alimentadas con dietas enriquecidas con aceite de
tomillo y timol. Se ha observado que estos animales mantienen altos niveles de acidos grasos
polinsaturados en las fracciones fosfolipidicas provenientes de los diferentes tejidos. Estos
suplementos actan como un atrapador de radicales libres e influyen en el sistema de defensa
antioxidante in vivo en el animal. En otros estudios realizados con gallinas ponedoras, se observéd
que hay disminucion en la oxidacion lipidica de la yema de los huevos provenientes de los animales
suplementados con timol y que ha sido almacenada bajo refrigeracion; las mediciones se realizaron
determinando la formacién de malondialdehido, prolongando el tiempo de almacenamiento y

reduciendo o eliminando la necesidad de una estabilidad oxidativa adicional (Botsoglou et al., 1997).
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Se ha considerado que el timol y el cimeno-2,3-diol son los responsables de la actividad antioxidante
del tomillo y se ha determinado la concentracion de estos metabolitos en los huevos colectados
durante un periodo de alimentacion de 24 dias; se observo que aproximadamente el 0,004% de
cimeno-2,3-diol y 0,006% de timol se transfirieron a la yema del huevo después de 12 dias de
alimentacion, y los compuestos desaparecieron tan pronto se suspendié la ingesta (Krause y Ternes,
1999). La suplementacién dietaria con hierbas y sus extractos son una estrategia simple y muy
conveniente para introducir antioxidantes naturales en la comida de las aves. Los resultados
presentados en éstos estudios muestran un aumento en la capacidad antioxidante de los tejidos de
los pavos, como un resultado de la suplementacion dietaria con aceite de orégano y /o acetato de a-
tocoferol. La inclusion del AE de orégano en una proporcion de 200 mg/kg de dieta fue mas efectiva
en inhibir la oxidacién lipidica que la inclusion de solamente 100 mg/kg, la cual fue equivalente a la
inclusion de 200 mg/kg de acetato de a-tocoferol (Botsoglou et al., 2002; Botsoglou et al., 2003;
Papageorgiou, et al., 2003). Por otro lado, Marcincak et al. (2008) demostraron que la adicion del AE
de orégano en las dietas alimenticias de los pollos fue mas efectivo en el retardo de la oxidacion al

ser comparada con la dieta control.

1.8. ESPECIES DE OREGANO DE LA ZONA NORTE DEL DEPARTAMENTO DE BOLIVAR:
OREGANO (Origanum vulgare)) OREGANO “BORDE BLANCO” (Origanum vulgare ssp) Y
OREGANITO (Lippia alba Mill)

1.8.1 Estudio Botanico

El orégano, cuyo nombre cientifico es Origanum vulgare, pertenece a la familia lamiaceae
(labiatae). Es una planta herbacea vivaz muy aromatica; sus hojas (tanto frescas como secas) se
emplean como condimento en numerosas recetas culinarias por el excelente sabor que le confieren

a las comidas.

Con base en criterios morfolégicos, el género Origanum se ha clasificado en 3 grupos, 10 secciones,
38 especies, 6 subespecies y 17 hibridos (Skuola, 1999). Lawrence (1998) considera que el orégano
que se utiliza comunmente con propoésitos culinarios se puede agrupar en cuatro grupos: el griego
(Origanum vulgare spp. Hirtum (Link) letswaart), el espafiol (Coridohymus capitatus (L.) Hoffmanns y

Link), el turco (Origanum onites L.) y el mexicano (Lippia graveolens Kunth) (Russo 1998).
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e Nombre cientifico: Origanum vulgare (Figura 7)

e Familia: Lamiaceae (Labiadas).

e Otros nombres populares: Marjolaine sauvage (Francés), Wild marjoran (Inglés) Origano
comune (Italiano) Dost, wilder Majoran (Aleman).

e Lugar de origen: Europa central, meridional y Asia central.

La planta Lippia alba Mill N.E. Brown ex Britton & Wills, es un sub-arbusto muy aromatico,
ampliamente distribuida y crece espontaneamente en América Central y del Sur (Gupta, 1995). La
planta es conocida también como Lippia geniculata HBK o Lantana alba Mill, y en Colombia por sus
nombres populares “Pronto alivio” (Antioquia), “Curatodo”, Orégano de cerro” (Magdalena) y

oreganito (Bolivar).

e Nombre cientifico: Lippia alba mill ( Figura 7)
e Familia: Verbenaceae

e Otros nombres populares: oreganito (departamento de Bolivar)

Esta especie se ha empleado para aliviar enfermedades estomacales y como antiespasmaodica, se
consume en infusion en forma de te; también se ha usado como sedante, desinfectante, diaforética y
emenagoga (Garcia Barriga, 1992). La planta se caracteriza por su olor intenso y penetrante y
contiene de 0.1 a 1.2% de aceite volatil. La composicién quimica del AE de L. alba depende
sensiblemente del origen geografico, de las condiciones de cultivo, la edad y la parte de la planta
empleada para la extraccion; igualmente también influyen otros factores geoboténicos; lo anterior
queda evidenciado con los trabajos realizados sobre la composicién quimica de L. alba en
Guatemala (Senatore et al., 2001), India (Bahl et al., 2000, 2002), Uruguay (Lorenzo et al., 2001),
Cuba (Pino, et al., 1997) y Brasil (Zoghbi et al., 1998).

41




Figura 7. Especies y subespecies de orégano cultivadas en la Zona Norte del departamento
de Bolivar. A: Orégano (Origanum vulgare), B: Orégano Borde Blanco (Origanum Vulgare
ssp) y C: Oreganito (Lippia alba)

1.9 PALMA DE ACEITE (Elaeis guineensis)

1.9.1. Generalidades

El aceite de palma obtenido de los frutos de la especie Elaies guineensis, conocida como palma
africana o palma de aceite, constituye la segunda fuente mas abundante de aceite vegetal a nivel
mundial (Cottrell, 1991) contiene entre 500 a 2000 mg de caroteno/kg y aproximadamente 500 mg
de tocoferoles y tocotrienoles (Go SH, et al., 1985, Nagendran, et al., 2000), y un alto contenido de

antioxidantes solubles en agua: acidos fendlicos y flavonoides (Sundram, et al., 2003).

La palma de aceite es una planta tropical propia de climas célidos que crece en tierras por debajo de
los 500 metros sobre el nivel del mar. Su origen se ubica en el golfo de Guinea en el Africa
occidental, de ahi su nombre cientifico Elaeis Guineensis Jacq. y su denominacién popular: palma

africana de aceite (Meunier, et at., 1976).

Los estudios realizados por el Ministerio Agricultura y Desarrollo Rural de la Republica de Colombia,
presentados en su boletin numero 2 de febrero del afio 2010, indican que la produccién del aceite de
palma en el afio 2009, fue de 802.000 toneladas, y ha tenido una produccion creciente del 60% en
los ultimos 10 afios; la produccion mundial referida al afio 2012 alcanzé 974 toneladas (Fedepalma,
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2013), los mayores productores son Indonesia y Malasia con el 85% de la produccion mundial, le
siguen en orden de importancia Tailandia, Colombia (2.0% de la produccién total), Papua, Nueva

Guinea, Costa de Marfil, Ecuador, Honduras, Ghana, Camerun, Costa Rica y Peru.

Fisicamente, la palma africana esta compuesta por un tallo erecto de 40 a 45 centimetros de
didmetro, que crece de 35 a 70 centimetros por afio; una corona formada por 40 a 45 hojas
compuestas, las cuales emergen continuamente a un ritmo de 25 a 35 por afio. Cada hoja consta de

numerosos foliolos, unidos al raquis, que a su vez esta unido al tallo por el peciolo (Escobar, 1996).

La palma aceitera es monoica, o sea produce inflorescencias masculinas y femeninas en un mismo
arbol. Sin embargo, la polinizacion es cruzada, y las flores de uno u otro sexo son producidas a
tiempos diferentes en la misma planta. La produccion de inflorescencias es continua a lo largo de
todo el afo, pero el sexo de sus flores es determinado por condiciones ambientales y por el estrés.
Una vez que las flores son fecundadas se inicia el desarrollo del racimo, en donde los frutos
alcanzaran la madurez después de 5,5 a 6 meses; por lo general cada racimo tiene de 600 a 1500
frutos que poseen forma esférica a ovoide con color pardo en la punta y anaranjado en la parte
media hacia la base; la longitud es de dos a cinco centimetros, con un peso de tres a treinta gramos.
Entre la cascara y la semilla esta la pulpa 0 mesocarpio, que es de color anaranjado cuyo contenido
de aceite varia entre un 50 y 70 %. La semilla o coquito también posee aceite y se le conoce con el

nombre de aceite de almendra (Hartley, 1984).
1.9.2 Caracteristicas del aceite rojo de palma

1.9.2.1 Propiedades quimicas

El aceite de palma es un aceite con un contenido de glicéridos saturados alto, lo cual le confiere una
consistencia semisélida que es muy valorada porque no requiere pasar por el proceso de
hidrogenacion, el cual si es requerido para modificar la consistencia de otras grasas o aceites de

origen vegetal para obtener la consistencia adecuada (Quesada, 1998).

El aceite de palma es rico en vitaminas E y A, /- carotenos y antioxidantes como los tocoferoles y
tocotrienoles. Contiene una relacion 1:1 entre &cidos grasos saturados e insaturados, es decir que el

50% son saturados, los demas son acidos grasos insaturados. De los saturados, el 45%
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corresponde al &cido palmitico y el 5% al acido estearico; y de los no saturados, el 40% corresponde
al acido oleico (monoinsaturado) y el 10% al acido linoléico (poliinsaturado) (Araya, et al.; 1986). Lo

anterior se puede observar en la Figura 8.
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acido estearico
(saturado)
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acido o6leico
(monoinsaturado)
40%

acido palmitico !’

(saturado) -
459% acido linoléico

- (poliinsaturado)

10% /
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Figura 8. Composicion porcentual de los acidos grasos presentes en el aceite rojo de palma
africana. (Elaeis guineensis).

1.8.2.2 Alteracion de la materia grasa en la elaboracion de alimentos

Debido a la sensibilidad que tienen las grasas y los aceites para desarrollar rancidez oxidativa, su
utilizacion en la elaboracion de alimentos conlleva un riesgo potencial que esta relacionado con su
preservacion (Valenzuela and Nieto, 1995). Segun Crapiste et al. (1999), la rancidez oxidativa es la
mayor causa de pérdida de calidad en los aceites durante el almacenamiento, y es favorecida por las

temperaturas elevadas y la disponibilidad de oxigeno.

Los aceites y grasas de fritura con un alto contenido de acidos grasos insaturados son mas
susceptibles a la rancidez oxidativa que aquellos con altos niveles de acidos grasos saturados
(Braverman, 1980; Petukhov et al., 1999). Segun Barrera and Arellano (2002), la rancidez es
definida como “la alteracién de los aceites y grasas que puede ser detectada organolépticamente”,
debido a que ocasiona la aparicion de olores y sabores indeseables que deprecian el producto

alimenticio y disminuyen su valor nutricional.

El Deterioro oxidativo, también llamado autoxidacion, es el factor mas importante que afecta la
calidad de los aceites y grasas. El proceso se genera por la reaccion del oxigeno atmosférico con los
dobles enlaces de los acidos grasos insaturados. Esta reaccion genera los productos primarios de la
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oxidacién (peroxidos e hidroperdxidos), los cuales mediante una serie de reacciones paralelas de
ruptura de cadena producen los compuestos secundarios de la reaccion que pueden ser volatiles,
como aldehidos, cetonas y acidos, o no volatiles como dimeros, trimeros y polimeros (Barrera y
Arellano, 2002). Otros autores sefialan que las grasas y aceites se oxidan debido al mecanismo de
reacciones en cadena que propician los radicales libres; es decir, en la reaccion se generan
radicales libres inestables que catalizan la producciéon de mas radicales libres (Sherwin, 1979;
Adams, 1997; Medina, 1997).

La autoxidacion se produce a través de un mecanismo de radicales libres que consiste en una

reaccion en cadena de tres pasos (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismo de la autoxidacién, mediante radicales libres

1.9.2.3 Mecanismo de autooxidacion de aceites y grasas mediante radicales libres

Etapa de inicio o tiempo de induccién. Durante esta etapa se produce la ruptura homolitica del

hidrégeno unido al carbono de la posicion alfa con respecto al doble enlace, formandose asi los
radicales libres inestables R: y H- (Fennema, 1985; Morrison and Boyd, 1990). Esta reaccién es

acelerada fundamentalmente por la exposicion de las materias grasas al oxigeno, calor, luz,
humedad y trazas de metales (Fe, Cu, Mg, Ni), y es inhibida por la presencia de antioxidantes
(Dustan and Harris, 1994).

Etapa de propagacion o periodo de oxidaciéon. Normalmente los radicales libres desaparecerian

rapidamente al combinarse, pero en presencia de oxigeno molecular las posibilidades incluyen el
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choque entre el radical libre R* y el O, resultando el radical peréxido ROO- (Braverman, 1980). Este

radical reacciona luego con una molécula de lipido sin activar (R'H) generandose el hidroperoxido

ROOH vy el radical libre R*, a través del cual se propaga la reaccién en cadena (Braverman, 1980;

Nawar, 1991; Finne et al., 1998).

Etapa de terminacion. En esta ultima etapa los radicales libres que provienen de la descomposicién
de los hidroperdxidos se asocian para dar compuestos estables. La ruta que siguen los radicales
libres y los radicales peroxidos depende de la presencia de catalizadores, radiaciones ionizantes y la
temperatura (Badui, 1986; Medina, 1997). Los productos finales de reaccion incluyen compuestos
carbonilicos de cadena corta como aldehidos y cetonas; estos materiales son los responsables del
sabor rancio y de las reacciones laterales que conducen a un deterioro generalizado del aceite
(Braverman, 1980; Badui, 1986, Medina, 1997).

1.9.2.4 Calidad del aceite de palma

Como cualquier otro tipo de grasa o aceite, el aceite rojo de palma se ve afectado por factores
externos que comprometen su calidad. Asi se tiene que ésta esta ligada directamente a ciertos
cuidados que hay que tener en todas las etapas de su procesamiento incluyendo la cosecha, la

extraccion, el almacenamiento y transporte. (Orthoefer, et. al., 1991).

El principal factor que influye en la calidad del aceite rojo de palma es la elevacion del nivel de
oxidacién; la cual se refiere a la reaccion que se da entre los enlaces dobles presentes en las grasas
insaturadas y el oxigeno atmosférico la reaccion genera compuestos oxidados como aldehidos o
cetonas y &cidos grasos libres de cadena corta, que conducen a la alteracion de las caracteristicas
sensoriales del producto y la formacion de la rancidez en el aceite. Es por ello que durante la
cosecha los frutos deben ser colectados en el punto de madurez Optimo y procesado
inmediatamente; se debe evitar todo dafio fisico para impedir que la acidez provocada por la

hidrélisis enzimatica, pueda deteriorar el mesocarpio del fruto (Potter, 1973, Patterson, 1989).

Durante la etapa de almacenamiento y transporte hay que tomar precauciones para evitar la
presencia de humedad en el aceite, ya que ésta favorece la oxidacion, compromete la vida util del
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aceite y causa problemas en los procesos de purificacion y refinacion (Peixoto, 1986; Patterson,
1989). La calidad de los aceites se fundamenta en una serie de caracteristicas que deben mantener,

en la Tabla 4 se muestran alguna de ellas.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas destacables de un aceite de palma de excelente

calidad

CARACTERISTICAS DE UN ACEITE DE PALMA NIVELES OPTIMOS

Acidos grasos libres < 5%
Humedad <0,5%
indice de peréxidos < 5%
Impurezas <0,01 %
Hierro < 3,5 ppm
Cobre <0,2 ppm

Fuente: Quesada (1998).

