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EVALUACIÓN ANTIFÚNGICA IN VITRO DE EXTRACTO ETANÓLICO Y DE 

UNA FRACCIÓN POLIFENÓLICA  DE Lippia  graveolens  SOBRE Penicillium sp.  

 

1. RESUMEN 

El presente trabajo se realizó en dos etapas, la primera consistió en la obtención del 

extracto, la determinación de su rendimiento y la prueba de inhibición in vitro  contra 

Penicillium sp., hongo causante de pudriciones de frutos en postcosecha. En la segunda 

etapa  se realizó la obtención y cuantificación de polifenoles hidrosolubles del extracto 

etanólico, la cuantificación de azúcares totales (resultado de la fracción polifenólica) y la 

prueba antifúngica in vitro contra Penicillium sp. 

 Las hojas de Lippia graveolens colectadas en el Desierto Chihuahuense, en el 

Sureste del Estado de Coahuila, fueron deshidratadas y trituradas para ser agregadas en 

etanol como solvente para obtener el extracto. En la primera etapa, este extracto fue 

mezclado en medio PDA en dosis de 0, 500, 1000, 2000, 3000, 4000 y 5000 ppm, y 

vaciado en cajas Petri, para después ser inoculadas con cepas monospóricas de Penicillium 

sp. Las variables evaluadas fueron: crecimiento micelial y producción de esporas, el 

extracto etanólico de L. graveolens obteniendo los resultados de inhibición al 100 %, en el 

desarrollo del micelio de Penicillium sp. en 3000 ppm y a las esporas en 2000 ppm. 
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En la segunda etapa se realizó la obtención de la fracción polifenólica, la 

cuantificación  de polifenoles y azúcares totales, así como la evaluación antifúngica de la 

fracción polifenólica (polifenoles hidrosolubles) del extracto etanólico de L. graveolens, 

siguiendo el mismo procedimiento que en la prueba anterior, utilizando etanol como 

solvente. La fracción polifenólica se mezcló en medio PDA en dosis de 0, 5000, 10000, 

20000, 30000, 40000 y 50000 ppm y se vació en cajas Petri, para después ser inoculadas 

con cepas monospóricas de Penicillium sp. Las variables evaluadas fueron: crecimiento 

micelial y producción de esporas, obteniendo resultados de inhibición al 100 % en el 

desarrollo del micelio de Penicillium sp. en 20000 ppm y las esporas en 10000 ppm. 

Las cantidades obtenidas de polifenoles hidrosolubles fue de 13.54 mg/ml y de 

azúcares totales con dilución de  1:80 fue de 1.259 mg/ml.  

Los resultados de crecimiento micelial y producción de esporas, el extracto 

etanólico de L. graveolens obteniendo los resultados de inhibición al 100 %, en el 

desarrollo del micelio de Penicillium sp. en 3000 ppm y a las esporas en 2000 ppm, en la 

primera.  Y crecimiento micelial y producción de esporas, obteniendo resultados de 

inhibición al 100 % en el desarrollo del micelio de Penicillium sp. en 20000 ppm y las 

esporas en 10000 ppm en la segunda etapa. 

 

Palabras clave: Lippia graveolens, Penicillium sp., extracto etanólico, polifenoles 

hidrosolubles. 
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2. INTRODUCCIÓN 

El orégano Lippia graveolens es comúnmente usado para fines culinarios y 

medicinales, obteniéndose en forma frecuente de poblaciones silvestres. Esta especie en el 

mercado mundial es conocida como orégano mexicano, de muy buena aceptación tanto 

para condimento como por sus aceites esenciales, ya que su aroma y sabor es similar con el 

orégano europeo Origanum vulgare L (Paludosi, 1997). Existe muy poca información a 

cerca de la agrotecnología de Lippia graveolens lo que ha limitado cultivarla con mayor 

extensividad para aprovechar sus propiedades (Ronquillo, 1988). 

El Desierto Chihuahuense se extiende desde la parte norte-centro de México y 

centro-sur de Estados Unidos de América (Schmidt, 1979), en él existen especies naturales 

adaptadas a este tipo de condición climática, las cuales están sujetas a altas presiones de 

pastoreo y cuya explotación no controlada contribuye a desestabilizar el entorno ecológico 

(Lal, 2001). Dentro de estas especies vegetales, especialmente en la parte sur del desierto, 

sobresale el Orégano mexicano (Lippia graveolens) como una planta de importancia, por 

sus múltiples usos culinarios, medicinales e industriales. 

En la actualidad la sociedad mundial demanda  más atención al cuidado del medio 

ambiente y mayor producción de alimentos libres de residuos tóxicos. Por lo que se han 

realizado muchas investigaciones acerca del uso de extractos de plantas con potencial 

plaguicida, tales como la inhibición del desarrollo de enfermedades causadas por hongos 

(Chapagain et al., 2007; Jasso et al., 2007; Macarena et al., 2008). 
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En esta investigación se colectó Lippia graveolens, planta originaria de el semi-

desierto Chihuahuense, se obtuvo extracto etanólico, se evaluó el rendimiento del extracto  

y  su actividad antifúngica in vitro sobre hongos que causan  infecciones en frutos, 

principalmente en postcosecha.  

 

3. OBJETIVOS  

 

3.1. Objetivo General 

Evaluar la capacidad antifúngica del extracto etanólico y la fracción polifenólica del 

extracto etanólico de Lippia graveolens así como sus rendimientos. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

• Obtener  extracto etanólico de L. graveolens (orégano mexicano) 

• Obtener y cuantificar la fracción polifenólica y azúcares totales del extracto de L. 

graveolens.  

• Aislar el microorganismo fitopatógeno alterante de frutos de la región manzanera de 

Arteaga Coahuila.  

• Evaluar la actividad antifúngica de un extracto etanólico y la fracción polifenólica 

de L. graveolens contra Penicillium sp. 
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4. HIPOTESIS  

• El extracto etanólico de Lippia graveolens aplicado en dosis bajas in vitro, inhibe el 

crecimiento de Penicillium sp. 

• La fracción polifenólica del extracto etanólico de  L. graveolens inhibirá in vitro el 

desarrollo de Penicillium sp. en alguna de las dosis utilizadas. 

 

5. ANTECEDENTES 

 

5.1. Generalidades del orégano mexicano (L. graveolens) 

El orégano mexicano no está relacionado con el genero Origanum y sus  especies 

que se encuentran en otros continentes. En México crecen de forma silvestre dos variedades 

de Lippia con las especies graveolens y palmeri  que son conocidas como el orégano 

mexicano y se distribuyen ampliamente en el país.  

Lippia graveolens es sin duda la especie más comercializada por sus características 

aromáticas y la concentración de los componentes del aceite. En esta investigación, se 

colectaron especímenes de orégano mexicano en la zona conocida como la Laguna, cerca 

de la ciudad de Torreón, Coahuila.  

 

5.2. Taxonomía de Lippia graveolens  

Se conocen con el nombre de orégano  dos grandes grupos de plantas aromáticas: el 

orégano mediterráneo o europeo y el mexicano. El primero proviene de diversas especies 

del genero Origanum vulgare subs. Hirtum (orégano griego) y O. vulgare subs.  
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Gracite (orégano turco). El orégano mexicano proviene de dos especies de la 

Familia Verbenaceae: Lippia palmeri y principalmente de L. graveolens (Huerta, 1997). En 

el Cuadro 1se menciona la taxonomía del orégano mexicano. 

 

Cuadro 1: La taxonomía del orégano mexicano  (Semarnat 2001): 

Reino  Plantae  

División Magnoliophyta 

Clase  Magnoliopsidae  

Orden  Lámiales  

Familia  Verbenaceae 

Genero  Lippia 

Variedad  Graveolens, Palmeri 

 

Esta planta es un arbusto caducifolio muy ramificado, que llega a alcanzar hasta 

2.50 m, de altura y 1.20 m, de diámetro de cobertura foliar; aunque en la generalidad de los 

casos, las poblaciones silvestres de bajo aprovechamiento miden de 0.70 a 1.20 m, de altura 

y de 0.30 a 0.80 m, de diámetro de cobertura, esto dependiendo de las condiciones 

especificas de desarrollo y de la edad de la planta (Martínez et al., 1984).  

