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RESUMEN

Fitoquimica y actividad antioxidante de los aceites de Lippia graveolens L.,
Thymus vulgaris L. y Origanum majorana L. tesis que presenta Estefania Moraz
Alderete como requisito parcial para obtener el Grado de Maestro en Ciencias
Agrarias, en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, dirigida por el

Doctor Pedro Cano Rios.

Actualmente existe un creciente interés por las medicinas alternativas para el
tratamiento de muchas enfermedades y dolencias que afectan al ser humano, por
lo que se considera de importancia estratégica el cultivo, investigacion y
procesamiento de plantas medicinales con fines terapéuticos. Existe poca
investigacion sobre el uso y manejo de plantas medicinales, por lo que existe
poca informacion etnobotanica sobre el tema. La informacién que se pueda
recolectar en varias regiones del pais sera significativa y ayudara a determinar
estrategias para mejorar el uso y manejo de los recursos vegetales medicinales.
En este trabajo de investigacion se destil6 aceite esencial por medio de la técnica
de destilacion por arrastre de vapor y se cuantifico el contenido de flavonoides,
fenoles y capacidad antioxidante de cinco aceites esenciales: Orégano de
Anahuac, N.L. (Lippia graveolens, L.), Orégano de Cuatrociénegas, Coah. (Lippia
graveolens, L.), Orégano de Pefidén Blanco, Dgo. (Lippia graveolens, L.),
Mejorana de Barreal de Guadalupe, Coah. (Origanum majorana, L.) y Tomillo de
Villa Juérez, Dgo. (Thymus vulgaris, L.)

Los fenoles y flavonoides totales se establecieron por espectrofotometria. Para

sefalar la capacidad antioxidante de cada muestra se sigui6 el método ABTS*-.

Palabras clave: Flavonoides, fenoles, antioxidantes, orégano
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ABSTRACT

Currently there is a growing interest in alternative medicines for the treatment of
many diseases and ailments that affect humans, which is why the cultivation,
research and processing of medicinal plants for therapeutic purposes is
considered of strategic importance. There is little research on the use and
management of medicinal plants, so there is little ethnobotanical information on
the subject. The information that can be collected in various regions of the country
will be significant and will help determine strategies to improve the use and
management of medicinal plant resources.

In this research work, essential oil was distilled by means of the steam distillation
technique and the content of flavonoids, phenols and antioxidant capacity of five
essential oils was quantified: Oregano from Andhuac, N.L. (Lippia graveolens, L.),
Oregano from Cuatrociénegas, Coah. (Lippia graveolens, L.), Oregano from
Pefion Blanco, Dgo. (Lippia graveolens, L.), Mejorana from Barreal de
Guadalupe, Coah. (Origanum majorana, L.) and Tomillo de Villa Juarez, Dgo.
(Thymus vulgaris, L.)

Total phenols and flavonoids were established by spectrophotometry. To indicate

the antioxidant capacity of each sample, the ABTS* method was followed.

Keywords: Flavonoids, phenols, antioxidants, oregano



l. INTRODUCCION

Los aceites esenciales (EA) son mezclas liquidas complejas con alta volatilidad,
gue se evaporan al entrar en contacto con el aire. (Bello, 1999). Se obtienen de
diferentes partes de las plantas, como flores, brotes, semillas, hojas, ramas,
cortezas, hierbas, madera, frutos y raices. (Burt, 2007). En su forma quimica
estan formados por terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos (hidrocarburos,
alcoholes, cetonas, que pueden ser aciclicos, monociclicos, biciclicos, triciclicos),
sustancias azufradas y nitrogenadas (Acevedo et al., 2013). Son producto del
metabolismo secundario de las plantas igualmente que algunos tipos de
alcaloides, flavonoides, taninos, y saponinas (Bandoni et al., 2009). La economia
de los aceites esenciales y sus aplicaciones industriales estan relacionados con
su composicion quimica y con la actividad biolégica (Stashenko et al., 2010).
Actualmente existe un interés creciente por el uso de extractos naturales
antioxidantes que puedan sustituir los aditivos sintéticos en los alimentos,
ademas de que son una alternativa prometedora para la prevencién y tratamiento
de enfermedades producidas por compuestos sintéticos (Olivero-Verbel et al.,
2010), ademas de que poseen caracteristicas insecticidas, antioxidantes,
antibacterianas, antifingicas, antivirales y pueden ser destilados por diferentes
métodos (Burt, 2004).

Una de las técnicas mas frecuentes es la de arrastre de vapor, en la cual
cualquier planta se pone en un bowl (tipo clavenger cerrado) y es puesta a una
corriente de vapor, la esencia es destilada y luego se condensa, es recolectada
y separada del hidrolato. Las plantas medicinales son indispensables en cuestién
de obtencién de aceites como el tomillo (Thymus vulgaris L.), el orégano (Lippia

graveolens L.) y la mejorana (Origanum majorana L.) (Ortega, 2011).