1.9.2.5 Uso de antioxidantes para mantener la calidad del aceite comestible de palma

Los antioxidantes sintéticos actualmente se utilizan en la industria de produccion de medicamentos,
cosméticos, alimentos para animales y materiales para el consumo humano. Los méas usados son
aquellos que presentan una estructura fenolica en sus moléculas y son utilizados regularmente

como aditivos en los alimentos (Kurechi, et al., 1980).

Existen dos categorias fundamentales de compuestos que se utilizan para evitar el deterioro
oxidativo de los lipidos: los donadores de protones y los secuestradores de protones. Entre los
primeros estan: butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), terbutilhidroxiquinona (TBHQ) y
el galato de propilo, estos compuestos no detienen la formacién de los radicales libres durante la
oxidacién, sino que reaccionan con ellos y los atrapa produciendo un nuevo radical en el compuesto
antioxidante que es estabilizado por efectos de resonancia, este efecto evita que se presente la

etapa de propagacion del radical:; bajo estas circunstancias, el antioxidante se consume en la

47




reaccion y por lo tanto la estabilidad del lipido en el tiempo dependera de la cantidad residual de

aditivo que aun contenga (Belitz y Grosh, 1998; Mazza, 2000).

Se conoce que el aceite crudo de palma contiene sus propios antioxidantes (tocoferoles, vitamina E),
pero estos no son suficientes para evitar la oxidacion natural a la que se ve sometido el aceite. Una
alternativa para reducir este problema es la utilizacion de antioxidantes sintéticos, como el butil
hidroxi tolueno (BHT). Este compuesto es liposoluble, por lo que se usa como antioxidante en
concentraciones menores a 0.02 % del peso del producto final. Ademas, es posible combinarlo con

otras sustancias, ya que presenta sinergismo en su actividad (Baduit, 1997).

El BHT, es un polvo cristalino de color blanco ligero olor fendlico y punto de fusién de 69 °C,
insoluble en agua y en propilenglicol pero soluble en etanol, aceites y parafinas; es clasificado como
un antioxidante fendlico impedido. Se considera mas efectivo cuando es adicionado a las grasas
animales que a los aceites vegetales, protege el olor y el aroma de los aceites esenciales y controla
la oxidacion de las grasas que poseen como componentes mayoritarios los acidos grasos de
cadena corta (Cubero et al, 2002).

El BHT es un antioxidante sintético procedente de la industria petroquimica procesado como aditivo
alimentario (Amarowicz et al, 2000), se utiliza casi siempre mezclado con el BHA (E-320), que tiene
las mismas aplicaciones; y limitaciones legales. Esta sustancia no es mutagénica pero, como el
BHA, es capaz de modificar la accion de ciertos carcindgenos, se elimina en la orina combinado con
otras moléculas, provenientes de una via metabdlica comun. ElI BHT suministrado en dosis muy
altas, produce lesiones hemorragicas en ratas y ratones, pero este deterioro no ha sido observado

en otras especies animales (Branen, 1975).

El BHA comercial es una mezcla de dos isémeros, el y el 2-ter-butil-4-hidroxianisol, en la
composicién predomina el isdmero 3-ter-butil-4-hidroxianisol llegando a ocupar el 90%, funde a 48-
65 °C, es insoluble en agua, y soluble en propilenglicol, aceites vegetales y parafininicos, el BHA
esta considerado como un antioxidante fendlico impedido que no presenta problemas de reversion al
aumentar la concentracién hasta niveles del 0.02%. Este antioxidante es el mas utilizado

comercialmente, desde los afios cuarenta se utiliza como aditivo alimentario (Kurechi y Kato, 1980),
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debido a su alta capacidad antioxidante, estabilidad a las variaciones del pH y por su sinergismo con

otros antioxidantes como el galato de propilo (Cubero et al, 2002)..

El BHA es muy eficaz para contrarrestar la peroxidacion de las grasas de fritura, ya que no se
descompone o evapora, como lo hacen los galatos o el BHT, ademas es absorbido por el producto
frito protegiéndolo del deterioro oxidativo, en la industria alimenticia se utiliza para proteger las
grasas utilizadas en reposteria, fabricacion de bizcochos, sopas deshidratadas, entre otros; sin
embargo, su seguridad ha sido cuestionada extensamente (Lemberkovics, 1998). No tiene accidn
mutagénica, pero es capaz de modular el efecto de ciertos carcindgenos en animales de

experimentacion (Branen, 1975).

El tert-butilhidroquinona (TBHQ), es un polvo cristalino de color blanco, soluble en etanol y éter y
poco soluble en agua, es considerado como el mejor antioxidante para aceites de frituras, no es muy
eficaz en panificacion y horneado, es soluble en grasas y aceites y tiene la ventaja de no formar
complejos con el hierro y el cobre, como ocurre con los galatos; por lo tanto no requiere de agentes
quelantes para impedir la formacién de compuestos coloreados, su utilizacién no esta autorizada en

la Unién Europea y esta permitida en Estados Unidos y otros paises (Cubero et al, 2002).

Los galatos estan aprobados por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus
siglas en inglés) como aditivo alimentario con la regulacion 21 CFR 184.1660; por el USDA
(Departamento de agricultura de los EE.UU.) con regulacion 9 CFR 318.7 y por la Comunidad
Europea (EC) con la regulacion (E-310). Estos derivados naturales, son una alternativa a los
antioxidantes sintéticos tradicionales, son empleados como preservantes y antioxidantes con grado
alimentario para grasas, aceites y esencias. Puede combinarse con otros productos antioxidantes
atoxicos; por ejemplo, con el palmitato de ascorbilo, para conseguir efectos sinérgicos; es comun
mezclarlo con compuestos quelantes de grado alimentario para inactivar trazas metélicas (hierro y
cobre) y evitar la formacion de colores no deseados. El galato de propilo es utilizado como
antioxidante en los aceites vegetales, productos carnicos, papas fritas, bases para sopas
especialmente de pollo, chicle, entre otros. Los galatos retardan el deterioro de las grasas y aceites
se utilizan muy a menudo mezclados con BHA y BHT, debido al efecto sinérgico que tienen entre si
estos aditivos. Se recomienda utilizar concentraciones de 0.02% basado sobre el total de grasa o

aceite contenido en el alimento (Multon, 2000; Cubero et al, 2002).
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El Galato de propilo es el nombre con el cual se conoce al 3, 4, 5-trihidroxi benzoato de n-propilo.
Este derivado del acido galico es obtenido a partir de las vainas del arbol de Tara del Peru
(Caesalpinia Spinosa o Tintorea kuntze). Comercialmente se encuentra en forma de polvo cristalino
de color blanco o crema, con punto de fusién de 148 °C, inodoro, tiene apariencia aspera y dura al
tacto, su gusto es ligeramente amargo y astringente (Cubero et al, 2002). Se encuentra

comercialmente como: E-310 galato propilo, E-311 galato de octilo, 0 E-312 galato dodecilo.

1.9.2.6 Propiedades nutricionales del aceite de palma

El aceite de palma es un alimento natural que es consumido desde hace aproximadamente 5000
afios. Su proceso de refinacion se inicio aproximadamente hace 50 afios, debido a los
requerimientos del publico consumidor que esta acostumbrado a ingerir aceites con muy bajo colory
practicamente inodoros. El proceso de refinacion se realiza sin la utilizacion de disolventes, por lo
que se disminuye el riesgo de contaminacidn por residuos; ademas, no se practica el proceso de
hidrogenacion, ya que el aceite de palma tiene una consistencia semisélida que es adecuada para
muchas aplicaciones, de esta forma se evita la formacién de acidos grasos frans, que tienen un
efecto negativo sobre la salud. Se debe considerar que la refinaciéon elimina compuestos

nutricionales como fuentes vitaminicas y energéticas que son de gran valor (Stashenko, et al., 2010).

El aceite de palma sin refinar presenta un color rojo debido a la presencia de carotenoides, y su
contenido varia de acuerdo al grado de madurez y al genotipo. El promedio observado en cultivares
comerciales es de 600 ppm, por lo que si este aceite no es decolorado ni neutralizado puede ser
considerado como una excelente fuente de pro-vitamina A; el aceite de palma proporciona 4546
equivalentes de retinol por 100 g, lo que indica que alrededor de 20 g de aceite crudo de palma
africana sin refinar pueden cubrir los requerimientos diarios de un adulto. En los estudios realizados
con ratones de laboratorio, se ha observado un efecto inhibidor en el desarrollo de cancer de mama
(Stashenko, et al., 2010).

De todos los aceites de origen vegetal, el aceite rojo de palma africana sin refinar contiene una gran
cantidad de antioxidantes del tipo de los tocoferoles y tocotrienoles, los cuales se encuentran

aproximadamente en una concentracién de 500 a 800 ppm. Del total de estos tocoferoles, un 35%
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corresponde al alfa-tocoferol, precursor de la vitamina E. Una ingesta adecuada de vitamina E
protege a las estructuras de las membranas celulares y de los organelos debido a sus propiedades
antioxidantes; es decir, que actua como protector contra el envejecimiento celular. Ademas, la
vitamina E confiere una gran estabilidad a los dobles enlaces de los aceites y contribuye a evitar la
oxidacién de los acidos grasos esenciales, por lo que se disminuye el riesgo de enfermedades como
el cancer (Peixoto, 1986; Quesada, 1998).

Como todos los aceites de origen vegetal, el aceite rojo de palma sin refinar no contiene colesterol;
pero tiene fitoesteroles, los cuales interfieren con la absorcién intestinal de este metabolito. También
tiene una alta concentracion de acidos grasos monoinsaturados en forma de &cido oleico los cuales
ayudan a reducir el colesterol, disminuyendo los riesgos de una alta disponibilidad de éste para el
organismo y atenuando el peligro de enfermedades coronarias. Cabe mencionar que el acido
palmitico es un componente importante del aceite de palma, y a pesar de ser un acido graso

saturado no es hipercolesterolémico como otros (Stashenko, et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la composicién quimica y la actividad antioxidante del aceite esencial foliar extraido de las
especies de orégano (Origanum vulgare), orégano “borde blanco” (Origanum vulgare ssp) y

oreganito (Lippia alba Mill), cultivado en la zona norte del departamento de Bolivar, (Colombia).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las propiedades fisicas y la composicién quimica de los aceites esenciales de
orégano (Origanum vulgare), orégano “borde blanco” (Origanum vulgare ssp) y oreganito (Lippia
alba Mill), obtenidos mediante hidrodestilacion por arrastre con vapor e hidrodestilacion asistida

por radiacion con microondas.

e Evaluar in vitro la actividad antioxidante de los aceites esenciales extraidos empleando los

métodos DPPH, ABTS y ORAC, y comparar la actividad con un patrén de referencia.

o Establecer el deterioro oxidativo y las propiedades fisicoquimicas de un aceite de palma al cual

se le ha incorporado un aceite esencial como agente antioxidante.
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3. METODOLOGIA

Para garantizar el cumplimiento de los objetivos planteados, el presente trabajo de investigacion fue

dividido en 5 etapas y en cada una de ellas se realizd el siguiente trabajo experimental (Figura 10):

1. MUESTREO

2. RECOLECCION DEL

MATERIAL VEGETAL

Hidrodestilacion
por arrastre con
vapor de agua
convencional

3. EXTRACCION DE LOS ACEITES
ESENCIALES

Hidrodestilacidon
asistido por
radiacién con

microondas

4. IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
POR CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A

ESPECTOMETRIA DE MASA GC/MS)

A

DPPH

5. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD

A

6. APLICACION DE LOS AE A UNA MATRIZ

ABTS

ORAC

Aceite crudo de

palma (Elais

guineesis)

|

Proceso de
oxidacion

Figura 10. Diagrama de bloques de la metodologia de trabajo desarrollada durante el proyecto
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3.1 OBTENCION DE LOS ACEITES ESENCIALES (AE) DE LAS DIFERENTES VARIEDADES DE
OREGANO Y DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

3.1.1 Recoleccién del material vegetal

Las hojas de las plantas Orégano (Origanum Vulgare), Orégano Borde Blanco (Origanum vulgare
ssp), y Oreganito (Lippia alba mill) fueron identificadas en el herbario Gabriel Gutiérrez V. (MEDEL),

registro nacional de colecciones biologicas con baucher N° 016 (Anexo 1).

Con base en los registros de las colecciones, las facilidades de desplazamiento y las condiciones
ambientales se escogieron tres (3) variedades de orégano cultivadas en el departamento de Bolivar
(Colombia); el orégano (Origanum vulgare) y el oreganito (Lippia alba mill) fueron colectadas en el
corregimiento de Membrillal; el orégano borde blanco (Origanum vulgare ssp) en la ciudad de
Cartagena. Con la Cartografia del municipio, suministrada por la secretaria de Agricultura del
Departamento de Bolivar y mediante monitoreos preliminares, se determinaron los lugares con la
mayor abundancia de individuos cultivados. Se establecieron dos sistemas prediales para el cultivo y
la obtencién del material vegetal de alta calidad, fresco y en cantidades suficientes para satisfacer
los requerimientos de este trabajo de investigacion. En cada sistema de produccion agricola se
efectud el seguimiento y monitoreo del desarrollo vegetativo de cada especie; se tuvieron en cuenta
el crecimiento de las plantas, el color y tamafio de las hojas, la altura de las plantas y se control6 su
manejo fitosanitario con el fin de obtener un material de alta calidad bajo una produccién limpia. De
cada una de las especies: se recolectaron 2000 g de hojas por semana, entre los meses de febrero
del 2012 y noviembre del mismo afio. Todas las cosechas se efectuaron con la coordinacion y
supervision del ingeniero agronomo Antonio Carlos Bustillo Simancas, con el fin de garantizar la

seleccion y calidad de las especies recolectadas.

Las muestras del orégano fueron recolectadas de la siguiente forma: EI Orégano (Origanum Vulgare)
y Oreganito (Lippia alba mill) se realizaron en el barrio Membrillal, cerca de la carretera que conduce

a la zona industrial de Cartagena, aproximadamente a 12 kilometros de la regidn sur-oriental.

El orégano “borde blanco o variegado (Origanum vulgare ssp) se recolectd en el municipio de

Cartagena, en el centro de la ciudad; las muestras escogidas correspondieron a plantas adultas
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cultivadas en jardin, por ser esta una especie considerada como ornamental debido a su coloracion
llamativa y por el olor agradable que posee. El material vegetal se empacé en bolsas plasticas

oscuras y se preservo bajo refrigeraciéon hasta el dia de su procesamiento.

3.1.2 Procesamiento del material vegetal: las hojas colectadas fueron lavadas con agua para
eliminar las impurezas, especialmente residuos de tierra; el lavado no fue excesivo para evitar la
pérdida de algunos componentes solubles. Después del lavado se hizo la seleccion de las hojas, las
cuales se trocearon con la mano, se pesaron en una balanza (PCE-BSH 6000), y se emplearon para

la extraccion inmediatamente.