Raíz. La temperatura óptima de nodulación es de 25 ºC, dando lugar a la formación 

de microorganismos que provocan la formación de nódulos en la raíz, por medio de las 

cuales se realiza el proceso de nitrificación, los primeros nódulos se forman 9 días después 

de la germinación y a los 3 semana empieza la fijación del nitrógeno atmosférico.  
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Tallo. La longitud de los tallos es variable, dependiendo de la edad y de las 

condiciones del hábitat, principalmente de la distribución y cantidad de lluvia a lo largo del 

año. La velocidad de crecimiento en altura de los tallos, es menor que la velocidad de 

crecimiento de los brotes anuales; quienes dan origen a ramas, hojas, flores y frutos.  

Hojas. La producción de follaje de las poblaciones naturales de orégano, se inicia 

dos semanas después de presentarse las primeras lluvias de temporal, concluyendo la 

formación total de follaje unas seis semanas después de haberse iniciado los brotes 

vegetativos (Martínez, 1990).  

Flores. La floración se inicia unas 7 semanas después de haberse iniciado la 

formación del follaje, produciéndose una excesiva cantidad de flores, de las cuales 

solamente llegan a la madurez el 65 %. Dentro de las condiciones normales de crecimiento, 

sus flores tienen la característica de presentar el fenómeno de autopolinización, en el cual el 

polen cae sobre el estigma produciéndose la fertilización.  La floración está regulada por el 

fotoperiodo, la temperatura, los elementos nutritivos, las condiciones físicas del suelo y el 

agua.  

 

Fruto. La cápsula se empieza a formar de 15 a 20 días después de la floración, 

posteriormente se madura coincidiendo esta con el amarillamiento y caída de las hojas, por 

lo que la cápsula se abre y expulsa la semilla, variando el período de acuerdo a la zona 

ecológica.  
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5.3. Distribución de L. graveolens  

El orégano presenta una amplia distribución, principalmente en las zonas centrales, 

occidentales y norte del país (Ruiz, 1985). Los datos específicos del inventario sobre 

potencial existente por región se desconocen prácticamente en su totalidad, esto debido a la 

falta de metodología para su evaluación; sólo se cuenta con información preliminar sobre 

su distribución a nivel de regiones. Así se tiene que Martínez (1959), proporciona datos 

muy generales de la distribución del genero Lippia spp; menciona que Lippia berlandieri 

Shawer existe de Jalisco a Tamaulipas, Veracruz, Oaxaca y Sinaloa; Lippia palmeri Wast, 

en Baja California, Sonora y Sinaloa; también reporta la existencia de Lippia germinuta 

H.B.K, en Sinaloa, Tamaulipas y Oaxaca en la Figura 1 se presenta la distribución 

geográfica actual del orégano mexicano según la Semarnat (2005), los estado de la 

República en los que se encuentran: Chihuahua, Durango, Coahuila, Zacatecas, Nuevo 

León, Tamaulipas, Jalisco, Querétaro,  Sinaloa, Sonora, Hidalgo,  Veracruz, Puebla, 

Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Yucatán y Campeche. 

 

5.4. Características generales de Lippia graveolens  

El orégano habita en climas secos y semisecos. Sobre lomeríos rocosos, valles, 

arroyos, en chaparrales, en matorrales desérticos y mesas. Se distribuye desde Texas a 

Nuevo México en los Estados Unidos, así como en México y Centro América (Correl y 

Johnston, 1970; Martín y Hutchings, 1981).  

 

 

 



 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 1. Distribución geográfica del orégano mexicano.  

 

Los sitios donde se encuentra el orégano presentan las siguientes características: el 

suelo tiene de 5 a 35cm de profundidad con una textura franco arenosa (50-60 %, 20-30 % 

de limo, 10-20 % de arcilla), el pH varía de 5.8 a 6.5, la conductividad eléctrica de 0.3 a 0.4 

mmhos/cm (Cavazos, 1991). 

Según García (1973), el orégano se encuentra en altitudes de 1400 a 1600 msnm, en 

suelos de superficie pedregosa, delgados fértiles, ligeramente alcalinos con un pH de 7.3 a 

7.6; con clima seco semicálido y precipitaciones no mayores a los 300 mm de promedio 

anual en verano; con heladas que ocurren con mas frecuencia de entre mediados de octubre 

a marzo. 

 

 

20 

 



21 

 

5.5. Usos  y aplicaciones 

La mayoría de las especies de orégano poseen notables propiedades medicinales, 

que se explican por la extraordinaria y compleja composición química que tienen estas 

plantas. En la práctica terapéutica (herbolaria) las especies de orégano europeas (Origanum 

spp.) y las mexicanas (Lippia spp.) se administran para los mismos problemas de salud 

(Huerta, 2006). 

En base a sus propiedades, en México se usa además de condimento de alimentos, 

en medicina popular, en forma de infusiones para tos, cólicos, padecimientos de los 

riñones, fiebre y enfermedades de las vías respiratorias (Martínez, 1959; Ramayo y Herrera, 

1976 y CONASUPO, 1985). 

 

5.6. Industria alimentaria  

La principal fuente de distribución del orégano en la industria alimentaria es en 

presentación deshidratada, en bolsas plásticas, molido en envases listos para espolvorear 

sobre los alimentos y en forma concentrada como aceite. 

 

El orégano se utiliza en la preparación de alimentos frescos como: guisados (adobo, 

pipían), sopas, estofados de carnes, platillos típicos (pozole, menudo, chilpozonte, callos, 

barbacoa, etc.), pizzas y otras comidas italianas, fabada asturiana, caldo gallego, etc. A la 

mezcla del orégano con laurel y tomillo se le conoce popularmente como "hierbas de olor", 

y se incorpora a infinidad de platillos. En alimentos enlatados el orégano se utiliza en 

productos como el salmón, atún, sardinas, abulón, etc. También se añade industrialmente a 

salsas, aderezos, aceitunas, encurtidos, chiles en escabeche, polvos y pastas para sazonar, 
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quesos, sopas precocidas, frijoles envasados, moles para rehidratar, etc. (José- Gaspar, 

2008). 

 

5.7. Potencial de los compuestos naturales 

  La humanidad ha utilizado productos de las plantas para el control de insectos por 

varios siglos. Los insecticidas botánicos son productos derivados de vegetales, es decir, que 

no son sintetizados químicamente, sino que mediante ciertos procedimientos son extraídos 

de las plantas. Dentro de este grupo se tienen las piretrinas y alcaloides, entre otros 

(Vázquez, 1996). 

  Abou-jawdah (2007), menciona en su investigación que las plantas producen 

compuestos con propiedades antimicrobianas que pueden ser empleadas para controlar 

diferentes enfermedades en productos hortofrutícolas. La obtención de los extractos 

vegetales y el estudio de los componentes activos propician su empleo contra diferentes 

fitopatógenos. En condiciones in vitro los extractos inhiben el crecimiento del patógeno, así 

como la esporulación y germinación de esporas, de modo que ayudan a controlar las 

enfermedades de frutos y hortalizas.  

Se conoce que sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios relacionados 

con los mecanismos de defensa. El proceso para obtener metabolitos secundarios en los 

extractos es muy variable se pueden obtener extractos líquidos y en polvo o también 

utilizando otros disolventes para así obtener otros diferentes compuestos. 
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Se han realizado algunas investigaciones sobre el potencial de los extractos de 

Lippia graveolens para algunas actividades biológicas como su capacidad antioxidante, 

antimicrobiana, insecticida, antimutagénica.  

 

5.8. Importancia económica 

Las perspectivas económicas de este recurso, a través de su proceso agroindustrial, 

son muy promisorias, siempre y cuando se pueda garantizar una producción uniforme del 

orégano, tanto en calidad como en volumen. Dado que el orégano es un recurso silvestre de 

zonas con alto grado de marginación, es necesario que se realice un manejo adecuado de 

este recurso, para garantizar un desarrollo sustentable en las regiones donde se produce. Así 

como asegurar que se eleve el nivel socioeconómico de importantes núcleos de población 

cuyos ingresos actuales son escasos e irregulares (Huerta, 2005). 

El fomento de un recurso forestal renovable tan importante como el orégano debe 

estar apoyado en normas o recomendaciones como, por ejemplo, aplicar oportunamente las 

normas técnicas que permitan el óptimo aprovechamiento y conservación del recurso; 

prevenir la incidencia de incendios y sobre pastoreo en sus hábitat, ya que en las áreas 

donde se desarrolla el orégano, la cubierta vegetal es escasa y por lo tanto puede ser 

fácilmente destruida por la erosión, cuando queda al descubierto la delgada capa de suelo 

(Huerta, 2005). 
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Así mismo, es necesario organizar a recolectores y acopiadores para la recolección 

de semillas para el establecimiento de viveros y promover la reforestación o regeneración 

de áreas que, actualmente, tengan en producción o se encuentren sobreexplotadas. 