Los fitoquimicos son sustancias a base de plantas que modulan el proceso de
metabolismo para prevenir que los humanos contraigan enfermedades

degenerativas y cronicas. Los compuestos fendlicos son parte importante de



metabolitos secundarios de origen vegetal que no son esenciales para la
supervivencia de las plantas a diferencia de los metabolitos primarios. Estos
compuestos imparten propiedades organolépticas a los alimentos de origen
vegetal, sobre todo las propiedades de sabor y color y mejoran la calidad
nutricional de los alimentos. Los flavonoides son fitoquimicos polifendlicos que
son biolégicamente activos (Messina y Redmond, 2006). Los flavonoides son el
grupo mas frecuente que se encuentra en las plantas. Se identifican alrededor de
9000 compuestos y su niumero aumenta dia a dia (Wood, 1986). Los flavonoides
actian como antioxidantes, antidepresivos y antiinflamatorios en el cuerpo
humano. Ademas, se ha demostrado que el extracto de plantas que contiene
flavonoides reduce el riesgo de cancer (Evers y Millar, 2002). De manera similar,
los flavonoides protegen al cuerpo de las enfermedades cardiovasculares porque
poseen la capacidad de inhibir el proceso de oxidacion de los lipidos (Manach et
al., 2005).

El tomillo, pertenece a la Familia de labiadas, de gran importancia medicinal en
el sector farmacéutico; contiene propiedades antisépticas, desinfectantes,
antiespasmaodico, desodorante, sedante y sus principales componentes son timol
y carvacol (El-Hela, 2007). Por otra parte, el orégano mexicano se caracteriza por
ser una planta perenne, de la familia verbenaceae, que crece en climas
semiaridos y es utilizada tradicionalmente como antiséptico intestinal,
antiespasmaodico, analgésico y antiinflamatorio y posee propiedades
antibacterianas. Investigaciones han ha demostrado que los géneros de Lippiay
Thymus, y otras plantas aromaticas, contienen propiedades antioxidantes,
relacionadas con los compuestos fendlicos, carvacrol y el timol que pueden ser
utilizados en ciertas condiciones como fungicidas y bactericidas (Osorno et al.,
2009).

En la medicina popular, la mejorana se usa como anti-enfriamiento, contra
alergias, fiebre, gripe, hipertension, antipirético, infecciones respiratorias,

antidiabético, dolor menstrual, resfriado en el utero, dolor de estémago, tos,



reumatismo, dolor de cabeza, insomnio y se usa como antiespasmodico
intestinal. Ademas, varios trabajos previos han demostrado otras prioridades

etnobotanicas de O. majorana L. como los estudios de (Zougagh et al., 2019).

Los suplementos con antioxidantes estan fundamentados en investigaciones
epidemioldgicos y clinicos que muestran la relacion entre factores como: dieta,
estilo de vida, exposicion a radiacion, metales pesados, pesticidas, toxicos, y
algunos medicamentos; con la aparicion y desarrollo de enfermedades como
cancer, diabetes, aterosclerosis, desérdenes neurodegenerativos Yy
envejecimiento. Todas estas enfermedades patologicas estan relacionadas a un
estado conocido como “estrés oxidativo”, en otras palabras, un aumento en las
especies oxidantes (principalmente Especies Reactivas del Oxigeno—EROS) y/o
una reduccién en los mecanismos de detoxificacion de ellas. Es por eso que en
el método ABTS* se investiga la habilidad del antioxidante para estabilizar algan
radical libre, en efecto,, se ha incrementado el uso de algunos radicales libres
metaestables, coloreados, con fuerte absorcion en el espectro visible, como
herramienta para sefialar actividad estabilizadora de radicales libres (Londofio-
Londofio, 2012).

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluacion de compuestos fitoquimicos de aceites esenciales de tomillo, orégano

y mejorana.

1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Extraer aceites esenciales de orégano, tomillo y mejorana mediante la técnica de
destilacion por arrastre de vapor.
Determinar el contenido de compuestos fenoles y flavonoides totales y actividad

antioxidante de aceites esenciales de orégano, tomillo y mejorana.



1.3 HIPOTESIS

Los aceites esenciales de tomillo, orégano y mejorana tendrén un alto contenido

de antioxidantes.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 El género Origanum

El nombre del género Origanum tiene origen en las palabras griegas oros, que
significa montafia y ganos, que significa alegria, en referencia al hermoso
aspecto que esta planta le da a las regiones donde se cultiva (Fonnegra y
Jiménez, 2007).