3.1.3 Extraccion del AE: la obtencién del AE de cada una de las especies vegetales se realizé por
dos métodos: hidrodestilacion convencional por arrastre con vapor de agua e hidrodestilacion
asistida por microondas. Se emple6 un equipo de hidrodestilacién con capacidad para 4 litros. Se
tomaron 500 g de material vegetal, seleccionado y troceado, que luego fueron introducidos en el
baldn de extraccion, conteniendo 500 mL de agua destilada. Tanto en el proceso de arrastre con
vapor empleando manta de calentamiento como en el que se empled asistencia con microondas, el
tiempo de extraccion fue de 3—4 horas. Como fuente de radiaciéon microondas se emple6 un horno
convencional marca Samsung modificado, con un 1 ciclo de irradiacién de 60 minutos y una potencia

del 70% (Lucchesi, 2006). En ambos casos el AE se colect6 en un recipiente tipo Dean Steark.

El AE se separd por decantacién, e inmediatamente se almacend en un vial de vidrio color &mbar
de 4 mL que se mantuvo bajo refrigeracion (Stashenko, et al., 2010; Granados et al., 2012). El

rendimiento de la extraccion del AE se calculd mediante la ecuacion 1:

% Rendimiento = [(Wag) / (Wmv)] X 100  (Ecuacién 1)

Donde, Wae es el peso (g) obtenido del aceite esencial y Wy corresponde al peso en gramos (g) del

material vegetal fresco.

3.1.4 Determinacion de propiedades fisicas del AE: a cada muestra de AE se le midieron las

siguientes propiedades fisicas:

55




Densidad relativa del aceite esencial a 20°C: se emple6 el método oficial AOAC
920.212:1995. Para ello se utilizd un picnémetro limpio y seco de 1.0 mL de capacidad, el cual
se peso vacio en una balanza electronica de cuatro decimales hasta que se obtuvo un peso
constante; seguidamente se llend con 1 mL del aceite esencial, se tapd y se limpio el exceso de
muestra. Luego, se peso el conjunto y por diferencia de pesos se determind la densidad relativa

del AE empleando la ecuacion 2.

[(Peso del picndmetro + muestra) — (peso del picnémetro)] (g)

Densidad p (g/mL = (Ecuacion 2)

Volumen del aceite esencial (mL)

indice de refraccion de los aceites esenciales: se utilizé el método oficial AOAC 921.08:1995
(AOAC, 1990).La prueba fue realizada utilizando un refractdmetro marca Sper Scientific; previo
a la determinacion se limpié el prisma del refractometro con etanol y agua destilada. Con la

ayuda de un capilar se depositaron dos gotas de AE y se procedié con la lectura a 20 °C.

Solubilidad de los AE en etanol (70% v/v): en un tubo eppendorf de 1,5 mL se adicionaron
100 uL de etanol al 70% v/v y 2 uL del AE; La mezcla se homogeniz6 en un vortex a 20 rpm

hasta que la muestra quedé totalmente homogénea.

Rotacién dptica: Se prepard una disolucion al 10% p/v del AE en etanol (96%) grado analitico.
El analisis fue realizado en un polarimetro marca Sper Scientific, empleando una celda de 10

mL; la lectura se realiz6 a 20 °C y 589 nm (linea D del sodio).

3.2 DETERMINACION DE LOS COMPONENTES MAYORITARIOS DEL AE MEDIANTE
CROMATOGRAFIA GASEOSA-ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC/MS)

Se utilizé un cromatografo Agilent 7890A/5975C, en interfase con un detector selectivo de masas

HP5973 Network, conectado en linea con un sistema HP-MS ChemStation y la base de datos NIST-

2008. Cada muestra de AE (50 pL) se disolvié en 450 pL de diclorometano; se inyectaron 1,0 UL

en el modo split (20:1), la temperatura del inyector fue de 250 °C, se utilizd una columna capilar HP-
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5MS 5% Phenyl Methyl Silox (30m x 250 um x 0.25 pm); como gas de arrastre se empled Helio
(Aga-Fano) a flujo constante de 1 mL/min, presién del gas 7.6354 psi y velocidad lineal de 36
cm/seg. La temperatura inicial fue 45 °C y la temperatura de la linea de transferencia de 280 °C. Los
espectros de masas (EM) se obtuvieron por ionizacion electrénica (70 eV) con barrido automatico en
el rango de masas m/z 30-400 u.m.a. a 3.85 scan/s. La identidad de los componentes se asignd por
comparacion de cada espectro con los estandares de la base de datos NIST-2008 y los datos

reportados en la literatura (Tomy et al., 1997; Baharum et al., 2010).

3.3 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS AE

Para determinar la actividad antioxidante de cada AE se emplearon tres metodologias: DPPH,
ABTS-+y ORAC. De forma exploratoria, se realizaron ensayos preliminares a una concentracion de
100 mg/L para cada muestra de AE y de acuerdo a los resultados obtenidos se evalu6 la capacidad

antioxidante a diferentes concentraciones.
3.3.1 Método Del Radical DPPH-

La actividad captadora de radicales libres DPPHe se determind empleando el método descrito por
Silva et al. 2004 (con algunas modificaciones 75 pL de muestra fueron adicionados a 150 pL de una
solucién metandlica de DPPHe (100 ppm) vy se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min,
luego de los cuales se determind espectrofotométricamente la desaparicion del radical DPPH+ a 405
nm en lector de microplacas Multiskan Ex (Thermoscientific). Se utilizd acido ascorbico (25 pg/mL
como control positivo de captacion de los radicales DPPHe). La ICsp se determind evaluando varias
concentraciones seriadas de la muestra mediante analisis de regresion lineal. Los resultados se
expresan como la media + E.S.M del porcentaje de captacién del radical DPPHe relativo al grupo
control. Diferencias frente a la solucion estandar de DPPH fueron determinadas mediante analisis de
varianza ANOVA, los valores de P< 0,05 fueron considerados significativos. Se calcul6 el porcentaje
de inhibicion (% Inh) usando la ecuacion (3).

% Captacion = [(Abs DPPH — (AbM — AbB) / Abs DPPH] x 100  (Ecuacién 3)

Donde Abs DPPH: Absorbancia del control negativo, AbM: absorbancia de la muestra; AbB:

absorbancia de la muestra, respectivamente.
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3.3.2 Método Del Radical ABTS.+

La actividad captadora del radical libre ABTSe se determind empleando el método descrito por Re
et al. (1999) con algunas modificaciones. El radical ABTS+ se formé tras la reaccion de 3.5 mM de
ABTS con 1.25 mM de persulfato potasico (concentracion final). Las muestras fueron incubadas
entre 2-8 °C y en oscuridad durante 16-24 h. Una vez formado el radical ABTS se diluy6 con etanol
hasta obtener una absorbancia de 0.7+ 0.05 a 734 nm. A un volumen de 190 uL de la dilucion del
radical ABTSe se le adicionaron 10 pL de la muestra de AE y se incubd a temperatura ambiente
durante 5 minutos; luego de transcurrido este tiempo, se determind espectrofotométricamente la
desaparicion del radical ABTS+ a 734 nm en el lector de microplacas Multiskan Ex (Thermoscientific).
Se utilizd acido ascérbico (4 pg/mL) como control positivo de captacion de los radicales ABTSe. La
ICso fue determinada evaluando las concentraciones seriadas de la muestra mediante analisis de
regresion lineal. Los resultados se expresaron como la media £ E.S.M del porcentaje de captacion
del radical ABTSe relativo al grupo control. Las diferencias frente a la solucion estandar de DPPH se

determinaron mediante ANOVA, los valores de P < 0,05 se consideraron significativos.
3.3.3 Método ORAC

a) ORAC hidrofilico: en esta evaluacidn se emple6 trolox como estandar y condiciones controladas
de temperatura (37°C) y pH (7.4). Las lecturas se realizaron a una A de excitacion de 493 nmy de
emision de 515 nm. Para el desarrollo de la técnica se utilizaron soluciones de fluoresceina 1x102 M
en PBS (75 mM) y AAPH 0.6 M en PBS (75 mM). La muestra se preparé mezclando 21 ulL de
fluoresceina, 2.899 uL de PBS, 30 ulL del extracto (muestra problema) y 50 uL de AAPH. Como
referencia se uso trolox. El efecto protector del antioxidante se calculo usando las diferencias de
areas bajo la curva de decaimiento de la fluoresceina con el blanco y la muestra, y el resultado se
compar6 con la curva obtenida para el trolox. Los resultados se expresaron en micromoles de
equivalentes de Trolox por cada 100 gramos de muestra (umol Tx/100 g muestra), de acuerdo a la

siguiente ecuacion (4).

ORAC — lArc—-Auc®)

= Trolox-AUCR /

Donde AUC es el area bajo la curva de la muestra, AUC® es el &rea bajo la curva para el control,

AUCrroiox &rea bajo la curva para el trolox, f es el factor de dilucion de los extractos.
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b) ORAC lipofilico: se siguié el procedimiento previamente descrito a excepcion de que la muestra
y el trolox fueron preparados con ciclodextrina metilada (7%) y en una mezcla de acetona-agua al
50%. Las disoluciones se agitaron durante 1 hora y se procedié al analisis de acuerdo con lo descrito
en el método ORAC hidrofilico.

3.3.4 Empleo del AE como preservante de la oxidacion de una matriz alimentaria lipidica

Se empled como matriz alimentaria el aceite de palma crudo suministrado por la empresa Extractora

De Aceite Hacienda Las Flores, al cual se le realizaron los analisis descritos a continuacion.

e indice de Acidez

El indice de acidez se define como los mg de NaOH o KOH necesarios para neutralizar los acidos
grasos libres presentes en un gramo de aceite o grasa y es una medida de su grado de hidrolisis. La
causa de la existencia de acidos grasos libres es la actividad enzimatica de las lipasas. Se pesaron
2.0 g de aceite y se disolvieron en 50 mL de etanol; la mezcla se calentd hasta ebullicién, se enfrié y
se adiciond fenolftaleina (1%) como indicador. La titulacidn se llevé a cabo con solucion alcalina de
NaOH 0.1 M hasta alcanzar el viraje a un color rosa tenue permanente (30 s). Se registr6 el

volumen de hidréxido de sodio consumido y se calculo la acidez, de acuerdo a la ecuacion 5:
%Acidez = PM*V*N / 10 w (Ecuacidn 5)
Dénde:

PM: peso molecular del acido graso principal del aceite. (g/mol).
V: volumen gastado de Hidroxido de Sodio en mililitros. (mL)
N: concentracion del Hidroxido de Sodio. (NaOH)

w: peso de la muestra de aceite, en gramos. (g)

e Densidad

La densidad de una muestra de aceite es importante determinarla con el fin de proyectar el disefio
de almacenamiento y su procesamiento. Se pes6 un picnémetro de 10 mL, previamente lavado y
seco, se llen6 con agua y se colocd en un bafio termostatizado (Memmert) a temperatura constante

de 25 °C; posteriormente, se peso, se seco a una temperatura de 100 °C por una hora, se dejo
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enfriar y se llend con la muestra. Luego, se coloco en el bafio termostatizado a 25 °C durante 30

minutos; finalmente, se registré el pesé y se realizaron los calculos de acuerdo con la ecuacion 6.

[(peso del picndmetro + muestra) — (peso del picndmetro)] (g)

Densidad p (g/mL) = (Ecuacién 6)

Volumen del aceite (mL)

e indice de peréxido

El indice de perdxido es un buen indicador de la calidad del aceite. También es un parametro que
indica el grado de frescura de los aceites almacenados. En un erlenmeyer de 250 mL se pes6 una
muestra de 5.0 gramos de aceite crudo de palma, se adicionaron 30 mL de una solucién de acido
acético — cloroformo (3:2) y se agité hasta disolucién. Seguidamente, se agregaron 0.5 mL de una
solucién saturada de ioduro de potasio (KI), se agitd y se dej6 en reposo por un minuto;
posteriormente, se adicioné 30 mL de agua. La mezcla se valord lentamente con tiosulfato de sodio
(Na2S203) 0.1N, agitando enérgicamente hasta casi la desaparicion del color amarillo. En este punto
se adicionaron 0.5 mL de una solucién de almidon al 1% y se continué titulando hasta la
desaparicion del color azul. El indice de peroxidos (IP), expresado en miliequivalentes de oxigeno

activo por kg de grasa, se calculéd mediante la ecuacion (7)

V N 1000
(=R — (Ecuacion 7)

Dénde:

V: volumen de solucion de tiosulfato sédico.
N: normalidad de la solucion de tiosulfato sodico.
P: peso en gramos de la muestra problema.
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e indice de yodo (1Y)

El indice de yodo de un aceite es una medida del contenido de enlaces dobles o insaturaciones
capaces de reaccionar con el halogeno. El 1Y esta relacionado con el punto de fusion o dureza y

densidad de la materia grasa.

En un frasco adaptado para determinacion de indice de iodo se pesé 0.1 gramos del aceite crudo de
palma, al cual se le adicionaron 25 mL de solucion de Hanus al 0.1N; posteriormente, se coloco el
frasco de iodo al abrigo de la luz por 30 minutos, al culminar este tiempo se adicionaron 10 mL de
solucion de Kl al 15% y 10 mL de agua. Luego, se valor6 con la disolucion de tiosulfato sodico hasta
que desaparecio casi totalmente el color amarillo producido por el yodo. Inmediatamente, se
adicionaron 5 gotas solucion de almidon al 1% y se continu6 la valoracion hasta el momento en que
desaparecio el color azul, los calculos se realizaron con la ecuacion 8:

, 12,69 ¢ (V1-V2)
Indice de lodo = —---mmmmemmmeeeneen (Ecuacion 8)

Dénde:

¢: concentracion de la solucién de tiosulfato sodico, expresada en moles por litro.

Vi: volumen de la solucién de tiosulfato sodico utilizado para el blanco, expresado en mililitros.

Va: volumen de la solucién de tiosulfato sodico utilizado para la determinacion, expresado en
mililitros.

p: peso de la muestra problema, expresado en gramos.

e indice de saponificacion

Se define como el numero de mg de KOH necesarios para saponificar 1 g de grasa. Para esta
determinacion se pesaron en un matraz de 250 mL 2.0 g de muestra se adicionaron 50 mL de
solucién de KOH alcohdlica 0.5 N, se adapté al matraz un condensador para reflujo y se dejo en
ebullicion moderada por 60 minutos. Después de enfriar, se adicionaron 50 mL de agua destilada y

4 gotas de de fenolftaleina al 1%, se valoré con acido clorhidrico 0.5 N. Paralelamente, se
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determin6 el valor de un blanco operando en las mismas condiciones pero sin la muestra, los

calculos se realizaron con la ecuacion 9:

indice Saponificacién = (V1-Vz) x0.5Nx56.1  (Ecuacién 9)

P
Dénde:

Vi: Volumen de HCI utilizado (mL) en el blanco.
V2: Volumen de HCI utilizado (mL) en la muestra.
P: Peso de la muestra en gramos.

e indice de TBA o sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.

En un matraz de 50 mL se pesaron 0.1 g de muestra, se adicionaron 5 mL de 1 - butanol y 5 mL
de &cido tiobarbitarico (TBA); la mezcla se coloco en un bafio termostatizado (Mermert) a 95 °C por
2 horas. Posteriormente, se midié la absorbancia en un espectrofotdmetro (Spectronec 21) a una
longitud de onda de 530 nm usando agua destilada como referencia; el calculo se realiz6 con la

ecuacion 10, los resultados se expresaron como unidades de absorbancia por gramo de muestra (Ab
19).

indice TBA= [50 X (A-B)]  (Ecuacién 10)
M

Ddnde:

A: Absorbancia de la muestra.

B: Absorbancia del blanco.

50: Factor aplicado si el matraz utilizado es de 25 mL y el ancho de las celdas de 10 mm.
M: masa de la muestra en gramos

e Oxidacion térmica del aceite de palma.