También resulta importante capacitar permanentemente a los productores en el 

manejo de técnicas de aprovechamiento (recolección, beneficio), así como en la 

identificación de los canales de comercialización que les reporten mayores beneficios. 

Además, es imprescindible impulsar la investigación de métodos o técnicas de propagación 

de estas plantas (Huerta, 2005). 

 

5.9. Propiedades y actividad biológica de los componentes del orégano mexicano.  

 Es importante mencionar que los usos tradicionales del orégano permitieron estudiar 

esta planta desde el punto de vista de los principios activos, que promueven efectos 

benéficos para prevenir o aliviar ciertos padecimientos o enfermedades, por lo que se la 

atribuyen propiedades biológicas importantes que se describen a continuación.  

 

5.9.1. Capacidad antioxidante 

  Una de las principales actividades biológicas del orégano es su capacidad 

antioxidante, especialmente en especies del género Origanum (Baricevik et al., 2002). La 

función antioxidante de diversos compuestos en los alimentos ha atraído mucha atención 
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 en relación con el papel que tienen en la dieta en la prevención de enfermedades 

(Kahkoren et al., 1999).  

Los compuestos antioxidantes son importantes porque poseen la capacidad de 

proteger a las células contra el daño oxidativo, el cual provoca envejecimiento y 

enfermedades crónico-degenerativas, tales como el cáncer, enfermedad cardiovascular y 

diabetes. Los antioxidantes como los tocoferoles, los carotenoides, el ácido ascórbico y los 

compuestos fenólicos se consumen a través de los alimentos. En algunos estudios de 

especias se han aislado una amplia variedad de compuestos antioxidantes fenólicos (Azuma 

et al., 1999).  

El efecto antioxidante de las plantas aromáticas se debe a la presencia de grupos 

hidroxilo en los compuestos fenólicos (Shaidi et al., 1992). 

          El potencial antioxidante de los extractos de orégano ha sido determinado por su 

capacidad para inhibir la peroxidación lipídica, protegiendo al ADN del daño por radicales 

hidroxilo, con los métodos de atrapamiento de peróxido de hidrógeno, atrapamiento de 

HOCl y por la prueba de la rancidez. En todas estas pruebas, los extractos de orégano han 

mostrado ser efectivos, en algunos casos a niveles superiores a los exhibidos por el propil 

galato, BHT (butil hidroxi tolueno) y BHA (butil hidroxi-anisol (Martínez-Tome et al., 

2001). 
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 Sin embargo, sus aplicaciones industriales son limitadas debido al aroma y sabor 

que pueden conferir a los alimentos donde se aplicarían, por lo que se requiere de 

investigación en procesos de deodorización (Moure et al., 2001).  

La actividad antioxidante depende del tipo y polaridad del solvente extractante; por 

ejemplo, los antioxidantes obtenidos con agentes lipofílicos son más efectivos en 

emulsiones (Moure et al., 2001). El aceite esencial de O. vulgare tiene actividad anti-

radical y esta propiedad se le atribuye a los monofenoles carvacrol y timol (Deighton et al., 

1993). Varios investigadores confirman el potencial antioxidante de extractos y aceites 

esenciales de diferentes variedades de orégano (O. vulgare, O. compactum, O. mejorana) 

(Baricevik et al., 2002; Baratta et al., 1998). Se ha evaluado el potencial antioxidante del 

aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth) obtenido de hojas secadas a 

la sombra y al sol. 

 La mejor actividad antioxidante, con el método del ß-caroteno, se obtuvo en el 

aceite que proviene de las hojas de orégano secadas a la sombra, siendo ésta dosis 

dependiente y mayor que el BHT (butil hidroxi tolueno), (Lecona-Uribe et al., 2003).  

Otros métodos que han sido empleados para medir el grado de oxidación son la 

técnica de espectroscopia de resonancia electrónica (se basa en las etapas tempranas del 

proceso de oxidación); el del radical libre, el cual relaciona el efecto antioxidante en la 

iniciación del proceso oxidativo; y el de depleción de oxígeno, en el cuál se mide el efecto 

antioxidante en la etapa de propagación. O. Vulgare y O. onites, sometidos a esta última 
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determinación, demostraron alta actividad antioxidante en la etapa de propagación (índice 

antioxidativo 0.064 y 0.050, respectivamente) (Madsen et al., 1996). 

Las hierbas y especias como el orégano son también una fuente potencial de 

vitamina C y de otros compuestos antioxidantes como los carotenoides. (Calucci et al., 

2003). 

El efecto antioxidante de los extractos metanólicos del orégano se debe a la 

presencia de ácido caféico y rosmarínico. Los glicósidos son capaces de liberar compuestos 

volátiles por hidrólisis ácida o enzimática, por lo que pueden considerarse como 

precursores de sustancias antioxidantes en las plantas. Los extractos alcohólicos y etéreos 

del clavo, la salvia, el orégano, el romero y el tomillo mostraron actividad antioxidante en 

todos los tipos de grasa que se han evaluado (Shahidi et al., 1995).  

En el orégano, los compuestos activos, son derivados fenólicos de los ácidos cafeico 

y romérico (Rajalakshmi et al., 1996). A partir de las hojas secas de orégano (O. vulgare 

L.) se ha identificado como principal antioxidante un glicósido fenólico (Nakatami et al., 

1987). 

La timoquinona se ha encontrado como la aglicona mayoritaria en O. vulgare ssp. 

Hirtum. Las agliconas y el aceite esencial presentaron una actividad antioxidante 

equivalente e inhibieron la formación del hidroperóxido aún después de 80 días. En 

infusiones de L. citriodora, se ha encontrado actividad para atrapar radicales hidroxi y 

ácido hipocloroso, aunque también se ha observado un efecto prooxidante en  



28 

 

concentraciones arriba de 4 mg/ml. Estas infusiones se caracterizan por la presencia de 

verbascosido, un compuesto fenil- etanoide ampliamente estudiado en cuanto a su actividad 

antioxidante, cuyo efecto protector se atribuye al residuo cafeoil o a la porción feniletilo 

(Valentão et al., 2002). 

 

5.9.2. Potencial antimicrobiano 

             Existen múltiples estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de 

diferentes tipos de orégano. Se ha encontrado que los aceites esenciales de las especies del 

género Origanum presentan actividad contra bacterias gram negativas como Salmonella 

typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica y 

Enterobacter cloacae; y las gram positivas como Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermitis, Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis (Elgayyar et al., 2001; Aligiannis et 

al., 2001). Tienen además capacidad anti fúngica contra Cándida albicans, C. tropicalis, 

Torulopsis glabrata, Aspergillus Níger, Geotrichum y Rhodotorula; pero no contra 

Pseudomonas aeruginosa (Sivropoulou et al., 1996).  

En estudios anteriores se ha evaluado la actividad antimicrobiana de los 

componentes aislados, así como el del aceite esencial. Los fenoles carvacrol y timol poseen 

los niveles más altos de actividad contra microorganismos gram negativos, excepto para P. 

aeruginosa, siendo el timol más activo (Sivropoulou et al., 1996; Elgayyar et al., 2001). 

Otros compuestos, como el g-terpineno y r-cimeno no mostraron actividad contra las 

bacterias estudiadas (Aligiannis et al., 2001; Sivropoulou et al., 1996).  
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Se ha informado que las células que crecen en concentraciones subletales de 

carvacrol, sintetizan dos fosfolípidos adicionales y omiten uno de los fosfolípidos 

originales (Burt et al., 2003; Ultee et al., 2000). 

Se ha demostrado que para los aceites de L. multiflora y L. chevalieri, los valores de 

CMI y de la concentración mínima bactericida (CMB) son más bajos para inhibir los 

microorganismos gram negativos (Salmonella entérica, Escherichia coli, Shigella 

disentería, Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis) que para los gram positivos 

(Staphylococcus camorum, Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Bacillus cereus). L. 

multiflora presenta alta actividad antimicrobiana debido a su alto contenido de timol y sus 

derivados. L. chevalieri contiene un alto porcentaje de p-cimeno, el cual ejerce un efecto 

antagónico con el carvacrol y el timol, lo que explica su baja actividad antimicrobiana 

(Bassole et al., 2003; cosentino et al., 1999). 