El género Origanum comprende distintas especies de plantas, con flores y hojas
que tienen un olor y sabor caracteristicos. Segun los criterios morfologicos, el
género Origanum se ha clasificado en tres grupos, 10 secciones, 38 especies, 6
subespecies y 17 hibridos. Se han nombrado cuatro grupos de orégano, debido
a su uso comun e importancia econémica: orégano griego (Origanum vulgare
subsp hirtus (Link) letswaart), orégano espafiol (Coridohymus capitatu (L)
Hoffmanns y Links), orégano turco (Origanum onites L) y orégano mexicano
(Lippia graveolens Kunth o Lippia berlandieri) (Arcila-Lozano et al., 2004).

Los principales tipos de orégano ya antes mencionados, tienen valor comercial
debido a sus caracteristicas de olor/sabor que se atribuyen a la presencia de
compuestos como timol, carvacrol y su precursor p-cimeno. Es de primordial
importancia su cultivo en forma extensiva, ya que en cultivos silvestres su colecta
y aprovechamiento se realiza en el periodo de floracion de la planta limitando la
formacion de frutos y semillas (Cid-Pérez et al., 2016).

En México se encuentran alrededor de 40 especies de orégano que pertenecen
a cuatro familias botanicas: (Laminaceae, Verbenaceae, Asteraceae Yy
Fabaceae). Verbenaceae, incluye a los taxa de mayor importancia segun su
distribucion y a sus caracteristicas organolépticas, a ella pertenece el género
Lippia, con las especies; L. palmeri y L. graveolens Kunth o L. berlandieri
Schauer. L. graveolens es una especie variable y polimorfica, esta formada por
poblaciones con caracteristicas morfolégicas, fenolégicas y fitoquimicas
distintas. Se distribuye principalmente en los estados de Chihuahua, Durango,

Tamaulipas y Coahuila; le proceden, en orden de importancia, Jalisco,



Zacatecas, Querétaro, Hidalgo y Baja California (Villavicencio-Gutiérrez et al.,
2007). Esta planta contiene un fuerte aroma y un sabor mas nitido e intenso que
el de otros géneros. Estas caracteristicas le son atribuidas a su alto contenido en
aceite esencial. Sus usos, tanto culinarios como terapéuticos son los mismos que

los de las especies europeas (Huerta, 2007).

2.1.1 Descripcion botanica Lippia graveolens H.B.K.

Lippia graveolens H.B.K. es un arbusto perenne, delgado y aromatico, de hasta
tres metros de altura. Sus tallos son cuadrangulares, delgados, densamente
vilosos y glandulares; las ramas principales frecuentemente tienen corteza
exfoliante y sus hojas son opuestas, ovaladas-alanceoladas, con peciolos
delgados, haz rugoso-escabroso, estrigoso-glandular, envés densamente piloso,
apice obtuso y margen diversamente crenado. Los frutos son pequefios y forman
una capsula indehiscente, las semillas se presentan sin endospermo. Las flores
se presentan en espigas subglobosas, corolas blancas, zigomorfas y presentan
cuatro estambres. En general en poblaciones de zonas aridas y semiaridas, la
floracion comprende del periodo de agosto a octubre, coincidiendo en la época
con mayores precipitaciones (Dunford y Silva-Vazquez, 2005).

e, O £y
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llustracién 1. Arbusto Lippia graveolens H.B.K. (Agronegocios, 2015)



Hojas ovales, pecioladas,
dentadas o enteras.

Tallos erectos, pilosos y
aromaticos

llustracion 2. Descripcion Lippia graveolens H.B.K. (Agronegocios, 2015)

De acuerdo a Gonzalez-Glereca et al. (2007) en México, las especies de Lippia
cultivadas son: Lippia palmeri Wats en los estados de Baja California, Sonora y
Sinaloa y Lippia graveolens mas ampliamente distribuidas en el resto de México;
ademas es la especie mas comercializada en México y la razon es debido a la
alta calidad de aceite esencial que se encuentra en las hojas (Mendoza-Dias y
Mora-Mora, 2005).

El orégano mexicano L. graveolens se exporta al mercado internacional, y
representa aproximadamente el 35-40 % del orégano en el mundo, su alta
demanda se debe a su aceite esencial y la calidad de la hoja; sin embargo, el
consumo de orégano mexicano se concentra en todo el mundo principalmente en
dos paises Estados Unidos y Japon, que representan el 90% de las

exportaciones totales (Brown et al., 2006).