La auto-oxidacion térmica del aceite de palma crudo se realizb en un horno (Mermmet) a una
temperatura constante de 63 + 1°C durante 18 dias. En un tubo Falcon de 25 mL sin tapa, se

adicionaron 10 mL de aceite crudo de palma, se realizaron diluciones seriadas de 150, 250, 350,
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450 y 600 ppm de los AE en la matriz de aceite y se colocaron en el horno. Para el analisis, se
tomaron muestras cada 3 dias por triplicado. Como control negativo se utilizd el aceite crudo de
palma sin adicion de antioxidantes y como control positivo se utilizé aceite crudo de palma con

acido ascdrbico. En cada muestra se determind el indice de TBA.

3.3.4. Analisis de Resultados

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como la media £ DE
(desviacion estandar). Las diferencias significativas se determinaron mediante el analisis con el Test
de student o de ANOVA seguido del test de Dunnett o de Tukey, o segun el caso. ** p<0,01 vy *

p<0,05 comparado con el control.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL Y PROPIEDADES FiSICAS

Los AE de las tres especies vegetales presentaron propiedades fisicas comunes: olor intenso y
caracteristico, liquidos a temperatura ambiente, arrastrables por vapor de agua, insolubles en agua y
el rango de color va desde amarillo palido a intenso; estas caracteristicas son similares a las

reportadas para AE provenientes de estas plantas (Bandoni, 2002).

Tabla 5. Rendimiento y propiedades fisicas de los AE de las especies seleccionadas, aplicando el
método de hidrodestilacién por arrastre de vapor (HD) e hidrodestilacién asistida por microondas
(HDM)

Orégano (Origanum vulgare) Orégano Borde Blanco Oreganito (Lippia alba Mill)

] (Origanum vulgare ssp)
ANALISIS

HD HDM HD HDM HD HDM

Rendimiento (%) | 0.0903+0.0005 | 0.0700+0.00 | 0.0510+0.000c | 0.0426+0.0005 | 0.1557+0.00058 | 0.1002+0.1002 f

8a 600 b 5d e
indice de 1.4766+0.0000 | 1.5030+0.00 | 1.4753+0.0004 | 1.5065+0.0004 | 1.4617+0.0001d | 1.5023+0.00026
refraccion 20°C 2a 10b a 7c b
Solubilidad Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva

EtOH (70% viv)
Rotacion éptica -0.200£0.000 a -0.200£0.000 a | -0.283+0.0288 b -0.267+0.02886 b | -0.117+0.02886 ¢ | -0.133+0.02886 d

Densidad (g/mL) | 0.9259+0.0036 | 0.9539+0.00 | 0.9471+0.0052 | 0.9473x0.0043 | 0.9454+0.00506 | 0.9449+0.00871
a20°C 8a 026 b 3b 1b b b

Filas sin ninguna letra en comun presentaron diferencias estadisticas significativas a un nivel de confianza (< 0.05)

En la Tabla 5 se muestra el rendimiento obtenido en la extraccion y las propiedades fisicas de los
AE, de cada una de las tres especies vegetales analizadas, obtenidos por el método de

hidrodestilacidn por arrastre de vapor (HD) e hidrodestilacién asistida por microondas, (HDM).

La extraccion mediante HDM presentd rendimientos que fluctian entre 0.043 a 0.1%, y por el
método HD los valores encontrados estan en el rango comprendido entre 0.051 a 0.156%; lo anterior
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es acorde con lo reportado en la literatura para Lippia alba mil, con valores que fluctuan entre el 0.1
a 1.2% del aceite volatil (Pascual, 2001); de igual manera, Monsalve (2007) obtuvo un rendimiento
para el AE de Lippia alba del 0,06% extraido por HD. Adicionalmetne, los valores obtenidos fueron
inferiores a los reportados por otros autores. Albado, et al. (2001), determinaron el rendimiento del
AE de Origanum vulgare extraido por HD, reportando un rendimiento de 1.3 %. Por su parte, Kulisic
et al. (2004) obtuvieron aceite de orégano o mediante hidrodestilacién en un rendimiento del 2,9%.
En el estudio realizado por Dos Santos et al. (2004) obtuvieron un rendimiento de 4,6% (p/p) para L.
origanoides en tres localidades del Brasil. En otra especie del mismo género Limpia, se encontraron
rendimientos del 4,3% (Rocha et al., 2007), mientras que Acevedo et al. (2007) obtuvieron un
rendimiento més bajo (2,3%) cuando emplearon el método de hidrodestilacién asistida por radiacion
de microondas En la investigacion realizada por Escobar et al. (2010) en L. origanoides colectada en
el departamento del Cauca, Mercaderes y otros, obtuvieron un rendimiento del 2%. Igualmente, en
otros quimiotipos de L. origanoides colectadas a una altura de 850 m.s.n.m), se encontraron
rendimientos que fluctuaron entre el 2,4 y el 3,1%, con variaciones dependientes del sitio de cultivo
(Stashenko et al., 2010).

Los rendimientos de los AE obtenidos fueron ligeramente mas bajos que los reportados en la
literatura y esto puede atribuirse, tal vez, a la técnica de extraccion empleada. De acuerdo con
Mosalve (2007), la técnica HDM es més efectiva en la extraccion de los metabolitos secundarios
volatiles que la HD; por contraparte, esta técnica presenta algunas ventajas destacables en cuanto a
la disminucion del tiempo de proceso y de la cantidad de agua requerida, igualmente hay mejoria en

la cantidad de calentamiento efectivo requerido y el tamafio del equipo es reducido.

Con respecto al rendimiento se encontraron diferencias estadisticas significativas por ambos
métodos; cabe resaltar que la primera técnica, ademas de utilizar menos tiempo de extraccion,
mostré un porcentaje de rendimiento menor que el valor obtenido por el método de HD, esto
posiblemente puede atribuirse al deterioro estructural de algunos componentes abundantes en el
aceite esencial causados por las radiaciones electromagnéticas aplicadas en la extraccion; las
microondas involucran un flujo de calor mas eficiente que el obtenido por los métodos clasicos de
calentamiento conductivo, las microondas pueden calentar toda la muestra casi simultaneamente y a

un ritmo muy alto, generando un menor consumo de energia por el método de hidrodestilacion
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asistido por microondas que por el método de Hidrodestilacion. (Golmakani y Rezaei, 2007). Es
importante  resaltar que las comparaciones se realizaron para plantas cultivadas a diferentes
condiciones, parcelas y tiempos de cortes, siento estas otras variables a diferencia del método de
extracciéon que influenciaron en el proceso, todo esto se debié a las dificultades para adquirir el

material vegetal en las etapas del muestreo.

También existen otros factores que probablemente pudieron influir sobre el rendimiento de los AE
como son: los métodos de cultivo y las condiciones geoboténicas: clima, altitud, tipo de suelo,
luminosidad, pluviosidad, temperatura; método de extraccion del aceite, época de recoleccion y edad
de las plantas (Stashenko, et al., 2010).

Con respecto al indice de refraccidn, los resultados obtenidos presentaron diferencias estadisticas
significativas para los dos métodos de extraccion. Los AE obtenidos HD presentaron valores
minimos y maximos de 1.4617 y 1.4766, mientras que por HDM fueron de 1.5023 y 1.5065,
respectivamente. Flérez (2007), reportd para el AE de Lippia graveolens obtenido por el método de
HD valores entre 1.499 y 1.508. Tomando en cuenta que este parametro es exclusivo de cada AE
,es muy importante su determinacién debido a que su valor cambia si el AE se diluye o mezcla con
otras sustancias; y por lo tanto; es una medida de la calidad y un parametro que ayuda a controlar la
adulteracién(Ortufio, 2006).

En el analisis estadistico de los valores de densidad no se observaron diferencias estadisticas
significativas, a excepcion del valor obtenido por el método de HD para el Origanum vulgare con un
valor de 0.925 g/mL. Estos valores son similares a los reportados por Mendoza (2008) y Corral
(2008). La semejanza en los resultados fortalece lo dicho por Mendoza sobre la densidad como un
parametro de aceptacion para los AE de orégano. Segun lo reportado en la literatura, los AE con
indices de refraccion mayores a 1.47 y densidades superiores a 0.9 g/mL tienen en su composicién
cantidades importantes de compuestos oxigenados aromaticos o aliciclicos (Granados et al., 2012).
Estos datos corresponden a los valores determinados experimentalmente para todos los AE

extraidos por los dos métodos mencionados.
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La actividad 6ptica es una magnitud especifica de cada aceite y su magnitud garantiza que el AE no
esta mezclado con otros productos; sin embargo, este es un parametro variable que cambia de un
afio a otro. Por lo tanto, una diferencia alta entre valores no siempre estd implicada con una
adulteracion del producto; se debe prestar especial atencion a cada etapa del proceso de extraccion,
ya que alguna de ellas puede afectar la magnitud final del parametro y hacer que se pierda la calidad
(Mendoza 2008).

La prueba de solubilidad en etanol al 70% fue positiva para los diferentes AE de oréganos obtenidos
por los métodos de HD y HDM. EI comportamiento de solubilidad es semejante al reportado por
Mendoza (2008); lo anterior, se debe principalmente al contenido de compuestos oxigenados en los
AE. La presencia de compuestos oxigenados aumenta la afinidad por el solvente y, adicionalmente,
los aldehidos y alcoholes poseen la capacidad de formar puentes de hidrégeno; por tal razon, el
contenido de compuestos oxigenados, ademéas de proveer las notas aromaticas agradables a los

AE, aumentan su solubilidad en etanol haciéndolos mas aptos para su aplicacion en la industria.

4.2 PERFIL QUIMICO DE LOS COMPONENTES MAYORITARIOS DE LOS AE OBTENIDOS POR
LOS METODOS DE HIDRODESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR E HIDRODESTILACION
ASISTIDA POR MICROONDAS

En la Tabla 6 se presentan los componentes mayoritarios presentes en los AE obtenidos por los

métodos de hidrodestilacion por arrastre de vapor e hidrodestilacion asistida por microondas.

Tabla 6. Analisis de los componentes mayoritarios presentes en los AE obtenidos mediante
hidrodestilacion por arrastre con vapor e hidrodestilacion asistida por microondas.

Orégano (Orégano Orégano borde blanca Oreganito (Lippia alba mill)
Compuesto vulgare) (Orégano vulgare ssp)
% Abundancia relativa, (tg, min)
HD HDM HD HDM HD HDM

p-Cimeno N.P 8.51 N.P 2.31 (5.957) N.P 5.50 (6.198)
(5.912)

a-pineno N.P N.P 0.59 N.P N.P 0,29 (4.217)

(9.957)

B-Mirceno N.P 0.40 N.P N.P 1.04 (12.103) | 0.71(5.173)

(5.173)
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0-cimeno N.P N.P 6.71 N.P 3.05(13.438) | 12.17 (5.942)
(13.464)
Limoneno N.P N.P N.P N.P 0.55 (13.508) N.P
Y —Terpineno 9.81 (14.691) 13.43 6.25 0.91 (6.485) 1.49 (14.479) | 12.07 (6.575)
(6.545) (14.709)
Linalool N.P N.P N.P N.P 0.42 (15.896) N.P
Timol 13.77 N.P 10.11 10.74 N.P N.P
22.764) (22.148) (20.854)
Citral N.P N.P N.P 6.49 (10.102) | 5.24 (20.522) N.P
Carvacrol 65.63 65.01 64.55 69.97 0.14 (22.616) 44.74
(11.852) (11.360) (22.521) 11.684 (11.383)
Eugenol N.P N.P N.P N.P N.P 5.21 (12.679)
Cariofileno 7.49 (25.248) N.P 4.00 2.75 (12.58) N.P 4.38 (12.762)
(25.361)
Fenil isoprenos 82,11% 74,52% 80,97% 86,63% 1,17% 52,59%
Monoterpenos 10,14% 25,58% 14,69% 10,42% 98.,83% 42,26%
Sesquiterpenos 7,75% 0% 4,34% 2,95% 0% 5,15%
Otros 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Total 96,7% 87,35% 92,21% 93,17% 11,93% 85,07%
compuestos

identificados

NP= No presente en la muestra

El aceite esencial de Origanum vulgaris (orégano) obtenido por HD presenté los siguientes

compuestos mayoritarios: carvacrol (65.63%), timol (13,7%), y-terpineno (9,81%) y cariofileno

(7,49%). Estos compuestos también se encontraron en los AE de orégano estudiados por Puertas
(2002), Salgar (2002) y Tafurt et al. (2005); por el método de HDM se identificaron principalmente

dos grupos de compuestos: fenilpropanoides, constituidos por carvacrol; e hidrocarburos

monoterpénicos, entre los que se destacan, p-Cimeno, B-mirceno y a-terpineno. (Anexos 2 y 3).

El AE de Origanum vulgaris (orégano) obtenido por HDM mostr6 una menor cantidad de

hidrocarburos monoterpénicos, en contraste con el AE de orégano extraido por el método de HD.

Esto puede ser debido muy posiblemente a una baja eficiencia de la extraccién. Otro factor que pudo

jugar un papel importante durante la extraccion mediante esta técnica, es el contenido de

compuestos grasos (lipidos) presentes en la planta, ya que son poco volatiles y en cierto modo

llegarian a retener por solubilidad a la fraccién de hidrocarburos volatiles que muestran mas afinidad

por ellos (Granados et al., 2012). Adicionalmente, se evidencié que cada método de extraccion tiene
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una afinidad especial por determinadas familias o grupos de compuestos, tal como lo expresan

Mendivelso y Olivares (2007) en su trabajo sobre AE de geranio.

En el AE de Lippia alba mill (oreganito) obtenido por el método de HD se obtuvo un 5,24% de al f-
Citral, seguido de o-cimeno (3,05%), y-terpineno (1,49%), B-mirceno (1,40%), o-citral (1,47%),
limoneno (0,55%) y carvacrol (0,14%). Se destaca la composicién del AE obtenido de las hojas de
Lippia alba mill (oreganito) por el método de HD que es notoriamente diferente con respecto a la
composicion del obtenido por el método de HDM; en éste ultimo predomina el carvacrol con un
44,74%, seguido del y-terpineno (12,07%), eugenol (5,21%) y el cariofileno (4,38%) (Anexo 2).En
otros estudios donde utilizan los métodos de HD convencional e hidrodestilacion asistida por
microondas (HDM), reportan que la cantidad de compuestos del tipo de los fenilpropanoides es

mayor cuando se utiliza HDM (Golmakani y Rezaei, 2008; Bousbia, et al., 2009).

Con respecto a la composicion del AE de Origanum vulgaris (orégano borde blanco) obtenido por el
método de HDM, donde predominaron los compuestos carvacrol con un 69,70% y timol con un
10.74%, el y-terpineno es un monoterpeno ciclico precursor biosintetico del timol y del carvacrol. El
AE obtenido por el método de HD mostré una composicion de carvacrol del 64,55% y de timol
10.11%.

Lagouri y Boskou (1993), Castillo et al. (2007) y Loziene et al. (2007) encontraron que la oxidacion
de los AE de orégano es dependiente del contenido de timol y carvacrol. Por su parte, el grupo de
Yanishlieva y Marinova (1999) informa sobre algunos aspectos del mecanismo y la cinética de la
oxidacién de diferentes sistemas lipidicos inhibidos por la presencia timol y carvacrol, hallando
mayor efectividad del timol, debido a la mayor estabilidad del radical timoil, originada por el efecto

inductivo del grupo isopropil localizado en la posicion orto con relacién al O-H.