El extracto etanólico de una línea clonal de orégano inhibió la acción de Listeria 

monocytogenes en caldo y otros productos de carne (Saederg et al., 2003). También se ha 

encontrado que el aceite esencial de orégano es muy valioso en la inhibición de E. coli 

O157:H7 (Sagdic et al., 2002). Otros microorganismos como Acinetobacter baumanii, 

Aeromonas veronii biogroup sobria, Cándida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella entérica subs. entérica 

serotype typhimurium, Serratia marcescens y Staphylococcus aureus, se han logrado  
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inhibir gracias a la presencia de extractos de orégano (2% v/v) (Hammer, et al., 1999). 

Estos estudios tienen importantes implicaciones para la industria alimentaria. 

5.9.3. Efecto antiparasitario 

El aceite esencial de L. multiflora es considerado un agente efectivo contra la 

infestación por piojos (Pediculus humanus corporis y Pediculus humanus capitatis) y por el 

artrópodo Sarcoptes scabiei; incluso en mayor grado que el bencil benzoato, la droga mas 

comúnmente empleada contra estos parásitos. En esta especie de orégano, los componentes 

mayoritarios en su aceite son el cimeno (8 %), limoneno (15 %), linalol (34 %), geraniol 

(20 %) y timol (4 %).  

Entre los compuestos monoterpénicos volátiles presentes comúnmente en aceites 

esenciales, es conocida la capacidad del terpinelol y del α- y β-pineno para matar piojos, 

aunque estos compuestos sólo se encuentran en bajas cantidades en dicho aceite esencial, 3 

%, 1 % y 4 % respectivamente (Dladimeji et al., 2000). Los extractos de L. berlandieri 

poseen actividad antigiardia elevada, con una mortalidad de los trofozoitos del 90 %, mayor 

que la causada por timidazol (79 %), la droga típica usada para el tratamiento de la 

giardiasis (Ponce-Macotela et al., 1994). 
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5.9.4. Acción Estrogénica 

  Los flavonoides son un grupo de fitoquímicos que poseen actividad hormonal. La 

habilidad de proteger contra la osteoporosis y enfermedades cardiovasculares, acciones 

atribuidas a estrógenos endónenos como el 17β-estradiol, ha fundamentado la acción 

estrogénica de los flavonoides. Por otro lado, algunos de ellos presentan actividad 

antiestrogénica pues han demostrado prevenir la formación de tumores de mama (Frigo et 

al., 2002). 

Se ha encontrado que algunos alimentos, hierbas y especias contienen una gran 

cantidad de sustancias con actividad estrogénica. (Zava et al., 1998) demostraron que el 

orégano (O. vulgare) es una de las seis especias con más alta capacidad para ligar 

progesterona, junto con la verbena, la cúrcuma, el tomillo, el trébol rojo y la damiana. 

Además se cree que el orégano puede poseer una ligera actividad estrogénica in vivo 

cuando es consumido a través de los alimentos (Zava et al,. 1998; Howes et al., 2002). Sin 

embargo, se requiere más investigación para determinar con exactitud si los componentes 

del orégano poseen actividad estrogénica. 
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5.9.5. Actividad insecticida 

Los aceites esenciales de plantas representan una alternativa para la protección de 

los cultivos contra plagas (Isman et al., 2000). Algunos aceites esenciales y sus 

componentes poseen un amplio espectro de actividad contra insectos, ácaros, hongos y 

nemátodos, tales como Rhyzopertha dominica, Tribolium castaneum, y Sitophilus oryzae, 

plagas que atacan granos almacenados y contra Mosca domestica (Isman et al., 2000; 

Prates et al., 1998). 

El aceite esencial de O. syriacum contiene un alto nivel de carvacrol (61 %), el cual 

posee una concentración letal media (LC50) = 37.6 mg/L, seguido del timol (21.8 %) con 

un LC50= 36 mg/L contra larvas del mosquito Culex pipiens molestus. Entre otros 

compuestos activos se tiene a la mentona, el 1,8-cineol, el linalol y el terpinelol (Traboulsi 

et al., 2002). Los aceites esenciales de O. mejorana y O. compactum poseen una alta 

actividad insecticida contra huevos y adultos de Mayetiola destructor (Lamiri et al., 2001). 

 

5.9.6. Capacidad antigenotóxica 

La dieta es una fuente potencial de sustancias carcinogénicas a las que se exponen 

los humanos. Esto ha provocado un gran interés en buscar fuentes de nutrientes y de no 

nutrientes que ayuden a prevenir o contrarrestar el efecto adverso que pudiesen ocasionar 

los aditivos sintéticos, tóxicos naturales, las sustancias generadas durante el procesamiento  
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y los contaminantes accidentales. Se ha encontrado que algunos monoterpenos presentes en 

los aceites esenciales son inhibidores efectivos de la carcinogénesis. El aceite esencial de 

orégano tiene la capacidad de inducir un incremento en la actividad de la enzima 

destoxificante glutatión S-transferasa (GST) cuando se administra oralmente, lo cual 

sugiere un potencial anticarcinogénico (Lam et al., 1991).  

Los monoterpenos con diferentes grupos funcionales tales como hidrocarbonos, 

aldehídos y cetonas son inhibidores in vitro de las monooxigenasas CYP2B1, por lo que 

pueden alterar la biotransformación de sustancias tóxicas (De-olivera et al., 1999).  

Algunos modelos animales para cáncer han demostrado que varios monoterpenos 

poseen propiedades anticarcinogénicas actuando a diferentes niveles moleculares y 

celulares (Loza-Travera et al., 1999). Por ejemplo el carvacrol (50 y 100mM) reduce en 25 

y 35 %, respectivamente, el número de células de melanoma murino (B16F10), línea 

celular con un potencial metastásico elevado (He et al., 1997).  

Los extractos acuosos de O. vulgare y O. mejorana presentan importantes efectos 

antimutagénicos (Veda et al., 1991; Nakate et al., 1989). La galangina y la quercetina, 

obtenidas de extractos metanólicos de hojas de orégano (O. vulgare), son flavonoides con 

actividad antimutagénica contra sustancias encontradas comúnmente en los alimentos 

(Kanazawa et al., 1995). Por ejemplo, han encontrado un efecto protector del aceite 

esencial de orégano mexicano (L. graveolens) en la cepa TA98 de S. typhimurium, contra 

1-nitropireno, con una reducción de la mutagenicidad del 46% a una dilución de 1.25 x 10-

5 (Arcila et al., 2003). La cantidad de galangina y quercetina requerida para inhibir el 50 % 
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de la mutagenicidad de 20 mg del carcinógeno Trp-P-2 fue de 0.12 y de 0.81 mg, 

respectivamente, mientras que los extractos de hexano, cloruro de metilo y acetato de etilo 

de orégano presentaron la mayor actividad inhibitoria (68-72 %) (Kanazawa et al., 1989). 

El tectol y la lipsidoquinona presentes en L. sidoides mostraron inhibición in vitro 

contra células humanas de leucemia promielocítica (HL60) y leucemia linfoblástica aguda 

(CEM) (Costa et al., 2001). El aceite de O. vulgare (dilución hasta 1:10000) presentó altos 

niveles de citotoxicidad contra células de cáncer ovárico humano (Sivropoulous et al., 

1996; He et al., 1997). 

También O. mejorana presenta actividad antitumoral y citotóxica contra líneas 

tumorales (Assaf et al., 1987; Okuyama et al., 1995; Hirobe et al., 1998). 

Por otro lado, varios estudios clínicos han demostrado que Orégano spp presenta 

alergenicidad, por lo que se debe evitar el consumo excesivo de O vulgare y O. mejorana 

durante el embarazo además de sus propiedades abortivas (Brinker et al., 1998). 

Las propiedades biológicas están íntimamente relacionadas con las fitoquímicos del 

orégano mexicano. 
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5.10. Características fitoquímicas del orégano mexicano 

Existen diversos estudios sobre la composición química del orégano, de extractos 

acuosos y aceites esenciales (Pascual et al., 2001). Se ha identificado flavonoides como la 

apigenina y la luteolina, agliconas, alcoholes alifáticos, compuestos terpénicos y derivados 

del fenilpropano (Justasen y Knuthsen, 2001).  