2.1.2 Clasificacion taxondmica Lippia graveolens H.B.K.

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Verbenaceae

Género: Lippia
Especie: Lippia graveolens K.
(Valdés-Oyervides, 2012)

2.1.3 Usos generales y aplicaciones de Lippia graveolens H.B.K.

El orégano tiene dos usos principales: como condimento y como materia prima
para la destilacién y produccién de aceites esenciales, que se extrae de las hojas
(Sanchez et al., 2007b). El aceite esencial de orégano esta reconocido por la
Administracion de Drogas y Alimentos y se ha utilizado como un agente
antimicrobiano natural (Bertelli et al., 2003). De acuerdo a la investigacion
realizada por Arcila-Lozano et al. (2004) nos comentan que la composicion y
cantidad de metabolitos secundarios presentes en los aceites esenciales
obtenidos de diferentes tipos de orégano dependen de factores geogréficos y
climaticos, altitud, tiempo de cosecha y estado de crecimiento. Las hojas de
orégano y los aceites esenciales se usan ampliamente como ingredientes y/o
aditivos en las industrias alimenticia, quimica farmacéutica y de perfumeria;
razones que los han convertido en productos de exportacion muy importantes. El
timol y el carvacrol son los componentes quimicos mas importantes de los aceites
esenciales de orégano y, por lo tanto, su proporcion determina el valor comercial

del aceite esencial correspondiente (Sanchez et al., 2007a).



2.1.4 Composicion quimica de Lippia graveolens H.B.K.

Los aceites esenciales de orégano son los extractos de mayor valor econémico
para los agricultores y las empresas que se dedican al cultivo/distribucion de
especias. Los principales compuestos de aceites esenciales de orégano
derivados del acido mevaldnico y clasificados como terpenoides, se derivan de
la condensacion de unidades isoprenoides y se clasifican de acuerdo con el
namero de unidades presentes en el esqueleto (monoterpenos, sesquiterpenos
y diterpenos). Sin embargo, también est4 presente una amplia variedad de
moléculas de bajo peso molecular, como los hidrocarburos alifaticos (Dorman y
Deans, 2000). Se han identificado 33 compuestos que incluyen alcoholes, éteres,
fenoles y una cetona. Los componentes que se encuentran en mayor cantidad
son timol, carvacrol, 3-mirceno, a-terpineno, y-terpineno y p-cimeno. timol es el
principal compuesto que representa del 40 al 60 % del total de los compuestos
volatiles, mientras que del 5 al 25 % corresponde a carvacrol (Uribe-Hernandez
et al.,, 1992). Ambos compuestos volatiles exhiben un olor intenso y picante,
responsable de la fragancia caracteristica y las sensaciones de sabor de los

extractos de orégano y aceites esenciales (Masteli¢ et al., 2008).

Podemos encontrar diversas investigaciones acerca de la composicién quimica
de Lippia graveolens, usando hidrolatos y aceites esenciales (Pascual et al.,
2001). Los extractos acuosos, llamados hidrosoles y/o hidrolatos también
conocidos como agua floral aromatica, generalmente se obtienen como un
coproducto o subproducto de la hidrodestilacion o la destilacion al vapor. Los
hidrosoles son principalmente una mezcla de compuestos que contienen trazas
de aceite esencial y varios compuestos solubles en agua (Sagdic, 2003).

Lin et al. (2007) determinaron la presencia de flavonoides (flavonas, flavanonas,
flavonoles y chalcones) a partir de un extracto de metanol y agua de orégano de
L. graveolens obteniendo flavonoides glicosilados y por hidrdlisis acida posterior
determinaron 11 aglicones adicionales. El andlisis estructural se realiz6 mediante

cromatografia liquida, deteccibn de matriz de diodos, ionizaciébn por
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electropulverizacion/espectrometria de masas, elucidando: galangina,
pinocembrina, sakuranetina, naringenina, quercetina, luteolina, eriodictyol,
scutellareina, floridzina, taxifolina, hispidulina, cirsimarin, 6 glicosilato de metilo y
otros compuestos de glioxilato de metilo. Por lo tanto, las hojas del orégano
mexicano son de una planta aromatica con muchos flavonoides, compuestos

cuya estructura se ha relacionado con la capacidad antioxidante y antimicrobiana.

2.2 El género Thymus vulgaris L.

Thymus vulgaris L. es una planta con flores de la familia Lamiaceae, comunmente
conocida como tomillo, originaria del sur de Europa y tiene una distribucion
mundial (Hosseinzadeh et al., 2015). La planta es originaria del Mediterraneo y
los paises vecinos, el norte de Africa y partes de Asia. En Africa, la planta se ha
cultivado en Egipto, Marruecos, Argelia, Tunez, Libia, Cameroon, Nigeria y Sur
Africa. En Europa se ha cultivado en Francia, Suiza, Espafia, Italia, Bulgaria,
Portugal y paises de Europa del Este (Prasanth-Reddy et al., 2014a) (Stahl-
Biskup y Saez, 2002). Actualmente su distribucion en México se da en los
siguientes estados como Morelos, Baja California Sur, Baja California, Estado de
México, Nayarit, Oaxaca, Puebla y Tlaxcala, sobresalen como los principales
productores de tomillo, con un rendimiento de 5.6 t ha respectivamente (Pérez,
2009). En estos estados podemos encontrar productores y empresas de hierbas
finas aromaticas para actividad culinaria y medicinal que se exportan.
Principalmente al mercado de Estados Unidos de América y otros destinos donde
se mantiene la cultura del consumo de alimentos organicos (Juarez-Rosete,
2010).