Al comparar los AE de Origanum vulgaris (orégano borde blanco) obtenidos por los dos métodos de
extraccion, se observd que el AE extraido mediante el método HDM contiene citral en un 6,49%,
conformado por una mezcla de los compuestos isoméricos, geranial, y neral. Los compuestos
carbonilicos a,B-insaturados, son de especial importancia en la sintesis organica debido a su

aplicacién como intermediarios en la produccién de alcoholes a escala industrial, estos materiales
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son explotados principalmente por las industrias de aromas, fragancias y medicamentos; el citral en

particular es empleado en la sintesis de vitamina C.

Es importante resaltar que todos los AE obtenidos por los dos métodos de extraccion poseen
carvacrol, y este componente esta asociado fundamentalmente con la actividad antioxidante (Chen,
et al., 2009).

Las condiciones agroecoldgicas del cultivo y los pardmetros operacionales del proceso de extraccion
son variables que inciden sobre la composicién y el rendimiento de los AE. Bandoni (2000) y Tafurt
et al. (2005), indican que las variaciones en las condiciones agroecologicas inducen cambios
morfolégicos, histoldgicos y fisioldgicos en la planta, mientras que la eficiencia de la HD esta
relacionada con los parametros operacionales, tales como tiempo, temperatura de la extraccion y
cantidad de agua empleada, entre otros. Los AE obtenidos mediante HD normalmente presentan

notas mas fuertes y un color mas oscuro con respecto a los producidos por otros métodos.
4.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante evaluada in vitro puede usarse como un indicador indirecto de la actividad
in vivo. La mayoria de los métodos para determinar la capacidad antioxidante consisten en acelerar
el proceso de oxidacion en la matriz alimentaria. La capacidad antioxidante de un producto
alimenticio esta determinada por las interacciones que ocurren entre los diferentes compuestos con
diferentes mecanismos de accion, por este motivo la determinacién de la capacidad antioxidante en
extractos complejos se lleva acabo usualmente por diferentes métodos complementarios, que

consideran diversos mecanismos de accion (Floegel, et al., 2011).

La actividad antioxidante de los AE de Lippia alba Mill (oréganito), Oréganum vulgare (orégano) y
Oréganum vulgare ssp (orégano borde blanco), se evalud por tres métodos diferentes: DPPH*, ABTS
y ORAC. Los antioxidantes pueden actuar por multiples mecanismos, dependiendo del sistema de
reaccion o de la fuente radicalaria u oxidante utilizada (Prior, et al, 2005). Los resultados se
expresan como actividad antiradical o ICs (Concentracién Eficaz 50), la cual esta definida como la
concentracion del antioxidante que disminuye la absorcién del radical a un 50% de la cantidad inicial.
Existe una relacién inversamente proporcional que indica que a mayor valor del ICso menor actividad

antiradical (Floegel, et al., 2011).
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El valor ICso mide la capacidad captadora de radicales ABTS++ o DPPH- de los AE con respecto a
un estandar antioxidante como el acido ascérbico, el cual cede un hidrogeno, produciéndose una
transferencia de electrones de doble enlace, hacia el oxigeno, que sufrié la pérdida de un electrén,
repitiendo la misma accién en el siguiente atomo de oxigeno, que sufrié la pérdida del atomo de
hidrégeno, hasta establecerse el equilibrio de energia. De acuerdo a esta reaccion, el acido

ascbrbico cede dos hidrogenos (Villanueva et al., 2010).

En la Figuras 11 se presentan los resultados obtenidos en la determinacion de la capacidad
antioxidante total de las muestras provenientes de los AE extraidos por los métodos HD Y HDM

analizadas por los métodos espectrofotométricos DPPHy ABTS, (Anexos 4y 5).
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antioxidante.

Figura 11. Actividad antioxidante expresada como ICso de los AE evaluados por los métodos
del DPPHy ABTS
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Los resultados de la actividad captadora de radicales DPPHe y ABTS++ de los diferentes AE variaron
entre 176 y 10000 pg/mL para el DPPHe, y de 23.97 a 1971.89 pg/mL para el ABTS«+ (Figura 11).
De los tres AE que se estudiaron en este trabajo los mas promisorios, debido a que mostraron
actividad significativa cuando fueron obtenidos mediante HD y HDM, fueron el AE de Oréganum
vulgare (orégano) y AE de Oréganum vulgare ssp (orégano borde blanco). Es posible inferir que
cada técnica de extraccion por sus condiciones de reaccion y solubilidad propicie la existencia de

diversos compuestos con potencial antioxidante en la mezcla.

Los resultados muestran que para todos los AE los valores obtenidos con el ABTS, y expresados
como pg/mL, son menores que los obtenidos con la técnica del DPPH; el método de la decoloracidn
del cation-radical ABTS+e es aplicable a antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos lo que le permite ser
implementado para sistemas tanto acuosos como lipofilicos (Re, 1999; Nenadis, 2004); ademas, el
ABTS es muy soluble en agua y quimicamente estable (Kukoski, 2004, Kukoski, 2005, Gonzales,
2007); en cambio, el DPPH solo puede disolverse en medio organico por lo que mide
preferentemente la capacidad antioxidante de compuestos poco polares o no polares (Apak, et al.,
2007; Floegel, et al., 2011).

La capacidad antioxidante de los AE obtenidos de las especies de orégano se atribuye a los
compuestos activos presentes en ellos; es decir, la actividad se debe a los componentes principales,
de tipo monoterpeno y aril propanoides como el carvacrol, el timol y otros tipos de fenoles; pero
ademas, se puede atribuir a la presencia de constituyentes en pequefias cantidades o a la sinergia
que se puede presentar entre ellos, como se reporta generalmente en la literatura (Politeo, 2006), se
debe tener en cuenta que en los analisis de cuantificacion de la capacidad antioxidante el DPPH es

mas selectivo que el ABTS«+.

La mayor actividad captadora del radical DPPH+ se registrd en el AE proveniente de Oréganum
vulgare (orégano) obtenido por el método de HD, seguido de oréganum vulgare ssp (orégano borde
blanco) obtenido por el método de HDM, mientras que en los andlisis realizados con el radical
ABTSe+ el orden se invierte. Para los andlisis realizados con ABTS, el AE de Oréganum vulgare ssp
(orégano borde blanco) obtenido por el método de HDM y el AE de Oréganum vulgare (orégano),
obtenido por el método de HD presentaron una actividad similar a la observada con el &cido
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ascorbico. De otro lado, el AE obtenido de Lippia alba mill (oreganito), exhibid actividad captadora de
radicales muy débil en ambos métodos, y el AE de Lippia alba mill obtenido por HDM presentd una
mayor actividad captadora del radical ABTSe+ con respecto al AE obtenido por HD. Para el radical
DPPHe, la mayor actividad captadora se registro en el AE obtenido desde Lippia alba mill por HDM,
la actividad captadora de radicales por parte del AE de Lippia alba mill obtenido por HD fue >10000
(Mg/mL). En los AE se encontraron diferencias en la capacidad captadora de radicales libres, lo
anterior posiblemente es debido a que realmente se trata de dos especies diferentes provenientes
de taxones distintos: el Origanum vulgare es una Lamiaceace y Lippia alba mil es una Verbenaceae,
también conocidos como orégano europeo (Origanum sp.) y orégano Américano (Lippia sp.)
(Kintzios, 2002; Mata-Gonzalez y Meléndez-Gonzalez, 2005). Algunas veces los resultados
obtenidos de las evaluaciones realizadas por diferentes métodos no son comparables, debido a que
algunos factores como la estructura fisica del sistema, la naturaleza del sustrato, la presencia de
otros compuestos que pueden interactuar con el reactivo, la forma de iniciar la oxidacion y el método
utilizado para medir la oxidacion pueden afectar la reproducibilidad y la magnitud de los resultados
(Becker et al. 2004).

En las evaluaciones los AE presentaron un mayor valor de ICso con respecto a la sustancia control
(acido ascorbico). Aunque el AE de orégano variegado obtenido mediante HD alcanz6 un valor de
ICs0 = 176 y el orégano borde blanco obtenido por HDM un valor de ICso = 240.3, no se presentaron
diferencias estadisticas significativas (P<0.005), y ambos AE presentaron una capacidad anti-

radicalaria cercana o similar a la del acido ascorbico.

La variabilidad en la actividad antioxidante exhibida por los AE de orégano obtenidos por HD y HDM,
posiblemente se debe a que en la hidrodestilacion cuando se lleva el agua hasta su punto de
ebullicion, mediante transferencia de calor, ella esta en contacto directo con el material vegetal de tal
forma que los vapores generados atraviesan los tejidos de la planta arrastrando las sustancias de
interés; al aumentar la temperatura del medio, se rompen las estructuras celulares que contienen al
aceite esencial por efecto de su presion de vapor. El aceite esencial es liberado y se disuelve
parcialmente en el agua que actla como disolvente, como un resultando el aceite pierde
componentes oxigenados y se obtiene un AE de menor calidad. Igualmente, algunos componentes

como los ésteres pueden experimentar hidrélisis y algunos hidrocarburos monoterpénicos,
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especialmente los aldehidos, son susceptibles a la polimerizacion y los compuestos mas oxigenados
tienden a ser muy solubles en agua (Bandoni, 2002). A diferencia en el método de extraccion HDM
se presentan ventajas sobresalientes con respecto a las demas técnicas tradicionales de destilacion;
el proceso es muy rapido y relativamente econémico y los AE obtenidos se encuentran libres de
sustancias extrafias que disminuyan su calidad (Ferhat, et al., 2006). Se debe tener en cuenta que el
tiempo de hidrodestilacion influye tanto sobre la cantidad de aceite obtenido o cantidad que se puede

procesar en el tiempo, como en su composicion y calidad (Stashenko, et al., 2010)

La Capacidad atrapadora de especies reactivas del oxigeno en equivalentes trolox se muestra en la

Figura 12, los datos se adjuntan en el anexo 3 y 4.
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Figura 12. Actividad antioxidante de los AE determinada por el método ORAC Hidrofilico y
Lipofilico.

La mayor actividad antioxidante se obtuvo para el AE de Oréganum vulgare ssp (orégano borde
blanco) obtenido por HD. El valor ORAC lipofilico e hidrofilico fue de 682952.60 y 392918.53 umol
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trolox/100 g de muestra, respectivamente. El resultado anterior demuestra que estos AE tienen una

alta capacidad de inhibir la decoloracién de la molécula de fluoresceina.

Lo anterior se puede explicar mediante el efecto protector que ejercen las sustancias antioxidantes
presentes en los diferentes AE de orégano que actian sobre el AAPH (2, 2-azobis (2 amidino-
propano) dihidrocloruro), generador de radicales peroxilo o radicales hidroxilos haciendo que atenue
la generacion de estas especies con lo cual el sustrato oxidable (fluoresceina) disminuye su
fluorescencia y la magnitud de esta interferencia se puede detectar y se cuantifica como un valor en

equivalentes de Trolox (Ou, et al., 2002; Huang et al., 2005).

La mayor actividad antioxidante del AE de Origanum vulgare ssp (orégano borde blanco) se obtuvo
por el método ORAC lipofilico, obteniéndose el menor valor de decoloracidn que representa la mayor
actividad antioxidante con un valor de 682952.60 umol trolox/100 g de muestra, este valor supera los
reportados en la literatura para muchas frutas, vegetales, aceites y legumbres (Rautenbach, 2010).

Lo anterior indica la potencialidad que tienen los AE y en este caso el de O. vulgare para inhibir el

proceso de enranciamiento de aceites comestibles.

4.4 APLICACION DE LOS ANTIOXIDANTES A UNA MATRIZ ALIMENTARIA

El aceite de palma ha sido uno de los renglones de mayor crecimiento en la industria agricola
colombiana. (Rincon, et al; 2009). Para el desarrollo y optimizacion de sus procesos y productos es
fundamental conocer las propiedades del aceite a partir de las cuales se puedan obtener resultados
confiables.Para determinar la calidad del aceite crudo de palma se evaluaron tres parametros
directamente en los laboratorios de la planta extractora de Aceite Hacienda las Flores de Maria la
baja S.A, empresa que muy gentilmente suministré el aceite crudo de palma con el cual se conformé

la matriz alimenticia que se evalud en el proyecto.

En la Tabla 7 se muestra el contenido de acidos grasos libres (2,49 % AGL) del aceite crudo de
palma; este valor indica que se trata de un aceite de muy buena calidad, que proviene de frutos
sanos y que las condiciones de procesamiento fueron 6ptimas; el valor maximo permitido de %AGL
es del 3% de acuerdo a la norma NTC 218. El porcentaje de humedad e impurezas encontrado en
los analisis fue de 0.16 y 0.028%, respectivamente, estos valores se encuentran dentro de los
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parametros de calidad establecidos por la normatividad vigente de acuerdo con lo indicado en la

norma técnica colombiana NTC 287, y la norma del Codex para aceites vegetales especificados

Codex stan 210-1999.

Tabla 7. Control de calidad realizado al aceite crudo de palma en la planta extractora de
Aceite de Maria la Baja S.A

PARAMETRO VALOR
AGL (Expresado como % 2,49
de Acido Palmitico)
Humedad (%) 0,16
Impurezas (%) 0,028
pH 6,06

Fuente: Laboratorio Planta extractora Maria la baja 2013

Enla Tabla 8 se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados al aceite crudo de

palma.

Tabla 8. Analisis fisicoquimico realizado al aceite crudo de palma suministrado por la

empresa extractora de Aceite de Maria la baja S.A

PARAMETROS

Densidad ( g/cc) a 25
°oC

indice de refraccion a
25°C

% acidez (expresado
como acido palmitico)
indice de perdxido,
(meq O,/kg aceite)
indice de Yodo,(mg
1,/100 g aceite)

indice de
saponificacion( mg
KOH/g aceite)

indice de TBA (mg
malonaldehido/100 g
aceite)

PROMEDIO + COEFICIENTE DE

DE VARIACION (CV)
0.913+0.004 0.465
1.463+0.000 0.019

0.23+0.021 12
0.230+0.028 12.298
51.95+0.028 1.363
247.30+1.690 0.683
< 0,05+£0.000 0.000
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ESM

0.003

0.000

0.15

0.028

0.065

1.195

0.000

NORMAS

AOAC
940.28/90
AOAC
919.28/90
AOAC
940.28/90
AOAC
965.33/90
AOAC
940.150/90
NTC 355

AOACS
19.90

NTC

0.868 — 0.876
431-2000-06-21

1.459-1.455 431-
2000-06-21

Max. 5
431-2000-06-21

0.094 - 1.973
1ISO 3960: 2001

50 - 58
431-2000-06-21

195 - 205
431-2000-06-21
239 A 257
Resol.
000126/22/02/64

0.3




De acuerdo con los resultados de la Tabla 8, los valores de acidez (0.23% de &cido palmitico), indice
de Yodo (52.95 mg 12/100 g aceite), indice de saponificacion (247.3 mg KOH/g aceite) e indice de
TBA (<0.05 mg malonaldehido/100 g aceite) se encuentran de acuerdo con los parametros de
calidad establecidos en la norma NTC 431 de 2009; mientras que el indice de peréxido esta acorde
con los valores de referencia propuestos por algunos autores (Rincon y Martinez, 2010). El valor
obtenido para la densidad (0.913+0.004 g/mL) fue superior al valor de densidad promedio (0,89
g/mL) correspondiente al aceite crudo de palma que se procesa en Colombia; segin Rincon y
Martinez (2010) y Gustone (2008), el valor de la densidad se atribuye a la presencia de impurezas
presentes en la muestra analizada, posiblemente presencia de humedad que influye sobre esta

propiedad fisica.