En extractos metanólicos de hojas de L. graveolens se han encontrado siete iridoides 

minoritarios conocidos como loganina, secologanina, secoxiloganina. También contiene 

flavonoides como naringenina y pinocembrina, lapachenol e icterogenina (Wagner y 

Elmadfa, 2003; Hutchings y van Staden, 1994; Pascual et al., 2001). 

  Las hojas y los tallos del orégano contiene aceite esencial, sustancias tónicas, un 

principio amargo, goma-resina, entre otras; la esencia tiene como componentes principal, el 

carvacrol,  timol, alfapineno, cimeno, levógiro, terpenos, principalmente. Estos elementos 

le dan propiedades tónicas: amargo-excitante, antisépticas, expectorantes, diuréticas y 

sudoríficas; también se le considera un producto duradero de consumo final, ya que una vez 

deshidratado conserva sus propiedades y no sufre descomposición (Martínez, 1959; 

Ramayo y Herrera, 1976 y CONASUPO, 1985). 

Estudios realizados a los extractos de L. graveolens  han encontrado fenoles, 

flavonoides,  acido Rosmarinico y Naringenina, (Martínez et al., 2008), en los aceites 

esenciales fueron encontrados: monoterpenos, carvacrol, timol, p-cimeno (Salgueiro et al., 

2003), y dos isómeros inusuales, 2-isopropil-4-metilfenol y  4-isopropil-2-metilfenol, 

(Vernin et al., 2001).  

 



5.11. Estructura química de los principales componentes en el orégano 

Figura 2. Estructura química de los principales componentes en el orégano (Ávila- Sosa et 

al., 2002). 
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Figura 3. Estructura química de los principales flavonoides en el orégano  (Baricevik et al., 

2002).        

 

5.12. Polifenoles 

 Los compuestos polifenólicos son un grupo muy amplio de moléculas relacionadas 

principalmente con el grupo de los taninos, sin embargo, existen muchas otras que entran 

en esta categoría, cuando no se describe en el sentido estricto de la estructura molecular, los 

principales grupos de taninos son las galotaninos, elagitaninos, taninos complejos y los 

taninos condensados (flavonoles) (kanbabaee y Ree, 2001) 
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5.12.1. Cuantificación de compuestos fenólicos 

Las primeras técnicas desarrolladas fueron técnicas espectrofotométricas, que si 

bien tienen interés desde el punto de vista del control de calidad, no aportan la suficiente 

información desde un punto de vista nutricional, por lo que ha sido necesario recurrir a 

técnicas más precisas, como las cromatográficas, que permitan la identificación 

individualizada de cada uno de los polifenoles de interés nutricional. (Ascacio, 2005). 

La cuantificación e identificación de los componentes polifenólicos de los vegetales  

ha despertado un gran interés por su importancia, lo que ha hecho que cada día sean más los 

datos que se pueden encontrar en la bibliografía científica sobre el perfil fenólico de los 

vegetales. Además, la gran diversidad de compuestos fenólicos dispersos en los tejidos 

vegetales, así como sus diferentes estructuras químicas, ha traído consigo la necesidad de 

desarrollar un gran número de técnicas analíticas para su identificación y cuantificación.  

 

5.12.2. Antecedentes polifenólicos 

La tendencia general con respecto al empleo de medicina tradicional  o alternativa  

en el mundo se encuentra en aumento; en México, las plantas de semidesierto mexicano 

han sido empleadas en esta clase de medicina alternativa por presentar un efecto biológico 

amplio y precios más accesibles comparados con los fármacos de marcas registradas 

fabricados bajo rigurosos estándares de calidad que proveen entre otras cosas información  
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sobre el modo de empleo, la dosis recomendada y los efectos secundarios posibles.  

Estas plantas son fuentes ricas en compuestos polifenólicos, los cuales según 

fuentes bibliográficas, tienen efectos nutraceuticos y curativos, sin embargo, hay dos 

aspectos importantes que deben considerarse en el estudio de dichas plantas:  

1) La actividad biológica de los compuestos fenólicos se ve reducida y su toxicidad 

aumenta, conforme se incrementa su peso molecular.  

2) En la actualidad se cuenta con  muy  poca información sobre el tipo de compuestos 

biológicamente activos que se encuentran presente en las plantas, por  lo tanto es necesario 

caracterizar el tipo de fenoles propios de ellas.  (Sobrevilla, 2007). 

 

5.13. Cromatografía en columna 

 La cromatografía es una técnica que ha sufrido de muchas modificaciones 

tecnológicas desde su aparición, desde la cromatografía en capa fina conocida como tingh 

layer, TLC por sus siglas en ingles hasta los actuales cartuchos cromatográficos específicos 

para determinados compuestos, además de la cromatografía de gases y de líquidos, que 

ayudan a la cuantificación de este tipo de moléculas, a continuación se describe la técnica 

cromatográfica en rellenos empacados en columna.  
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5.13.1. Definición de cromatografía en columna 

La primera cromatografía líquida fue realizada en 1906, por el biólogo ruso Mikhail 

Tswett. En este tipo de cromatografía la fase estacionaria se empaca dentro de un tubo 

estrecho generalmente de vidrio y a través de él se eluye la fase móvil por presión o al 

vacío (Skoog et al., 2001).  

 

5.13.2. Propiedades de la amberlita 

Es un polímero en forma de cuentas blancas,  aniónico, hidrofóbico de gran área 

superficial lo que le confiere propiedades adsorbentes (Figura 4). Este polímero adsorbe 

moléculas hidrofóbicas de solventes polares y compuestos volátiles orgánicos de mezclas 

gaseosas. Los compuestos a adsorber deben ser de peso molecular bajo a mediano.   

Dentro de sus propiedades se sabe que: es un polímero de entrecruzamiento alifático 

microreticular; presenta una capacidad de retención de agua  entre 62 a 70 %; una gravedad 

específica alrededor de 1.015 a 1.025; tamaño de partícula oscilante entre 0.56-0.71 mm; 

coeficiente de uniformidad ≤ 2.0; área de superficie ≥  800 m2/g; porosidad ≥ 0.55 ml/ml; 

rango de pH de 0-14 y temperatura máxima de 300 ºF. Como dato adicional está aprobado 

por la FDA (Food and Drug Administration). 
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Figura 4: Estructura química del polímero adsorbente Amberlita XAD16. 

(http://www.advancedbiosciences.com/Bioprocessing_doc/english/xad16.PDF, 

2007). 

 

5.13.3. Obtención de fracciones acuosas y etanólicas 

Para obtener las fracciones acuosas y etanólicas se emplea una columna con relleno 

de amberlita XAD-16 (ROHM and HAAS). La amberlita es lavada con etanol y equilibrada 

con agua desionizada al menos 12 h antes de su uso.  

La resina equilibrada se empaca dentro de una columna al vacío, posteriormente el 

filtrado es adsorbido en la columna que se eluyó con agua desionizada hasta que el líquido 

eluído sea incoloro (aproximadamente 50 ml), de manera siguiente, el agua es sustituida 

con etanol absoluto grado industrial como eluente hasta obtener nuevamente un líquido 

incoloro.  
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En caso de las fracciones etanolicas  es necesario remover el solvente, esto se logra 

con la ayuda de un vaporizador (Reacti-Vap) con el cual se hace pasar corrientes de Helio 

sobre la superficie de las fracciones mediante agujas que se mantienen cercanas al borde del 

líquido sin hacer contacto directo con éste; para acelerar el proceso de evaporación los 

tubos con las fracciones se mantiene dentro de un baño con agua a una temperatura no 

mayor a 60 ºC. Después de la eliminación del etanol, las muestras son resuspendidas en 

agua y mediante el procedimiento anteriormente mencionado se liofilizan. De igual manera 

que a los liofilizados crudos, las fracciones liofilizadas se resuspenden en agua para la 

determinación de su contenido de azúcares, galotaninos y taninos condensados. (Sobrevilla, 

2007) 

 

5.14. Antecedentes de Penicillium sp. 

Penicillium sp. es un género de hongos ascomicetos de gran importancia en el 

medio ambiente, la alimentación y la producción de drogas. Que produce la penicilina, una 

molécula que se utiliza como un antibiótico que mata o detiene el crecimiento de ciertos 

tipos de bacterias dentro del cuerpo (Harshberger, 1917). 

 

 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Penicillin&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhgqZ3NTuGmszhkXX0jts0prO5lYow
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Cuadro 2: Clasificación  científica de Penicillium sp. 