La gente ha usado el tomillo durante muchos siglos como agente saborizante,
hierba culinaria y medicina herbal (Peter, 2012). La planta es util como infusion
para tratar la tos, la diabetes y las infecciones de resfriado y pecho; y en forma
de jarabe para malestar digestivo. También es calmante para el dolor de

garganta, ya que el tomillo tiene propiedades antisépticas, antibioticas y
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antifingicas. El aceite esencial se puede usar para dar masaje para tratar el dolor
en las articulaciones o el dolor reumatico, y también se puede usar en el

tratamiento del pie de atleta (Tinea pedis) (Ekoh et al., 2014).

La planta de tomillo, Thymus vulgaris L., presenta variacion polimérfica en la
produccion de monoterpeno. Se observan variaciones del quimiotipo
intraespecifico en Thymus y se denominan geraniol, a terpineol, tuyanol-4, linalol,
carvacrol y timol después de su monoterpeno dominante (Thompson et al., 2003).
El timol y el carvacrol son los dos componentes mas activos del aceite esencial
de tomillo, con una amplia gama de propiedades antimicrobianas y antioxidantes
que mejoran la vida util de los alimentos. Las partes frondosas del tomillo y su
aceite esencial se han utilizado en alimentos para dar sabor, aroma y
conservacion y se agregan a la carne, el pescado y los productos alimenticios
(Soliman y Badeaa, 2002). El uso de tomillo en la industria cosmética ha
aumentado la importancia econémica de este cultivo medicinal en todo el mundo.
Por lo tanto, la planta ha cambiado de ser una hierba tradicional a una droga seria
en fitoterapia racional (Mandal y DebMandal, 2016). Los componentes de
extracto y aceite de Thymus vulgaris, que actiian solos o en combinacion, pueden
dar lugar a un amplio espectro de actividad antimicrobiana. Esta actividad puede
atribuirse al timol o al resultado de la sinergia entre otros componentes principales
en el aceite. Aunque T. vulgaris es una Sustancia Generalmente Reconocida
como Segura (GRAS), su aceite debe reservarse para uso topico; internamente,

puede provocar mareos, vomitos y dificultades respiratorias (Newall et al., 1996).

2.2.1 Descripcion botanica de Thymus vulgaris L.

El tomillo (Thymus vulgaris L.), perteneciente a la familia Lamiaceae, es un
subarbusto perenne con una vida 0til de aproximadamente 10-15 afios que
alcanza desde los 13 cm hasta los 40 cm de altura. Los tallos son erguidos,
cuadrangulares, lefiosos y muy ramificados. Las hojas son pequefas y ovales de

bordes enrollados y tomentosas por el envés y miden de 6 a 12 mm de largo. Las
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flores son pequeias de color rosa y producidas en corimbos. El tomillo tiene un
fuerte olor aromatico. Thymus vulgaris florece de junio a julio. Las flores son de
color amarillo, blanco o morado. Las semillas son redondas, muy pequefias y
conservan su poder de germinacion durante 3 afios. El tomillo se cultiva en todo
el mundo. La reproduccion de la planta es posible por semillas y partes

vegetativas, tales como esquejes de raices (Ozgiiven y Tansi, 1998).

llustracién 4. Thymus vulgaris L. (Mdller, 1897)
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2.2.2 Clasificacion taxonémica Thymus vulgaris L.

Reino: Plantae

Division: Tracheophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Género: Thymus

Especie: Thymus vulgaris L.
(CONABIO, 2020)