En los alimentos con alto contenido de lipidos la etapa mas importante del proceso de
peroxidaciones la formacién y descomposicion de los hidroperoxidos; debido a que en ella se
generan una serie de compuestos oxidados como cetonas, aldehidos, entre otros compuestos como
alcanos y alquenos de bajo peso molecular y alta volatilidad, que generan olores y sabores
desagradables que determinan el valor sensorial del alimento; este proceso de deterioro es
denominado rancidez oxidativa (Rodriguez, et al., 2007). Los antioxidantes pueden retardar la
rancidez, pero nunca la detienen porque la oxidacion ocurre a bajas presiones de oxigeno y se hace
inevitable a pesar del uso de todas las metodologias de conservacion que se puedan emplear como

frio, escaldado y empaque (Gaviria et al. 2009).

Otra forma muy comun de seguir la oxidacion de acidos grasos es la medicion de especies reactivas
al acido tiobarbiturico (TBARs), que son productos secundarios de peroxidacion lipidica y se usan
ampliamente en la industria de alimentos, mas relevante aun, en este caso particular, por el uso de

técnicas espectrofluorimétricas que tienen una alta sensibilidad y especificidad (Zapata et al. 2013).

En la Figura 13, se muestran los cambios en el indice TBAR del aceite de palma crudo, conteniendo
diferentes cantidades de AE obtenido por HD y HDM y almacenado a 63 °C durante 18 dias. (Ver
anexo 6).
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Figura 13. Cambios en el indice TBAR del aceite de palma crudo, conteniendo diferentes
cantidades de AE obtenido por HD, almacenado a 63 °C durante 18 dias. A: oreganito (Lippia
alba mill); B: orégano (Orégano vulgare) C: Orégano borde blanca (Orégano vulgare ssp), D:

aceite crudo sin aditivo; E: aceite crudo de palma con acido ascorbico.
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En la Figura 13 se muestra el efecto de las diferentes concentraciones de antioxidantes empleados
en la evaluacion. Se utilizé al &cido ascérbico como control al 0,02%, y se evaluaron las actividades
antioxidantes de los AE de oreganito, orégano Vulgare y orégano borde blanco especialmente sobre
inhibicion de la formacién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARs) en las muestras de
aceite crudo de palma en funcién del tiempo. Puede notarse que en el aceite crudo se presenta un
incremento del contenido de TBARS a partir del dia 6; interesantemente, los AE esenciales muestran
la capacidad de inhibir el proceso oxidativo hasta el dia 9 de almacenamiento; sin embargo, es

dependiente de la concentracion y la especie vegetal a partir de la cual se obtuvo el AE.

En la Figura 13E se observa que en el tratamiento del aceite crudo de palma con &cido ascérbico al
0,02% se obtuvo un valor TBARS = 0; este comportamiento se extendié durante todo el
almacenamiento, desde el dia cero hasta el dia 18. Posiblemente, hay un efecto sinérgico que
pueden brindar los tocoferoles que se encuentran en el aceite crudo de palma, que reducen en
forma significativa los radicales tocoferoxilos (Makinen y Gutteridge 1994). Lo anterior puede

sustentarse considerando los siguientes criterios:

De acuerdo a Villanueva et al. (2010) el acido ascorbico cede un hidrégeno, produciéndose una
transferencia de electrones de doble enlace hacia el oxigeno que sufri6 la pérdida de un electron,
repitiendo la misma accién en el siguiente atomo de oxigeno, que sufrid la pérdida del atomo de
hidrégeno, hasta establecerse el equilibrio de energia. De acuerdo a esta reaccidn, el acido

ascrbico cede dos hidrogenos, explicando asi su eficiencia como un excelente antioxidante.

Otros efectos que actuan en los mecanismos de inhibicion de la peroxidacion lipidica del acido
ascorbico y el palmitato de ascorbilo sobre los hidroperdxidos en el aceite de palma, es la reduccion
de los hidroperoxidos hasta compuestos hidroxi mas estables, ya que no permiten que continten las
reacciones en cadena que son propias del mecanismo de los radicales libres (Schieberle et al, 1981;
Von Uhl et al, 1990); otra alternativa en el mecanismo es que el &cido ascorbico puede actuar como
un agente quelante de metales (Kanner et al,1997; Fukuzawa, et al; 1993), o como un sistema
removedor del oxigeno singulete que también contribuye a la peroxidacién (Bendich, et al,1986; Lee,
et al; 1997), El acido ascérbico es un inhibidor de la accion de las enzimas lipoxigenasas mediante la

eliminacion de los radicales libres formados durante las reacciones catalizadas por estas enzimas
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(Macarrone, et al, 1995), igualmente puede eliminar al oxigeno molecular con lo cual disminuye la

probabilidad de formacién del oxigeno singulete que participa en la peroxidacion (Frankel, 1998).

El aceite crudo de palma exhibi6 los valores mas altos de TBARS en todas las etapas de anélisis
durante el almacenamiento. Un incremento continuo de TBARS se observo en todas las muestras de
aceite crudo de palma que contenia AE, durante el tiempo de almacenamiento; este comportamiento

se observo con ambos AE obtenidos por HD y HDM.

El AE de oreganito obtenido por HD present6 la menor capacidad de inhibir el proceso oxidativo del
aceite de palma, (Figura 13 A); mientras que el AE de orégano retrasd el proceso oxidativo a
concentraciones a partir de 350 ppm (Figura 13 B). En todos los tratamientos se observé un efecto
de la concentracion del AE sobre la oxidacion del aceite comestible (Figura 13A-C), a mayor

concentracion de AE menor contenido de TBARS:

La estabilidad oxidativa lograda con la inclusion del AE de Orégano obtenido por HD puede
atribuirse a la capacidad antioxidante que tiene el carvacrol que es el componente mayoritario de
este aceite; la actividad antioxidante de este compuesto es debida a la presencia de grupos OH
fendlicos en su estructura, los cuales actian como donadores de hidrogeno con los radicales
perdxido producidos durante el primer paso de la oxidacién lipidica, de esta forma se retraza la

formacion de la enzima hidroxilperoxidasa (Radwan et al., 2008).

Los cambios en el indice TBAR del aceite de palma crudo, conteniendo diferentes cantidades del AE
obtenido por HDM y almacenado a 63°C durante 18 dias, se presentan en la Figura 14. Esta,
muestra el efecto de las diferentes concentraciones de antioxidantes (acido ascérbico como control
al 0.02%, AE de oreganito, orégano Vulgare y orégano borde blanco) sobre la formacién de las

sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en las muestras de aceite crudo de palma.
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Figura 14. Cambios en el indice TBAR del aceite de palma crudo, conteniendo diferentes
cantidades de AE obtenido por HDM, y almacenado a 63 °C durante 18 dias. A: oreganito
(Lippia alba mill); B: orégano (Orégano vulgare) C: Orégano borde blanca (Orégano vulgare
ssp), D: aceite crudo sin aditivo; E: aceite crudo con acido ascorbico.

El aceite de palma tratado con los AE de Lipia alba y orégano vulgare obtenido por HDM
presentaron mayores contenidos de TBARS en comparacién con el AE de orégano borde blanco. Se
observd un incremento del contenido de TBARS en el tiempo y este fue dependiente de la
concentracion. Un incremento levemente escalonado de TBARS se observo en el aceite de palma
conteniendo AE de orégano vy oreganito (Figura 13 Ay B), durante el almacenamiento a partir del

dia 15. EI menor valor de TBARS fue obtenido en el aceite de palma tratado con AE de orégano
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borde blanco; unicamente en el dia 18 de almacenamiento se observé un incremento de TBARS a la
menor concentracion evaluada (150 ppm, Figura 14C); un incremento en la concentracién del AE de
orégano borde blanco inhibe por completo la producian de TBARS durante todo el almacenamiento.
Es importante resaltar que en la mayoria de los aceites esenciales extraidos por los dos métodos,
muestran que el periodo de induccion corresponde a 12 dias para estos compuestos, que es el
tiempo en el que aumenta la produccion de los compuestos de oxidacion, observandose una etapa
de latencia y después un incremento repentino. Los resultados sugieren que el proceso de oxidacion
es una reaccion simultanea, donde se van produciendo compuestos oxidados iniciales y finales sin
necesidad de alcanzarse puntos de saturacion en los primeros compuestos de oxidacion. El tiempo
de induccion consiste en el punto donde comienza la rancidez oxidativa, es decir, mas alla de este
punto aumenta significativamente la produccién de compuestos finales de oxidacion como aldehidos,
cetonas e hidrocarburos que generan olores y sabores desagradables en las grasas y aceites,
conocido como rancidez oxidativa; proceso que cuando alcanza el tiempo de induccion es
incontrolable. El uso de antioxidantes en los alimentos busca alargar esta fase de induccion, para
aumentar la vida Util de los productos ricos en acidos grasos. Muchos autores reportan el uso de
extractos naturales que disminuyen los tiempos de oxidacion en diversos aceites y sistemas
emulsificados (Zapata et al. 2013).

La actividad antioxidante de un alimento es la expresién de los diferentes componentes, los cuales
se comportan mediante distintos mecanismos de accion reductora en sus interacciones con las
especies reactivas de oxigeno (ERO) u otros radicales. La medida de la capacidad antioxidante de
alimentos ha tenido mucha relevancia en los Ultimos afios, debido a la calidad de la informacién que
se puede obtener; desde la resistencia a la oxidacion, la contribucién cuantitativa de sustancias
antioxidantes y la actividad antioxidante producida por los alimentos en el organismo al momento de

consumirlos (Zapata et al. 2013)..

El AE de orégano borde blanco obtenido por el método de HDM disminuyé ostensiblemente el
contenido de TBARS en el aceite crudo de palma durante todo el almacenamiento a 63°C, reflejando
un efecto inhibitorio en la oxidacion lipidica. Por lo tanto, se puede concluir que este AE, en las
concentraciones estudiadas, es capaz de proteger el aceite crudo contra la oxidacion y se puede
recomendar como una buena fuente de antioxidantes naturales para la estabilizacién de sistemas
alimenticios, especialmente los aceites vegetales. Por lo tanto, se puede afirmar que el orégano
borde blanco es la especie nativa del departamento de Bolivar (Colombia) mas promisoria debido a
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presentd la mas alta actividad antioxidante y la mayor capacidad de inhibicion de la oxidacion de
aceites comestibles, y esta actividad se debe a la concentracidn de carvacrol, timol, a-pineno y y-
Terpineno. Resaltando, que el a-pineno es una molécula importante en la semisintesis de vitamina A

y E, esta ultima es una estructura de elevada capacidad antioxidante.

Se puede considerar que en el proceso oxidativo del aceite de palma hay una produccién
permanente de hidroperoxidos conjugados, los cuales se van consumiendo en el tiempo generando
una alta concentracion de especies reactivas de oxigeno. Este proceso se puede controlar con el
uso de antioxidantes exdgenos. El aceite esencial de Orégano borde blanco por todo lo anterior,
poseen un gran potencial para la industria agroalimentaria en Colombia, como una fuente

antioxidante.
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CONCLUSION

El rendimiento de los AE de Origanum vulgare (orégano), Origanum vulgare ssp (orégano borde
blanco), y Lippia alba mill (oreganito) es dependiente del método de extraccion utilizado para su
obtencién. Se obtuvo mayor contenido de AE cuando se empled la extraccién mediante
hidrodestilacién por arrastre de vapor (HD), en comparacién con el método de hidrodestilacion
asistida por microondas (HDM); sin embargo, esta ultima técnica es un proceso rapido y
relativamente econdmico en comparacién con la HD. Quimicamente los aceites esenciales de
todas las especies contienen mayoritariamente fenoles como el carvacrol y el timol, a los cuales
se les atribuye la buena capacidad antioxidante exhibida en el aceite esencial de orégano y el
orégano borde blanco, bajo los diferentes modelos evaluados. Por su parte, el AE de Lippia alba
mill, obtenido por hidrodestilacion, no se comporta como un antioxidante eficiente, posiblemente
porque el contenido de timol y carvacrol fue bajo (<1%). Finalmente, el aceite esencial de
Origanum vulgare ssp (orégano borde blanco) presentd la mayor capacidad de inhibir el proceso
oxidativo de una matriz alimenticia lipidica como el aceite crudo de palma, este hecho
correlaciona con la alta capacidad antioxidante presentada por este AE en el modelo ORAC
lipofilico. Con los resultados obtenidos se establece que los AE de orégano son antioxidantes
naturales promisorios, que pueden ser usados en alimentos como posibles sustitutos de los
antioxidantes sintéticos puesto que estos AE pueden atrapar radicales libres y prevenir la

oxidacion.
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RECOMENDACIONES

e Realizar un modelamiento matematico del comportamiento de la capacidad antioxidante y el

tiempo de almacenamiento de estos AE en el aceite crudo de palma.

e Realizar el estudio de la estabilidad y de los compuestos fendlicos que actian como

antioxidantes en el aceite crudo de palma.

e Se recomienda en el puerto de inyeccion de GC realizar inyeccion on-column, al AE de
Lippia alba mill, para evitar la descomposicion de los analitos, asi como pruebas de
bioactividad, para comparar el efecto del método de extraccién sobre la composicién y la

actividad bioldgica.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE MEDELLIN
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOCIENCIAS

HERBARIO GABRIEL GUTIERREZ V. (MEDEL)
Registro Nacional de Colecciones Biologicas # 016

CERTIFICADO DE DETERMINAGION Y DEPOSITO DE MATERIAL BOTANICO

Fecha de expedicion: 25 de Enero de 2012
Colector: Miladys Torrenegra y Antonio Bustillo
Documento de identidad:

Procedencia: Corregimiento de Membrillal, municipio de Cartagena, Departamento de Bolivar
Nombre del proyecto o coleccion obsequiada: Torrenegra M. 01,

Teléfono/fax: correo-e. _mtorrenegraa@hotmail.com

Descripcion de los ejemplares recibidos:

Total de ejemplares recibidos: 1 (3 duplicados)
Observaciones sobre las condiciones de los ejemplares (p.ej. dafios mecénicos, problemas
fitosanitarios, condiciones de montaje): Ejemplar en buenas condiciones v en estado fertil.

IDENTIFICACION

Familia: VERBENACEAE

Nombre cientifico: Lippia afba (Mill.) N.E. Br. ex Britton & P. Wilson

Determinador: Jorge Vélez, Ing. Agrénomo-Boténico, Curador de colecciones.

Recursos utilizados para la identificacion: Rueda, R. 2012 (ined). LAMIACEAE-Lippia. En:
Davidse, G., M. Sousa Sanchez, S. Knapp & F. Chiang Cabrera. (eds.). Rubiaceae a Verbenaceae.
Fl. Mesoamer. 4(2).

¢
Por medio de la presente, se da cumplimiento con la reglamentacién del Decreto 309 de 2000
(articulo 8 y 14) y la resolucion 1115 de 2000 (articulo 5) del Ministerio del Medio Ambiente, por los
cuales se obliga a depositar en una coleccion registrada las ruestras producto de estudios
ambientales o actividades de investigacion y se faculta a estas colecciones para la expedicion de la
constancia de deposito.