 Reino Fungí 

Filo Ascomycota  

Clase Euascomycetes

Orden  Eurotiales

Familia  Trichocomaceae

Genero  Penicillium 

Link, 1809

 

5.14.1. Características del Penicillium sp. 

El micelio normalmente consiste en una red muy ramificada de multinucleadas, 

septadas, las hifas generalmente incolora. Muchos conidióforos ramificados brotar en el 

micelio, teniendo conidiosporas individual restringido. La conidiosporas, son la ruta de 

dispersión principales de los hongos, y, a menudo de color verde. 

La reproducción sexual implica la producción de ascosporas, que comienza con la 

fusión de una ascogonium y un anteridio, con participación de los núcleos. El ascos 

irrregularly distribuidos contienen ocho ascosporas unicelulares cada uno (Harshberger, 

1917). 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Euascomycetes
http://es.wikipedia.org/wiki/Eurotiales
http://es.wikipedia.org/wiki/Trichocomaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Heinrich_Friedrich_Link
http://es.wikipedia.org/wiki/1809
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Ascospore&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhiNntkcgrA8xOnDYcIDS5zo1R7OTw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DAscogonium%26action%3Dedit%26redlink%3D1&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhhSKhFr_veTBeFrZvvZ7SAuTxjS8w
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Antheridium&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhhIEw9hoOsR-7geXrRO_tDmPgSkCw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Ascus&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhgFcMcL6cHNUH_tL93PI9TJnpVXKA
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5.14.2. Ecología 

Las especies de Penicillium son hongos del suelo en todas partes prefieren los 

climas frescos y moderados, comúnmente presente allí donde la materia orgánica 

disponible. Especies saprofíticos de Penicillium y Aspergillus son algunos de los 

representantes más conocidos de la Eurotiales y viven principalmente en sustancias 

orgánicas biodegradables. Ellos son comúnmente conocidos como moldes y se encuentran 

entre las principales causas de deterioro de los alimentos. Muchas especies producen 

micotoxinas altamente tóxicos. Algunas especies tienen un color azul, cada vez más 

comúnmente en el pan viejo y darle una textura difusa azul (Harshberger, 1917). 

 

5.14.3. Valor Económico 

Varias especies de Penicillium desempeñan un papel central en la producción de 

queso y de productos cárnicos diversos. Camembert Penicillium y Penicillium Roquefort 

son los moldes de Camembert, Brie, Roquefort y de muchos otros quesos. Nalgiovense 

Penicillium se utiliza para mejorar el sabor de los embutidos y jamones y para prevenir la 

colonización por otros mohos y bacterias (Harshberger, 1917). 

Además de su importancia en la industria alimentaria, las especies de Penicillium y 

Aspergillus sirven en la producción de un número de enzimas producidas biotechnologally 

y otras macromoléculas, como el glucónico, ácido tartárico y cítrico, así como varios 

pectinasas, lipasas, amilasas, celulasas y proteasas (Harshberger, 1917). 

 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Saprophytic&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhjXvMfNLNSEy7D-C1A_yHklWgh3cQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Eurotiales&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhgX2HEcdSQ1EAzxUZexg3hDxfhUSA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Mycotoxin&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhiLwEfAtqqHHD91rB5lCakMp88ouw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Penicillium_camemberti&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhjxBlG_OeZPOal5d2QhDSbmiaMByA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Penicillium_roqueforti&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhg2q599Ax610o5SQwcFf0ZadgKv0Q
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Camembert&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhgU8NueXymn_PdhHJplQgB-0h7EsA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Brie&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhgl81aI1cWrQA9A2ONlfod6qD6KwA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Roquefort&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhhCKnnZ7jE1bvu77hEjxFuellGnYw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DPenicillium_nalgiovense%26action%3Dedit%26redlink%3D1&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhjguv2LGQw1MI_GF8tjFF5AM9Oszg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DPenicillium_nalgiovense%26action%3Dedit%26redlink%3D1&prev=/search%3Fq%3Dpenicillium%2Bspp%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhjguv2LGQw1MI_GF8tjFF5AM9Oszg


6. METODOLOGIA 

 

6.1. Recolección y tratamiento de la planta 

L. graveolens fue colectada durante septiembre a noviembre del 2007, en el Barrial 

de Guadalupe, Municipio de Torreón, Coahuila, coordenadas 25º 00’ 00.11” N, 103º 14’ 

33.54” O, elevación 1320 msnm.  

 

 

Figura 5: Planta de orégano (Lippia graveolens) en floración. 

(www.thedauphins.net/rgv_native_trees_shrubs.html) 

 

6.2. Conservación del material vegetal 

Las hojas de L. graveolens, se colocaron en una hielera para darle condiciones 

adecuadas para ser transportadas al laboratorio de fitoquímica de la Universidad Autónoma 

Agraria Antonio Narro (UAAAN) en donde se colocaron en un cuarto frío y se prepararon 

para la obtención de extractos. 
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6.3. Obtención y determinación de rendimiento del extracto etanólico de L. graveolens. 

Para la obtención del extracto etanólico se empleó el procedimiento reportado por 

Jasso et al., (2007). Los extractos crudos fueron proporcionados por el laboratorio de 

fitoquímica, a partir de extractos obtenidos para una tesis de maestría en ciencias.  

 

6.4. Obtención del microorganismo alterante de frutos 

Penicillium sp. fue colectado de frutos de manzana, que presentaba síntomas 

característicos causados por hongos de postcosecha, tales como: necrosamiento, antracnosis 

y pudriciones. Se realizaron cortes pequeños en el área de avance de la enfermedad de los 

frutos. Los cortes se desinfectaron en solución de cloro al 3 % por 3 min, se enjuagaron tres 

veces con agua esterilizada y se secaron en papel estéril; después se sembraron en medio 

Papa-Dextrosa-Agar (PDA). Una vez que se observó crecimiento de algún hongo, éste fue 

inoculado en una nueva caja Petri con medio PDA, para ser identificados (Barnett y Hunter, 

1972; Agrios, 2004). 

 

Figura 9: Proceso de desinfección atraves de lavado con agua clorada 
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Se hicieron diluciones con una suspensión de esporas o puntas de hifa (1:1 hasta 

1:5) para obtener cultivos monospóricos (Fig. 10). 

 

Figura 10: Dilución de esporas de Penicillium sp. 1:1 hasta 1:5 

 

La  identificación del hongo se realizó con la ayuda de la descripción de 

microorganismos en Illustrated Genera of Imperfect Fungí, Third Edition. (Barnett y 

Hunter, 1972), y la información fue actualizada con el libro fitopatología G. N. Agrios 

segunda edición, (Agrios, 2004). 

 

 

Figura 11: Identificación del hongo Penicillium sp. 
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6.5. Propagación del microorganismo aislado 

Para el aislamiento de los hongos patógenos se usó el medio de cultivo de Papa 

Dextrosa Agar (PDA). La técnica de preparado de las cajas Petri con PDA consiste en 

poner 39 g de PDA a un matraz Erlen-Meyer de  2 l y posteriormente agregar  1 l los 

resultados de crecimiento micelial y producción de esporas, el extracto etanólico de L. 

graveolens obteniendo los resultados de inhibición al 100 %, en el desarrollo del micelio de 

Penicillium sp. en 3000 ppm y a las esporas en 2000 ppm, en la primera.  Y crecimiento 

micelial y producción de esporas, obteniendo resultados de inhibición al 100 % en el 

desarrollo del micelio de Penicillium sp. en 20000 ppm y las esporas en 10000 ppm en la 

segunda etapa. 

Tomar 1 l de agua destilada y poner a hervir en una estufa eléctrica para que se 

disuelva completamente el agar en el agua.  

Posteriormente el matraz con el medio de cultivo se esterilizó a 15 libras de presión 

durante 20 min en una autoclave. Finalmente el medio de cultivo se dejó enfriar y se vació 

en cajas Petri. Se colocaron discos de micelio en la parte central de la caja con PDA y se 

dejaron en incubación a 28  ºC por una semana. 

 



6.5.1. Bioensayos del extracto etanólico de L. graveolens 

La efectividad del extracto en la inhibición del crecimiento micelial y esporulación 

fue probada a diferentes  concentraciones: 0, 500, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000 ppm. 

Los extractos en las diferentes dosis fueron agregados en el medio PDA (aún 

liquido), y perfectamente mezclados se vaciaron en cajas Petri, con 4 repeticiones por cada 

dosis (Figura 12).  