2.2.3 Usos generales y aplicaciones de Thymus vulgaris L.

Thymus vulgaris se ha utilizado desde la antigledad para curar la congestion
torécica e inducir saliva; las hojas frescas se toman para aliviar el dolor de
garganta. La planta también se usa como un remedio eficaz para las infecciones
del pecho (bronquitis, faringitis, tos ferina), asi como para tratar gusanos en los
nifios (Mandal y DebMandal, 2016). La planta se ha utilizado por su sabor en la
cocina. El aceite esencial de Thymus vulgaris se usa como agente antiséptico,
antiviral y antimicrobiano en la medicina popular. El tomillo también posee efectos
carminativos y antioxidantes y se demostrd que los componentes timol y carvacrol
presentan efectos sobre la respuesta inflamatoria; cabe destacar que las
propiedades antiinflamatorias del aceite esencial estan parcialmente
involucradas con el efecto hepatoprotector (Fachini-Queiroz et al., 2012)
(Grespan et al., 2014). Baydar et al. (2004) informaron del uso de aceite esencial
de tomillo en vendajes medicinales antes del descubrimiento de antibioticos
modernos. Thymus vulgaris se usa para problemas de la piel como piel grasa,
acné, dermatitis, eccema y picaduras de insectos. El aceite de tomillo ha sido
utilizado como fumigante en lugares de culto por muchas civilizaciones antiguas.
Sokovi¢ y Van Griensven (2006) documentaron que el aceite esencial de tomillo
mostr0 una actividad muy alta contra los principales patdégenos fangicos

(Verticillium fungicola y Trichoderma harzianum) y bacterianos (Pseudomonas
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tolaasii) patdogenos del hongo Agaricus bisporus. Es interesante observar que los
extractos de tomillo poseen la mayor capacidad antioxidante debido a su mayor
contenido de polifenoles y pueden usarse como ingredientes conservantes en los

alimentos.

Se ha pensado que el tomillo es antiséptico, antimicrobiano, astringente,
antihelmintico, carminativo, desinfectante, medicamento y ténico. El tomillo es
increiblemente util en casos de infecciones e infestaciones intestinales variadas,
como anquilostomas, ascaridos, bacterias gram-positivas y gram-negativas,
hongos y levaduras. El componente principal del aceite volatil del tomillo, el timol,
es efectivo contra las enterobacterias y las bacterias cocos. El tomillo también
puede mejorar el funcionamiento del higado y actuar como un estimulante del
apetito. Se utiliza en el tratamiento del tubo cartilaginoso, las infecciones
bronquiales y urinarias. Usado como gargaras, el tomillo es atil en el tratamiento
de la laringitis y la inflamacion. Se utiliza para problemas de la piel como piel
grasa, ciatica, acné, dermatitis, afecciones de la piel, mordeduras y picaduras de
insectos. En aromaterapia, se usan los distintos tipos, timol, "aceite de tomillo
rojo", tipo linalol por su accién suave y terriblemente ligera y tuyanol por sus
propiedades antivirales. También se usa un producto corregido, "aceite de tomillo
blanco", y es mas suave para la piel. Por Gltimo, alivia la neuralgia y dolores

reumaticos (Prasanth-Reddy et al., 2014a).

2.2.4 Composicion quimica Thymus vulgaris L.

Los componentes fitoquimicos del tomillo incluyen fendlicos, terpenoides y
principalmente timol, eugenol y saponinas (Ekoh et al., 2014). El aceite esencial
de tomillo demostré un alto contenido de monoterpenos oxigenados (56.53 %) y
bajos contenidos de hidrocarburos monoterpenos (28.69 %), hidrocarburos
sesquiterpénicos (5.04 %) y sesquiterpenos oxigenados (1.84 %) (Prasanth-
Reddy et al., 2014a). El aceite esencial es responsable del tipico aroma picante

del tomillo (Peter, 2012). El compuesto mas abundante entre los componentes
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del aceite se identificé como timol 51.34 %, mientras que la cantidad de todos los
demas componentes fue inferior al 19 % (Prasanth-Reddy et al., 2014b). La
planta seca de T. vulgaris contiene 1-2.5 % de aceite esencial (Peter, 2012). La
mayoria de los volatiles detectados en el aceite de tomillo pertenecen al grupo
monoterpeno con el compuesto timol, un monoterpeno fendlico, como el principal
representante (30-55 %) (Prasanth-Reddy et al., 2014b). Estos componentes
principales incluyen linalol, mirceno, alcanfor, borneol, B-pineno, B-cariofileno, p-
cimeno, carvacrol, timol, y-terpino, timol metil éter, carvacrol metil éter, limoneno,
a-terpinol, y-terpinol e hidrato de sabineno. T. vulgaris también contiene
triterpenos en forma de acido ursadlico (0.94 %) y acido oleandlico (0.37 %) (Jager
et al., 2009).