E| Herbario Gabriel Gutiérrez V. “MEDEL" ha recibido el siguients material en calidad de donacion
permanente, lo cual significa que el material no podra ser reclamado posteriormente por el donante
u otra persona, pues entra a formar parte oficial de la coleccicn del herbario. Treinta (30) dias
calendario después de recibidos los ejemplares el herbario dispondra de ellos y en las
publicaciones que sean citados se realizara bajo la sigla MEDEL ccmo coleccion deferencia.

ciencia, tecnologia e innovacion para el pais

Calle 59A N° 63-20, Autopista Norte - Blogue 11, Ofcina 118
Teléfono: (57-4) 430 9348 Conmutador: (57-4) 430 9000 Ext. 49743 Fax: (57-4) 430 93 41
Correo electronico: herbario_med@unal.edu.co / Medellin Antioguia, Colombia, Sur América

107




ANEXO 2. ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS ACEITES
ESENCIALES OBTENIDOS POR HD Y HDM
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Perfil cromatogréfico del aceite esencial de Orégano borde blanco (Origanum vulgare ssp):
A) obtenido por el método de hidrodestilacion asistida por radiacion con microondas
B) obtenido por el método de hidrodestilacion.

Perfil cromatogréfico del aceite esencial de oreganito (Lippia alba): A) obtenido por el método de
hidrodestilacion asistida por radiacion asistida con microondas. B) obtenido por el método de hidrodestilacion.
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Perfil cromatografico del aceite esencial de Orégano (Origanum vulgare) A) obtenido por el método de
hidrodestilacion asistida por radiacion asistida con microondas B) obtenido por el método de hidrodestilacion.

110




ANEXO 3. CUANTIFICACION DE LOS PRINCIPALES
COMPONENTES DE LOS ACEITES ESENCIALES




Componentes principales cuantificados en el aceite esencial de Origanum vulgare ssp (orégano
borde blanco) obtenido por el método de hidrodestilacion asistida por radiacion asistida con
microondas

Numero Tiempode = Concentracion
de pico Componente retencion relativa (%)
(Rt) Minutos

1 p-Cimeno 5.957 2.31

2 y —Terpineno 6.485 0.91

3 Citral 10.102 6.49

4 Carvacrol 11.684 69.97

5 Cariofileno 12.58 2.75

6 Timol 20.854 10.74

Componentes principales cuantificados en el aceite esencial de Origanum vulgare ssp (orégano
borde blanco) obtenido por el método de hidrodestilacion.

1 a-pineno 9.957 0.59
2 0-cimeno 13.464 6.71
3 y —Terpineno 14.709 6.25
4 Timol (22.148 10.11
5 Carvacrol 22.521 64.55
6 Cariofileno 25.361 4.00

Componentes principales cuantificados en el aceite esencial de oreganito (Lippia alba) obtenido por
el método de hidrodestilacion asistida por radiacion asistida con microondas

1 a-Pineno 4217 0.29
2 B-Mirceno 5.173 0.71
3 4-Careno 5.580 1.54

112




4 0-Cimeno 5.942 1217
5 p-Cimeno 6.198 5.50
6 y —Terpineno 6.575 12.07
7 Carvacrol 11.383 44.74
8 Eugenol 12.679 5.21

9 Cariofileno 12.762 4.38

Componentes principales cuantificados en el aceite esencial de oreganito (Lippia alba) obtenido por
el método de hidrodestilacion

NUmero de pico Tiempo de Concentracion
Componente retencion (Rt) relativa (%)
Minutos
1 2-tujeno 9.714 0.10
2 B-mirceno 12.103 1.40
3 0-Cimeno 13.438 3.05
4 Limoneno 13.508 0.55
5 a-Terpinen 14.479 1.49
6 Linalool 15.896 0.42
7 a-pineno 16.430 0.48
8 Terpinen-4-ol 18.129 0.19
9 a -Citral 20.522 524
10 a -Citral 20.973 1.47
11 Carvacrol 22.616 0.14
12 p-Menta 23.808 0.92

Componentes principales cuantificados en el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) obtenido
por el método de hidrodestilacion asistida por radiacion asistida con microondas

Numero Tiempode  Concentracion
de pico Componente retencion relativa (%)
(Rt) Minutos

1 B-Mirceno 5173 0.40

2 a-Terpineno 5.580 0.95

3 p-Cimeno 5.912 8.51

4 Terpineno 6.545 13.43

5 Carvacrol 11.360 65.01
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Componentes principales cuantificados en el aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) obtenido
por el método de hidrodestilacion.

1 B-pineno 11.461 1.39
‘ Carvacrol 11.852 65.63
] a-Terpineno 14.691 9.81
* Terpinen-4-ol 18.710 1.86
° Timol 22.764 13.77
° Cariofileno 25.248 7.49
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ANEXO 4. DATOS ENSAYOS ABTS, DPPH Y ORAC
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DETERMINACION IC50 DE Acido ascérbico y Aceites esenciales por el método ABTS

Muestra Concentracion ppm % de Captacién de Radical ABTS % de Captacién de Radical ABTS
1 32,426 | 27,337 | 26,913 25,923 26,147 20,445 20,167 22,114
Acido 2 53,490 | 58,862 | 54,904 50,765 49,096 54,381 51,599
ascorbico 4 93214 | 92,649 | 92,508 93,214 93,602 92,629 92,350 93,185
6 92,649 | 91,942 | 93,638 93,214 93,880 93,602 94,019 94,019
125 28,244 | 29,688 | 24,346 27,089 24,944 27,017 25,093 25,241
250 29,255 | 33,297 | 31,998 25,934 34,863 37,528 36,788 45,670
500 39,650 | 32,720 | 34,308 41,382 41,525 42,413 41,673 42,117
750 45281 | 45,425 | 39,939 34,308 48,779 45,374 48,038 41,377
Oreganito 1000 48,168 | 48,890 | 52,500 49,756 68,320 46,262 45,522 46,558
(LiF’IOif‘_| g'l'&a mill) 2000 60,729 | 54,954 | 56,542 52,355 56,181 52,924 52,924 50,259
3000 65,205 | 60,440 | 61,307 62,029 57,957 56,921 58,401 57,957
4000 67,371 | 64,050 | 65,060 64,627 62,842 60,178 64,027 58,993
5000 68,381 | 69,392 | 67,226 69,825 65,359 63,731 63,434 64,471
6000 69,392 | 71,124 | 70,258 67,371 68,616 67,876 68,172 67,135
125 41,989 | 40,470 | 33,840 33,149 40,627 40,627 38,955 38,537
25 50,552 | 49,862 | 53,039 50,414 55,819 53,589 52,195 55,122
50 58,149 | 57,735 | 51,243 56,906 61,951 62,509 62,648 62,091
75 65,055 | 62,017 | 61,326 62,845 67,944 67,247 66,969 65,993
AE Origanum 100 65,055 | 66,575 | 64,365 65,608 69,059 70,035 70,732 69,199
Vulgaris HDM 125 69,061 | 64,641 | 67,265 68,094 72,962 70,174 71,150 69,338
150 71,547 | 70,028 | 70,856 69,613 72,265 71,707 71,847 74,077
200 72,099 | 72,376 | 71,271 73,619 75,331 74,634 75,610 70,592
250 73,619 | 72,238 | 69,199 69,199 75,610 75,470 75,470 75,052
300 72,238 | 71,961 | 73,757 73,343 76,446 76,725 76,864 75,610




12,5 31,906 | 35,221 | 29,972 32,182 33,659 36,446 32,822 34,077
o5 39,365 | 38,536 | 40,746 41,851 40,627 41,603 43,275 44,390
50 50,967 | 48,757 | 47,652 48,757 50,801 52,056 49,547 49,547
75 53,591 | 52,486 | 53,729 54,696 56,516 54,007 57,213 58,049
. 100 60,359 | 59,116 | 56,492 56,768 62,787 62,787 60,557 61,672
AE Origanum
Vulgaris HD 125 60,497 | 59,254 | 62,983 61,188 64,460 63,902 63,624 62,509
150 65,746 | 64,503 | 62,017 64,779 69,338 68,780 67,526 67,666
200 68,923 | 67,956 | 70,442 69,337 72,962 72,265 70,035 71,707
250 72,790 | 72,928 | 70,028 71,685 76,028 76,307 76,028 76,307
300 75,829 | 74,862 | 74,862 74,724 79,652 77,282 78,118 78,676
250 30,698 | 25,934 | 26,656 28,100 21,244 21,540 18,283 20,207
500 38,062 | 34,597 | 34,452 30,265 31,014 28,942 32,050 27,905
1000 44,559 | 42,537 | 41,382 42,537 37,232 36,491 35,159 33,087
2000 54,954 | 52,355 | 50,911 55,820 47,150 45,078 47,446 44,486
AE Oreganito 3000 63,472 | 61,451 | 60,152 62,606 57,217 54,552 53,812 54,996
(Uppia:g’a mill 4000 66,071 | 64,916 | 65,782 64,339 63,138 63,731 62,990 61,954
5000 74,589 | 73,290 | 71,124 71,991 71,132 68,024 67,432 68,616
6000 77,766 | 74,445 | 74,734 76,322 73,649 71,725 72,021 69,504
7000 79,065 | 77,910 | 77,910 78,055 76,018 76,166 73,353 74,241
8000 81,664 | 81,231 | 82,241 82,819 79,275 78,979 79,275 77,054
AE Origanum 12,5 38,187 | 35,539 36,334 35,132 38,605 32,899
vulgaris ssp o5 47,981 | 48,511 | 54,864 53,408 43,194 47,163 49,271 44,682
(orégano 50 63,865 | 62,541 | 60,556 58,306 54,729 56,217 55,225 54,109
borde blanco)
HDM 75 65,983 | 64,659 | 65,983 64,130 62,171 59,566 61,178 62,171
100 68,498 | 66,909 | 66,380 64,924 63,287 61,674 62,791 62,543
125 70,218 | 69,292 | 69,424 66,909 66,016 65,891 68,620 66,760
150 73,395 | 69,821 | 66,777 69,821 69,984 68,496 66,760 69,116




200 71,277 | 72,336 | 70,218 68,895 71,349 71,969 72,961 72,465

250 75,645 | 75,248 | 72,601 72,733 73,705 73,457 72,589 72,837

300 75,248 | 69,954 | 74,983 71,277 74,698 74,822 75,318 72,217

125 34,083 | 42,555 | 37,922 31,568 37,240 40,713 41,457 41,829

o5 50,232 | 46,261 | 52,085 45,467 53,612 52,124 53,240 50,140

50 56,717 | 57,247 | 58,438 54,467 60,930 60,558 59,938 59,194

AE Origanum 75 65,718 | 61,482 | 64,924 62,409 66,512 65,271 66,884 65,271

"‘(’ggg ’as nsjp 100 68,233 | 68,101 | 68,895 65,056 67,008 69,612 67,752 68,992

borde blanco) 125 72,866 | 70,086 | 71,145 69,159 73,209 71,721 72,465 70,977

HD 150 71,145 | 72,071 | 70,748 71,277 71,969 74,326 71,721 73,705

200 68,498 | 66,512 | 68,498 66,380 68,372 67,504 69,736 68,372

250 69,424 | 68,762 | 68,365 67,571 71,349 70,729 70,481 69,984

300 70,880 | 69,821 | 71,145 69,557 72,589 71,845 73,209 72,093

Muestra CI50 (pg/mL) Limites Confianza
(ng/mL)

A. ascoérbico 2,09 (1,13-2,98)
ﬁgl\?reganito (Lippia alba mill) 1153,04 (1020,51-1298,32)
AE Origanum Vulgaris HDM 24,23 (22,56-26,08)
AE Origanum Vulgaris HD 53,58 (51,03-56,25)
AE oreganito (Lippia alba mill) HD 1971,89 (1847,99-2102,59)
ﬁiggr ;ii":g; d‘;‘;/i‘g&“p 29,08 (27,18-31,15)
e | B 22212559

AE Origanum vulgaris ssp (oregano borde

blancao) HD

MEJOR ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE




DETERMINACION IC50 DE Acido ascérbico y Aceites esenciales por el método DPPH

Concentracién

Muestra opm % de Captacién de Radical DPPH % de Captacién de Radical DPPH
1 7,14 4,89 7,62 -5,034 -3,101 -2,859
o 5 10,61 15,71 22,47 18,44 10,068 9,948 11,277
aSACCé'r(:)?CO 10 23,08 24,14 23,43 22191 23,157 20,379
15 70,99 74,31 73,24 70,701 72,634 71,063 70,459
20 97,83 97,71 97,47 97,584 97,463 96,738
500 19,536 12,705 11,066 14,617 18,996 18,864 18,203 17,542
1000 26,776 25,546 32,514 28,415 29,699 29,567 34,721 30,889
2000 46,311 41,393 39,754 41,667 47,803 46,085 45,425 45,557
AE 2500 46,977 44,938 44,064 46,249 46,935 43,507 41,569 41,271
Ooreganito 3000 45,666 44,938 49,599 46,103 45,593 44,103 47,978 45,743
(L:Emi)a :I'Dba 3500 51,784 48,288 46,249 46,832 48,277 46,339 43,358 44,848
4000 50,619 50,910 53,678 51,202 48,277 47,680 52,152 50,363
5000 60,167 57,396 56,011 59,013 56,071 53,195 51,365 51,234
7500 66,864 66,633 68,711 68,480 59,209 59,340 60,255 59,601
10000 70,212 67,095 67,903 68,711 66,661 62,739 62,216 62,347
62,5 15,741 9,744 8,053 8,053 16,230 10,742 10,164 10,164
125 24,813 23,121 22,045 30,655 26,918 24,174 31,396
AE Origanum 250 44,647 42,495 38,805 39,727 46,272 42,228 39,339 39,484
Vulgaris HDM 375 51,413 49,721 54,949 56,948 54,793 50,172 56,960 62,159
500 66,934 62,272 59,796 60,961 63,630 60,648 56,624 58,114
1000 74,800 73,926 76,839 74,800 73,617 72,871 76,151 73,169




2000 85,433 83,685 83,394 83,540 84,200 83,156 82,411 82,858

Muestra Concgg:}acién % de Captacién de Radical DPPH % de Captacién de Radical DPPH
62,5 29,060 25,710 21,631 23,962 27,110 27,110 20,253 19,508
125 42,316 42,607 47,706 44,355 39,184 39,184 44,550 40,674
250 66,642 61,981 59,650 59,942 61,394 61,394 58,413 59,605

AE Origanum

Vulgaris HD 375 71,012 70,721 73,489 70,867 70,933 70,933 73,020 70,188
500 70,219 71,995 77,049 75,820 78,461 78,461 79,650 78,328
1000 86,202 84,426 83,607 84,290 87,578 86,653 86,521 86,521
2000 88,934 88,388 89,617 88,798 90,618 90,089 91,146 90,882
500 1,913 -3,825 -6,694 -2,596 4,602 1,919 -4,490 -0,466
1000 10,124 9,104 13,911 9,687 6,838 3,857 13,248 6,242
AE Origanum 2000 21,995 16,667 12,842 17,896 28,510 25,471 22,431 23,092
vulgaris ssp 3000 25,127 23,379 29,643 24,253 23,086 21,744 27,706 23,682
(orégano 4000 35,324 30,080 27,312 26,147 28,452 24,725 19,359 22,191
borde) HDM 5000 30,954 29,352 35,033 31,391 26,216 24,576 32,029 27,408
7500 45,521 42,170 39,840 39,840 41,867 39,333 35,010 37,395
10000 46,249 44,355 48,580 45,375 43,954 41,420 47,382 44,252
62,5 28,766 24,551 22,065 22,173 26,443 23,727 21,336 21,771
AE Origanum 125 34,495 32,874 37,954 39,900 40,676 34,049 37,525 34,375
vulgaris ssp 250 54,493 51,574 49,953 49,520 51,650 50,455 48,065 48,717
(orégano 375 57,735 56,222 60,113 61,951 63,276 57,083 60,234 56,648
borde 500 62,592 63,285 67,095 65,709 60,386 60,124 62,347 61,170
blancoa) HD 1000 79,680 77,717 77,255 77,601 77,905 76,205 74,767 75,290
2000 86,261 86,376 87,415 87,184 84,965 84,834 85,880 85,096