 

Figura 12: Mezcla de PDA y extracto 

 

Se colocaron los explantes con el hongo en el centro de la caja Petri con el medio de 

cultivo y extracto, donde se tomaron datos de crecimiento radial del micelio y observación 

de desarrollo de esporas. 

 

6.5.2. Efecto del extracto etanólico de L. graveolens en la inhibición micelial y 

esporulación 

En este trabajo se consideró el crecimiento micelial que fue medido en su radio y en  

4 repeticiones por tratamiento, los resultados  fueron analizados para construir    gráficas y 

para realizar el ANVA y el coeficiente de variación. 
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6.6. Activación de la amberlita 

1. Para el lavado de la amberlita se utilizó etanol para eliminar las resinas presentes, se 

adicionó etanol a un volumen superior a los 5 cm por encima de la amberlita, se 

agitó y se dejó reposar por 15 min.  

2. Le separación del etanol fue por el método de decantación para liberar la amberlita 

de este solvente. 

3. En el lavado de la amberlita se le adicionó agua desionizada hasta 2.5 cm  por 

encima de la amberlita y se agitó de 5-10 min. 

4. Se preparó la columna adicionando agua desionizada y manteniendo húmeda la 

superficie. 

5. Se deslizo la amberlita poco a poco en la columna permitiendo que se empacara 

uniformemente. 

6. Se mantuvo con agua el vaso las veces que fue necesario para no permitir que se 

secara la resina. 

7. Después de activada la amberlita, la columna fue llenada con la amberlita en agua, 

eliminando el aire atrapado en la misma. 
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6.7. Obtención de azúcares y polifenoles hidrosolubles  

Para este procedimiento se requirió un total de 107.974 g de extracto etanólico de L. 

graveolens. 

Con los cuales se siguió el procedimiento que a continuación se menciona: 

1. Se adicionó un promedio de 1.661 g de extracto etanólico de L. graveolens en 100 

ml  de agua desionizada. 

2. Se deslizó por las orillas de la columna obteniendo 3 fracciones diferentes: azúcares 

totales, fracción rica en polifenoles y fracción pobre en polifenoles (desechos 

etanólicos) (Figura 14). 

3. El etanol se removió de la fracción polifenólica con un rotavapor a una temperatura 

de 55 °C. Esto se llevo a cabo con 1000 ml de muestra rica y otra de 1560 ml de 

muestra pobre en polifenoles. 

4. Se procedió a liofilizar la muestra para obtener  los cristales de polifenoles. 

5. El polvo obtenido se aplicó en hongos para ver su acción antifúngica en 

aplicaciones de 0, 5000, 10000, 20000, 30000, 40000 y 50000 ppm, con 4 

repeticiones cada uno. 

 



 

Figura 14: obtención de azúcares y polifenoles hidrosolubles en columna de amberlita 

 

6.7.1. Cuantificación de la fracción polifenólica  

Siguiendo el procedimiento propuesto por Makkar et al. (1993), sobre la 

cuantificación de fenoles hidrosolubles, Se preparó una curva de calibración con una 

solución estándar de ácido gálico 10 ml a 500 ppm, después se tomó 1 ml de la solución, se 

pasó a 4 ml (100 ppm) de agua filtrada por 0.45 µl, y  se empleó una muestra de 400 µl, se 

agregó solución de Folin- Cicalteu 400 µl, se agitó y reposó por 5 min a temperatura 

ambiente.  

Después se anexó Na2CO3 0.01m 400 µl, se agitó y reposó durante 1 min a 

temperatura ambiente. Siguiendo con agua destilada 2 ml, se leyó en un espectrofotómetro 

(thermo spectronic) a 750 nm. Esta prueba se hizo por triplicado y se procedió igual con la 

curva.  
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6.7.2. Cuantificación de azúcares totales  

El método utilizado para la cuantificación de azúcares fue el propuesto por Dubois 

et al. (1956) en el cual se utilizó los siguientes reactivos: Glucosa 200 ppm (control para la 

cura patrón), H2SO4 concentrado, Fenol 5 % (2.5 g de fenol en 50 ml de agua). 

Preparación de la glucosa: Se pesaron 2 mg de glucosa y se vació a una probeta de 

10ml y se aforo con agua y se aforo hasta 10 ml, se mantuvo la solución en refrigeración. 

  Procedimiento: Se utilizó 240 ml de muestra, agregándole: Fenol 5 % 250 ml, Baño 

de hielo por 5 m, H2SO4 concentrado 1000 µl o 1 ml, se  la solución en un baño con agua 

en ebullición por 5 min, se agitó y colocó en baño de hielo por 5 min, se enfrió y leyó en un 

espectrofotómetro a 488 nm. 

Los azúcares totales fueron cuantificados por el método de Dubois et al. (1956) que nos 

dice que la absorbancia esta relacionado con las concentraciones por el cual se hizo un 

cuadro de calibración 

6.8. Liofilización de las fracciones polifenólicas 

Los compuestos polifenólicos hidrosolubles (fracción rica y pobre) fueron 

congelados a -20 ºC y deshidratados en un liofilizador durante 7 días hasta que se dejó de 

observar humedad en la muestra y así obtener los cristales polifenólicos. Para este proyecto 

se utilizó un liofilizador marca Labconco con una capacidad de 4.5 l. Y 10 micras de vacio 

con una temperatura de hasta -50°C. 
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6.9. Bioensayos de la fracción polifenólica 

La efectividad de la fracción polifenólica en la inhibición del crecimiento micelial y 

esporulación fue probado a diferentes  concentraciones: 0, 5000, 10000, 20000, 30000, 

40000, 50000 ppm. 

Los cristales en las diferentes dosis fueron agregados en el medio PDA (aun liquido) 

y perfectamente mezclados se vaciaron en cajas Petri, con 4 repeticiones por cada dosis, 

para luego ser inoculados con Penicillium sp. el radio de crecimiento fue medido con una 

regla y la observación de la producción de esporas.  

La actividad biológica de los polifenoles sobre Penicillium sp. fue observada 

durante 20 d para confirmar el potencial antifúngico, los datos obtenidos fueron evaluados 

(Tukey 0.05 %) 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.1. Resultados del rendimiento obtenido de extracto etanólico de L. graveolens 

El rendimiento de extracto etanólico de L. graveolens  fue de  5.44 %.  

Este resultado contrasta con los encontrados por Morales (2004) y Del Cid (2005), que 

obtuvieron un rendimiento de extracto etanólico del L. graveolens de 9.20 y 20.10 %, 

probablemente estas diferencias son debido a la metodología de extracción, ya que ellos 

utilizaron percoladores y una mezcla de etanol con diferentes grados de polaridad.  

 

7.2. Resultados del efecto del extracto etanólico de Lippia graveolens en el desarrollo 

del micelio y esporas 

El ANVA mostró diferencia altamente significativa entre los tratamientos (P<0.01) 

(Cuadro 4). El crecimiento micelial fue inhibido en diferentes porcentajes con las dosis 

evaluadas, pero en la comparación de medias del crecimiento micelial las dosis de 2000 a 

5000 ppm, donde el crecimiento micelial fue inhibido al 100 %, fueron estadísticamente 

iguales (Cuadro 3). La dosis menor de 500 ppm inhibió a Penicillium sp. en 52 %, seguida 

de la dosis de 1000 ppm que inhibió el 76 %, pero la inhibición  del 100 % fue a partir de la 

dosis  de 2000 hasta 5000 ppm  (Figura 15). En cuanto al desarrollo de esporas la 

inhibición total se presentó desde 2000 ppm. 

En el presente trabajo L. graveolens mostró la capacidad antifúngica de esta especie 

sobre Penicillium sp., hongo causante de pudriciones en frutos en postcosecha, la inhibición 

del crecimiento del micelio se atribuye al contenido de timol y carvacrol que son 



 compuestos naturales de esta planta con actividad antimicrobial (Salgueiro et al., 2003). 

Por otra parte, otros investigadores confirman el potencial antifúngico de esta planta como 

Obledo (2002) que encontró actividad antifúngica contra Fusarium oxysporum, y 

Hernández (2008) que reportó inhibición micelial contra Aspergillus niger, Fusarium 

moniliforme, F. sporotrichum y Rhyzoctonia solani. 

 

 

Figura 15. Efecto  del extracto etanólico de  L. graveolens sobre el crecimiento micelial de 

Penicillium sp. 
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Cuadro 3. Diferencia de medias del crecimiento radial del micelio de Penicillium sp. por 

efecto de inhibición del extracto etanólico de L. graveolens. Tukey 0.05 %. 