2.3 El género Origanum majorana L.

Origanum majorana L. (conocido como Shakhtar o Zaatar en la medicina
tradicional) actualmente llamado mejorana dulce, es una planta medicinal de la
familia Lamiaceae, una hierba perenne del género Origanum (Prerna y
Vasudeva, 2015), con un hé&bito de crecimiento autosuficiente, es un
fotoautotrofo. Esta planta se distribuye por las regiones mediterrdneas, en
particular, Marruecos, Argelia, Egipto, Espafa y Portugal (letswaart, 1980). En la
medicina popular, la mejorana se utiliza como anti-enfriamiento, contra alergias,
fiebre, gripe, hipertensién, antipirético, infecciones respiratorias, antidiabético,
dolor menstrual, frio en el Gtero, dolor de estdbmago, tos, reumatismo, dolor de
cabeza, insomnio y como antiespasmadico intestinal (Bouyahya et al., 2021).
Origanum majorana L. es rico en fitoquimicos como timol, carvacrol, taninos,
hidroguinona, arbutina, metil arbutina, vitexina, orientina, timonina, triacontano,
sitosterol, hidrato de cis-sabineno, limoneno, terpineno, canfeno y flavonoides
como diosmetina, luteolina y apigenina, que explican sus propiedades biologicas
(Barbosa-Chaves et al., 2019).

2.3.1 Descripcién botanica Origanum majorana L.
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Origanum majorana L. es una planta perenne tupida que puede alcanzar de 30 a
60 cm de altura y posee tallos cuadrados rojizos de multiples ramas
descendentes que se desbordan para formar un monticulo. Sus tallos son rectos,
débiles, peludos, redondos y de color verde con motas rojas. Las hojas de esta
planta son herbaceas, globosas, simples, pecioladas y ovadas a oblongo-ovadas,
pequefias (0.5—-1.5 cm de largo y 0.2—-0.8 cm de ancho), a menudo cilindricas, y
la textura es extremadamente suave y peluda. Las bracteas son diferentes de las
hojas, densamente imbricadas, tan largas como célices, de color verde grisaceo,
y dispuestas una frente a otra en un tallo cuadrado. La mejorana dulce tiene flores
pequefias (0,3 cm de largo y dispuestas en forma de rebaba, cabezas de 1,3 cm
de largo), hermafroditas o femeninas. Las flores son tubulares con dos labios, 1
labio para uno o mas labios superiores enteros o denticulados. Tiene célices
aplanados, flores blancas o rosa palido con bracteas verde grisaceas que
florecen en espiga de junio a septiembre. Aunque, las semillas maduran de
agosto a septiembre son de color ovalado, oscuro y marron. Las raices son
subcilindricas, arrugadas longitudinalmente con fisuras transversales; 0,2-0,6
mm de didmetro. La superficie exterior es de color marrén oscuro mientras que
internamente es de color marrén claro con varias raicillas largas (letswaart, 1980;

Prernay Vasudeva, 2015).

llustracién 5. Partes aéreas de Origanum majorana L. (Prerna y Vasudeva,
2015)
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2.3.2 Clasificacion taxondmica Origanum majorana L.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Género: Origanum

Especie: Origanum majorana L.
(CONABIO, 2021)

2.3.3 Usos generales y aplicaciones de Origanum majorana L.

La mejorana es una de las plantas medicinales conocidas por su uso en la
medicina tradicional. La aplicacion terapéutica depende de las partes de la planta.
En la medicina tradicional marroqui, las hojas representan la parte mas utilizada,
en particular, como anti-refrescante y antipirético, también contra alergias, fiebre,
gripe e hipertension (Benali et al., 2017). Ademas, las hojas se utilizan como
decoccién o polvo en el tratamiento de infecciones respiratorias y regulacion del
azucar en sangre (Ennacerie et al., 2017). O. majorana se usa en el caso de
irritacion de garganta, asi como para el dolor menstrual, resfriado en el Utero,
dolor de estobmago, tos e hipertension (Tahraoui et al., 2007).

De acuerdo a las investigaciones realizadas de Bina y Rahimi (2017) es una
planta medicinal con varias propiedades farmacologicas comprobadas, que
incluyen actividades antioxidantes, antibacterianas, hepatoprotectoras,
cardioprotectoras, antiulcerosas, anticoagulantes, antiinflamatorias,
antiproliferativas y antifingicas. Los tallos florales son las partes medicinales. Sus
constituyentes incluyen del 1 % al 2 % de un aceite esencial con un contenido de
terpineno y terpinol, mas taninos, compuestos amargos, carotenos y vitamina C.
Estas sustancias dan a la mejorana dulce propiedades estomacales,
carminativas, antiespasmaodicas y sedantes débiles. En herbolaria, se utiliza

principalmente para diversos trastornos gastrointestinales y para ayudar a la
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digestion. Nuevas investigaciones mostraron un aumento en las secreciones de
acido y pepsina de esta planta. También la mejorana mostré actividad
antiulcerosa y efectos protectores de la mucosidad en el tracto gastrointestinal.
El uso etnomedicinal de Origanum majorana en la vaginitis y la poliquistosis
ovarica puede relacionarse con la restauracion del equilibrio hormonal y la
reduccion de DHEA-S por esta planta. Se demostr6 el uso eficaz en
enfermedades cardiacas y arritmias que pueden estar relacionadas con sus
actividades antiplaquetarias y cardioprotectoras a través de la inhibicién de la
produccion de oxido nitrico y la peroxidacion lipidica en los tejidos cardiacos. El
efecto util sobre el resfriado de la cabeza, el resfriado, el dolor de oido y los

trastornos respiratorios puede estar relacionado con su efecto antimicrobiano.