Muestra concgr{;‘;rnauon % de Captacion de Radical DPPH % de Captacion de Radical DPPH
62,5 26,280 23,254 20,227 21,200 23,944 21,010 18,403 19,707
AE Origanum 125 32,550 30,820 35,144 37,954 41,546 30,680 35,244 31,550
vulgaris ssp 250 41,197 38,387 36,225 36,441 39,698 37,200 34,483 35,896
(orégano 375 52,331 50,709 54,709 56,546 58,821 50,998 54,801 51,433
borde blanco) 500 60,976 58,897 56,126 59,128 55,418 53,849 51,365 52,541
HDM 1000 74,253 73,676 75,870 74,830 68,492 69,407 71,499 70,976
2000 84,182 82,566 81,873 83,259 82,873 81,173 80,650 81,173
Muestra
CI50 (ug/mL) | A. ascorbico Aceite E. Aceite E.2 | AceiteE.3 | AceiteE.4 | AceiteE.5 | AceiteE.6
1 Clso 13,02 3763,0 339,5 165 * 235,7 329,8
2 Clso 13,11 4013,0 322 188,6 * 244,9 325,1
Prom 13,065 3888,0 330,8 176,8 240,3 327,5
SD 0,064 176,777 12,374 16,688 #iDIV/0! 6,505 3,323
n 2,000 2,000 2,000 2,000 #iDIV/0! 2,000 2,000
ESM 0,045 125,000 8,750 11,800 #iDIV/0! 4,600 2,350
cv 0,487 4,547 3,741 9,439 #iDIV/0! 2,707 1,015




Limites

Muestra CI50 Confianza
(ng/mL)E.S.M. (ng/mL)
L. (12,02-14,07)
A. ascorbico 13,065 + 0,045
(3248,46-
AE Oreganito (Lippia alba mill) HD 3641,15)
3888 £ 125
. . (309,37-339,08)
AE Origanum Vulgaris HDM 330,8 + 8,75
. . (153,46-166,09)
AE Origanum Vulgaris HD 176 +11,8
AE Origanum vulgaris ssp (orégano *
borde blanco) HDM *
AE Origanum vulgaris ssp (orégano (241,14-262,85)
borde blancoa) HD 240,3+4,6
AE Origanum vulgaris ssp (orégano (336,74-389,04)
borde blanco) HDM 327,5+2,35

AE Origanum Vulgaris HD

MEJOR ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE




ANEXO 5. DATOS ANOVA DEL LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE



Table Analyzed Data 1
One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary il
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 14
F 6577
R squared 0,9998
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 193800000 13| 14910000
Residual (within columns) 31730 14 2267
Total 193800000 27

Significant?
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. g P <0.05?] Summary| 95% CI of diff
A.A. vs AE O. (HD) -9987 296,7 Yes ok -10180 to -9797
A.A. vs AE O. (HDM) -3875 115,1 Yes ok -4065 to -3685
A.A. vs AE O. V. (HD) -163,7 4,864 No ns -353.5 t0 26.03
A.A.vs AE O. V. (HDM) -317,7 9,437 Yes il -507.4 10 -127.9
A.A. vs AE O.B. (HD) -314,0 9,327 Yes il -503.7 t0 -124.2
A.A. vs AE O. B. (HDM) -227,2 6,750 Yes * -417.0 to -37.47
A.A. vs AA. 10,98 0,3260 No ns -178.8 to 200.7
A.A. vs AE O. (HD) -1959 58,19 Yes ok -2149 t0 -1769
A.A. vs AE O. (HDM) -1140 33,86 Yes ok -1330 to -950.2
A.A.vs AE O. V. (HD) -40,52 1,204 No ns -230.3t0 149.2
A.A. vs AE O. V. (HDM) -11,17 0,3317 No ns -200.9t0 178.6
A.A. vs AE O.B. (HD) -10,91 0,3239 No ns -200.7 t0 178.9
A.A. vs AE O. B. (HDM) -16,02 0,4757 No ns -205.81t0 173.7
AE O. (HD) vs AE O. (HDM) 6112 181,6 Yes A 5922 to 6302
AE O. (HD) vs AE O. V. (HD) 9823 291,8 Yes ok 9633 to 10010
AE O. (HD) vs AE O. V. (HDM) 9669 287,2 Yes ok 9479 to 9859
AE O. (HD) vs AE O.B. (HD) 9673 287,3 Yes ok 9483 to 9863




AE O. (HD) vs AE O. B. (HDM) 9760 289,9 Yes ek 9570 to 9949
AE O. (HD) vs AA. 9998 297,0 Yes ek 9808 to 10190
AE O. (HD) vs AE O. (HD) 8028 238,5 Yes 7838 to 8218
AE O. (HD) vs AE O. (HDM) 8847 262,8 Yes 8657 to 9037
AE O. (HD) vs AE O. V. (HD) 9946 2955 Yes 9757 to 10140
AE O. (HD) vs AE O. V. (HDM) 9976 296,3 Yes 9786 to 10170
AE O. (HD) vs AE O.B. (HD) 9976 296,3 Yes ek 9786 to 10170
AE O. (HD) vs AE O. B. (HDM) 9971 296,2 Yes ek 9781 to 10160
AE O. (HDM) vs AE O. V. (HD) 3711 110,2 Yes 3521 to 3901
AE O. (HDM) vs AE O. V. (HDM) 3557 105,7 Yes 3367 to 3747
AE O. (HDM) vs AE O.B. (HD) 3561 105,8 Yes ek 3371 to 3751
AE O. (HDM) vs AE O. B. (HDM) 3648 108,4 Yes ok 3458 to 3837
AE O. (HDM) vs A.A. 3886 1154 Yes ok 3696 to 4076
AE O. (HDM) vs AE O. (HD) 1916 56,92 Yes ok 1726 to 2106
AE O. (HDM) vs AE O. (HDM) 2735 81,24 Yes 2545 to 2925
AE O. (HDM) vs AE O. V. (HD) 3834 113,9 Yes 3645 to 4024
AE O. (HDM) vs AE O. V. (HDM) 3864 114,8 Yes 3674 to 4054
AE O. (HDM) vs AE O.B. (HD) 3864 114,8 Yes 3674 to 4054
AE O. (HDM) vs AE O. B. (HDM) 3859 114,6 Yes ek 3669 to 4049
AE O. V. (HD) vs AE O. V. (HDM) -154,0 4,573 No ns -343.7 to 35.81
AE O. V. (HD) vs AE O.B. (HD) -150,3 4,463 No ns -340.0 to 39.51
AE O. V. (HD) vs AE O. B. (HDM) -63,50 1,886 No ns -253.310 126.3
AE O. V. (HD) vs A.A. 174,7 5,190 No ns -15.05 to 364.5
AE O. V. (HD) vs AE O. (HD) -1795 53,32 Yes -1985 to -1605
AE O. V. (HD) vs AE O. (HDM) -976,2 29,00 Yes -1166 to -786.5
AE O. V. (HD) vs AE O. V. (HD) 123,2 3,660 No ns -66.54 to 313.0
AE O. V. (HD) vs AE O. V. (HDM) 152.,6 4,532 No ns -37.19 to 342.3
AE O. V. (HD) vs AE O.B. (HD) 152,8 4,540 No ns -36.93 to 342.6
AE O. V. (HD) vs AE O. B. (HDM) 147,7 4,388 No ns -42.04 to 337.5
AE O. V. (HDM) vs AE O.B. (HD) 3,700  0,1099 No ns -186.1 to 193.5
AE O. V. (HDM) vs AE O. B. (HDM) 90,45 2,687 No ns -99.31 to 280.2
AE O. V. (HDM) vs A.A. 328,7 9,763 Yes 138.9 t0 518.4
AE O. V. (HDM) vs AE O. (HD) -1641 48,75 Yes -1831 to -1451
AE O. V. (HDM) vs AE O. (HDM) -822,3 24,43 Yes -1012 to -632.5




AE O. V. (HDM) vs AE O. V. (HD) 277,2 8,233 Yes *x 87.41 to 466.9
AE O. V. (HDM) vs AE O. V. (HDM) 306,5 9,105 Yes ek 116.8 to 496.3
AE O. V. (HDM) vs AE O.B. (HD) 306,8 9,113 Yes 117.0 to 496.5
AE O. V. (HDM) vs AE O. B. (HDM) 301,7 8,961 Yes 111.9to 491.4
AE 0.B. (HD) vs AE O. B. (HDM) 86,75 2,577 No ns -103.0 to 276.5
AE O.B. (HD) vs A.A. 325,0 9,653 Yes 135.2t0 514.7
AE 0.B. (HD) vs AE O. (HD) -1645 48,86 Yes ek -1835 to -1455
AE 0.B. (HD) vs AE O. (HDM) -826,0 24,54 Yes ek -1016 to -636.2
AE 0.B. (HD) vs AE O. V. (HD) 2735 8,123 Yes *x 83.71 to 463.2
AE O.B. (HD) vs AE O. V. (HDM) 302,8 8,995 Yes 113.1t0 492.6
AE 0.B. (HD) vs AE O.B. (HD) 303,1 9,003 Yes ek 113.3t0 492.8
AE 0.B. (HD) vs AE O. B. (HDM) 298,0 8,851 Yes ox 108.2 to 487.7
AE O. B. (HDM) vs AA. 238,2 7,076 Yes ox 48.45 to 428.0
AE O. B. (HDM) vs AE O. (HD) -1732 51,44 Yes ok -1921 to -1542
AE O. B. (HDM) vs AE O. (HDM) -912,7 27,11 Yes -1103 to -723.0
AE O. B. (HDM) vs AE O. V. (HD) 186,7 5,547 No ns -3.044 to 376.5
AE O. B. (HDM) vs AE O. V. (HDM) 216,1 6,418 Yes * 26.31 to 405.8
AE O. B. (HDM) vs AE O.B. (HD) 216,3 6,426 Yes * 26.57 to 406.1
AE O. B. (HDM) vs AE O. B. (HDM) 2112 6,274 Yes * 21.46 to 401.0
A.A. vs AE O. (HD) -1970 58,51 Yes ek -2160 to -1780
A.A. vs AE O. (HDM) -1151 34,19 Yes ok -1341 t0 -961.2
A.A. vs AE O. V. (HD) -51,49 1,530 No ns -241.3 10 138.3
A.A. vs AE O. V. (HDM) -22,14] 06577 No ns -211.9 to 167.6
A.A. vs AE O.B. (HD) -21,88]  0,6500 No ns -211.6 to 167.9
A.A. vs AE O. B. (HDM) -26,99]  0,8017 No ns -216.8 to 162.8
AE O. (HD) vs AE O. (HDM) 818,9 24,32 Yes 629.1 to 1009
AE O. (HD) vs AE O. V. (HD) 1918 56,98 Yes 1729 to 2108
AE O. (HD) vs AE O. V. (HDM) 1948 57,86 Yes ek 1758 to 2137
AE O. (HD) vs AE O.B. (HD) 1948 57,86 Yes ok 1758 to 2138
AE O. (HD) vs AE O. B. (HDM) 1943 57,71 Yes ok 1753 to 2133
AE O. (HDM) vs AE O. V. (HD) 1099 32,66 Yes ok 909.7 to 1289
AE O. (HDM) vs AE O. V. (HDM) 1129 33,53 Yes 939.0 to 1319
AE O. (HDM) vs AE O.B. (HD) 1129 33,54 Yes 939.3 to 1319
AE O. (HDM) vs AE O. B. (HDM) 1124 33,39 Yes 934.2 to 1314




AE O. V. (HD) vs AE O. V. (HDM) 29,35 0,8718 No ns -160.4 to 219.1
AE O. V. (HD) vs AE O.B. (HD) 29,61 0,8796 No ns -160.2 to 219.4
AE O. V. (HD) vs AE O. B. (HDM) 24,50 0,7278 No ns -165.3t0 214.3
AE O. V. (HDM) vs AE O.B. (HD) 0,2600] 0,007723 No ns -189.5t0 190.0
AE O. V. (HDM) vs AE O. B. (HDM) -4,850 0,1441 No ns -194.6 to 184.9
AE O.B. (HD) vs AE O. B. (HDM) -5,110 0,1518 No ns -194.9 to 184.7




ANEXO 6. CAMBIOS EN EL iNDICE TBAR DEL ACEITE DE
PALMA CRUDO, CONTENIENDO DIFERENTES CANTIDADES
DE AE OBTENIDO POR DH Y HDM, Y ALMACENADO A 63 °C

DURANTE 18 DIAS
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Cambios en el indice TBAR del aceite de palma crudo, conteniendo diferentes cantidades de
AE obtenido por DH y almacenado a 63 °C durante 18 dias. Aceite esencial de oreganito
(Lippia alba mill); orégano (Orégano vulgare) Orégano borde blanca (Orégano vulgare ssp),
aceite crudo sin aditivo; y aceite crudo con acido ascorbico.

 PARAMETROS  INDICE DE TBA, mg de malonaldehido/kg

MUESTRA ACEITE DE PALMA CRUDO + OREGANITO (Lippia alba mill) HD
CONCENTRACION DE 150 250 350 450 600
OREGANITO,ppm
DIAS
0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0
12 50 25 25 0 0
15 125 100 50 25 0
18 200 105 100 100 0
MUESTRA ACEITE DE PALMA CRUDO + AE OREGANO (Orégano vulgare)
HD
CONCENTRACION DE 150 250 350 450 600
AE OREGANO, ppm
DIAS
0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0
15 25 10 0 0 0
18 60 45 0 0 0
MUESTRA ACEITE DE PALMA CRUDO + AE OREGANO BORDE BLANCO
(Orégano vulgare) HD
CONCENTRACION DE 150 250 350 450 600
AE OREGANO OB, ppm
DIAS
0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0
12 40 0 0 0 0
15 80 25 0 0 0
18 95 70 50 0 0
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Cambios en el indice TBAR del aceite de palma crudo, conteniendo diferentes cantidades de
AE obtenido por DHM y almacenado a 63 °C durante 18 dias. Aceite esencial de oreganito
(Lippia alba mill); orégano (Orégano vulgare) Orégano borde blancoa (Orégano vulgare ssp),
aceite crudo sin aditivo; y aceite crudo con acido ascorbico.

MUESTRA ACEITE DE PALMA CRUDO + AE OREGANITO (Lippia alba
mill) HDM
CONCENTRACION DE AE 150 250 350 450 600
OREGANITO MO,ppm
DIAS
0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0
12 35 0 0 0 0
15 45 30 0 0 0
18 100 70 0 0 0
MUESTRA ACEITE DE PALMA CRUDO + AE OREGANO (Orégano vulgare)
HDM
CONCENTRACION DE 150 250 350 450 600
AE OREGANO MO,ppm
DIAS
0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0
15 10 0 0 0 0
18 40 30 20 0 0
MUESTRA ACEITE DE PALMA CRUDO + AE OB (Orégano vulgare ssp)
HDM
CONCENTRACION DE 150 250 350 450 600
AE OB MO, ppm
DIAS
0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
18 20 0 0 0 0
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ACEITE DE PALMA - ACIDO

MUESTRA ACEITE DE PALMA CRUDO
ASCORBICO AL 0.02%
DIAS
0 0 0
3 0 0
6 0 0
9 55 0
12 80 0
15 155 0
18 340 0
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