 Diferencia de 

medias 

Crecimiento Radial del Micelio de Penicillium 

sp  (cm) 

Tratamientos 

(ppm) 

A 2.50 0 

B 1.05 500 

C 0.62 1000 

D 0.00 2000 

D 0.00 3000 

D 0.00 4000 

D 0.00 5000 

                                        

Cuadro 4. ANVA elaborado con los datos de crecimiento del radio micelial de extracto 

etanólico de L. graveolens.   

Fuente Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado de la 

media  

F 

calculada 

Pr > F 

 

Modelo 6 21.01 3.50 ** 247.20 <.0001

Error 21 0.29 0.01   

Total corregido 27 21.30    

Coeficiente de 

variación 

19.95 %     

** Diferencia altamente significativa con un nivel de probabilidad de 0.05%. 
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7.3. Resultados obtenidos de las fracciones polifenólicas (rica y pobre) después de 

extraer el solvente 

En la extracción etanolica con rotavapor se obtuvo un residual polifenólico (muestra 

rica y pobre) de  480 y 90 ml. 

 

7.4. Rendimiento obtenido en la liofilización de las fracciones polifenólicas y 

cuantificación de polifenoles 

 Los rendimientos de las fracciones polifenólicas fueron en promedio de 11.20 

mg/ml en la rica y 2.33 mg/ml en la pobre con una dilución de 1: 80, mostrando diferencia 

en la intensidad del color característico, amarillo y un desecho resinoso con color café. 

 

7.5. Actividad antifúngica de los polifenoles hidrosolubles del extracto etanólico de L. 

graveolens sobre Penicillium sp. 

En la prueba antifúngica de polifenoles hidrosolubles se obtuvo que la diferencia 

entre tratamientos fue altamente significativa (P<0.01) (Cuadro 5) y que las dosis de 20000 

a 50000 ppm fueron estadísticamente iguales (Tukey 0.05 %) (Cuadro 6). 

La presencia de micelio y esporas se presentaron en diferentes días después de la 

inoculación; en el primer día la presencia de micelio y esporas se presentaron en el 

tratamiento testigo (0 ppm), mientras que en los tratamientos  con  polifenoles mostraron 

crecimiento mas tarde (Figura 16); en el segundo día el tratamiento de  5000 ppm tuvo 



 crecimiento micelial y esporulación y en la dosis de  10000 ppm mostró desarrollo micelial 

pero no esporulación y  la inhibición total del desarrollo de Penicillium sp.  fue a partir de 

la dosis de 20000 hasta la dosis de  50000 ppm (Figura 17).  

 

 
Figura 16. Resultado micelial polifenólico 

 

 
Figura 17. Efecto antifúngico de la fracción polifenólica del extracto etanólico de L. 

graveoles. 
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Cuadro 5. ANVA elaborado con los datos de crecimiento del radio micelial de Penicillium 

sp. con polifenoles de extracto etanólico de L. graveolens.   

Fuentes Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado de 

la media 

      F 

calculada 

Pr >F 

Tratamiento          6   22.13 3.68 55.73 <.0001

Error         21   1.39 0.06   

Total corregido         27   23.52    

C. V. 40.4 %     

 

El nivel de probabilidad se manejo a 0.0001 porque la diferencia de los tratamientos es 

altamente significativa. El coeficiente de variación es aceptable debido a que un análisis 

estadístico no debe ser mayor a 40%. 
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       Cuadro 6. Diferencia de medias del crecimiento micelial de Penicillium sp. por efecto 

de los polifenoles de extracto etanólico de L. graveolens.   

 Diferencia de medias Crecimiento Micelial de 

Penicillium sp. (cm) 

Tratamiento 

A 2.5000 0 

B 1.3000 5000 

C 0.6500 10000 

D 0.0000 20000 

D 0.0000 30000 

D 0.0000 40000 

D 0.0000 50000 

 

 

7.6. Resultados del efecto del extracto etanólico de L. graveolens en la esporulación  

El efecto del extracto sobre la capacidad de esporulación del hongo utilizado en este 

trabajo esta muy relacionada con el la inhibición micelial, Pero existen algunos casos donde 

el crecimiento micelial no fue inhibido y la esporulación si. 
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7.7. Cuantificación de polifenoles hidrosolubles y azúcares totales 

 

7.7.1. Obtención y cuantificación de azúcares totales 

Los azúcares totales se obtuvieron a través del primer filtrado del extracto etanólico 

en el tubo de amberlita el cual fué diluido con agua, una ves obtenido este filtrado se 

obtuvo un liquido de color turbio intenso. 

En la curva de calibración se manejo con cantidades conocidas de 0 a 200 ppm 

(cuadro7). Con los datos obtenidos de la absorbancia de calibración se procedió a 

cuantificar los azúcares el cual resultó un promedio de 1.22 mg. sin dilución (Cuadro 9) y 

1.26 mg. con dilución 1:80 (Cuadro 8).  

 

Cuadro 7. promedio de azúcares totales 

Ppm Absorbancia 

0 0 

25 0.25 

50 0.509 

100 0.856 

150 1.189 

200 1.543 

 

 

 

 

 

 

 

 



Cuadro 8. Cuantificación de azúcares totales con dilución (1:80); absorbancia 

Muestras Absorbancia 

Promedio de 

azúcares 

totales (ppm) 

Dilución  

1:80 mg/ml Promedio 

m1 0.13 9.78 782.93 0.78 1.25 

m2 0.19 17.12 1369.60 1.36  

m3 0.21 20.32 1625.60 1.62  

 

Cuadro 9. Cuantificación de azúcares totales sin dilución; absorbancia 

Muestras Absorbancia 

Promedio de azúcares 

totales (ppm) mg/ml Promedio 

m1 0.53 63.12 6.31 12.23 

m2 0.49 57.25 5.72  

m3 1.91 246.45 24.64  

 

 
 

Figura 18. Cuantificación de azúcares totales 
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7.7.2. Cuantificación de polifenoles 

Cuadro 10. Promedio de polifenoles totales según, Makkar et al. (1993)  

Ppm Absorbancia 

0 0 

100 0.15 

200 0.57 

300 0.83 

400 1.19 

500 1.41 

 

Cuadro 11. Promedio de la muestra rica en polifenoles totales según Makkar, et al. (1993)  

M Rica 

polifenoles Absorbancia 

Promedio de 

polifenoles 

hidrosolubles 

(ppm) 1:80 dilución mg/ml Promedio 

m1 0.28 113.43 9074.66 9.07 11.20 

m2 0.37 143.76 11501.33 11.50  

m3 0.43 163.10 13048.00 13.04  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Cuadro 12. Promedio de la muestra pobre en polifenoles hidrosolubles con dilución 1:80 

según Makkar, et al. (1993). 

M Pobre 

polifenoles Absorbancia 

Promedio de 

polifenoles 

hidrosolubles 

(ppm) 1:80 dilución mg/ml promedio 

M1 0.03 30.93 2474.66 2.47 2.33 

M2 0.03 28.60 2288.00 2.28  

M3 0.03 27.93 2234.66 2.23  

 

 
Figura 19. Cuantificación de polifenoles hidrosolubles 

 

 

7.8. Extracción de Polifenoles 

En este procedimiento se obtuvo un total de 17.39 g de polifenoles totales 

hidrosolubles liofilizados. 
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8. CONCLUSIONES 

Los extractos etanólicos de L. graveolens mostraron inhibición en  el desarrollo de 

Penicillium sp. en dosis bajas por lo que se puede concluir que su capacidad antifúngica 

contra este hongo es de una alta eficiencia para el tratamiento de este patógeno que causa 

enfermedades en frutos postcosecha. 

Los polifenoles hidrosolubles obtenidos demostraron tener actividad antifúngica 

muy eficiente en las dosis utilizadas, mostrando que en las dosis utilizadas la inhibición del 

hongo fue total por lo que se puede concluir que este tipo de polifenoles puedan ser 

utilizada en tratamientos de frutos de postcosecha y así evitar enfermedades y pudriciones. 

Este es el primer reporte de la actividad antifúngica de polifenoles hidrosolubles 

obtenidos del extracto etanólico de L. graveolens por lo que esta investigación contribuye al 

conocimiento científico de esta planta nativa del desierto Chihuahuense de México.  
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