2.3.4 Composicion quimica Origanum majorana L.

Los metabolitos secundarios producidos por O. majorana han sido objeto de
varios estudios. Casi todos estos estudios se han centrado en las partes aéreas
de esta planta. El cribado fitoquimico de extractos y aceites esenciales de O.
majorana ha demostrado la riqueza de esta planta en compuestos fendlicos.
Estos son mas comunmente acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides. Los
analisis cromatograficos de los aceites esenciales permitieron identificar una
treintena de compuestos terpenoides (Bouyahya et al., 2021).

El aceite esencial de O. majorana se compone principalmente de carvacrol,
linalol, timol, borneol, alcanfor, terpineno-4-ol , a-pineno, a-tujeno, p-cimeno,
terpineno, a-terpineol, sabineno, mirceno, limoneno, canfeno, terpinoleno,
verbeneno, B-cariofileno, 1,8-cineol, eucaliptol y felandreno (Xylia et al., 2019).
Ragab et al. (2019) observaron en sus investigaciones variabilidad quimica en la
composicion de los aceites esenciales de mejorana extraidos por diferentes
meétodos; ademas de que éstos son ricos en monoterpenos oxigenados e
hidrocarburos monoterpenos. Mientras que, los sesquiterpenos oxigenados

tienen el porcentaje mas bajo y el terpineno-4-ol es el compuesto principal.
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2.4 Aceites Esenciales

El uso de sustancias naturales para la humanidad de las sociedades mas
primitivas, en particular de las civilizaciones del Antiguo Egipto, Grecorromana y
China, donde las sustancias naturales se utilizaron para una variedad de
propésitos que van desde la medicina hasta el control de plagas (Murbach-Teles-
Machado y Fernandes-Junior, 2011). Entre los productos naturales utilizados
para estos fines, los aceites esenciales son reconocidos por sus propiedades
farmacoldgicas y terapéuticas, asi como por su baja toxicidad hacia los
mamiferos (Costa et al., 2011). Estas sustancias son frecuentemente utilizadas
en la cocina para intensificar el sabor de ciertos alimentos y bebidas, para la
inhibicién de olores y en el control de problemas de salud (Franz, 2010). La
variedad de propiedades diferentes atribuidas a los aceites esenciales ha llevado
a su uso en una variedad de aplicaciones, que incluyen, entre otras cosas, como
astringentes, analgésicos, antidepresivos, antipiréticos, antivirales, bactericidas,
bacteriostaticos, desodorantes, estimulantes, fungicidas, fungistaticos e
insecticidas (Worwood y Worwood, 2012).

Tales propiedades derivan de productos formados a través de reacciones
guimicas que ocurren continuamente en las células, dirigidas por la accion de
enzimas, que componen el metabolismo de las plantas. La sintesis de
compuestos comunes a los seres vivos y esenciales para la supervivencia de
especies vegetales, como azucares, aminoacidos, acidos grasos, nucledtidos y
sus derivados, polimeros, comprende el metabolismo primario. Por otro lado, los
compuestos sintetizados por otras vias, y que parecen no tener gran utilidad en
la supervivencia de la especie, forman parte del metabolismo secundario, que se
caracteriza por la sintesis de compuestos con diversidad, complejidad estructural,
produccion en una pequefa escala, distribucion restringida y especificidad. Por
tanto, los aceites esenciales se denominan metabolitos secundarios, al estar
constituidos por elementos quimicos complejos que, ademas de estar asociados
a la defensa de las plantas en el medio ambiente, son sustancias restringidas en

la naturaleza y limitadas a un niumero menor de especies (Salgado-de-Morais,
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2009). Los aceites esenciales, también conocidos como aceites volatiles, son
mezclas complejas de compuestos organicos lipofilicos, de bajo peso molecular,
que se diferencian de los aceites fijos (mezclas de lipidos, generalmente de
semillas, aceite de ricino, manteca de cacao y aceite de linaza) debido a su alta
volatilidad. naturaleza. Los aceites esenciales son relativamente fluidos, de olor
fuerte y poco solubles en agua. Tipicamente incoloros o ligeramente coloreados,
son estables en presencia de luz, calor y aire, ademas de tener un olor llamativo
y agradable (Salgado-de-Morais, 2009). Estos componentes naturales se derivan
de plantas aromaticas y medicinales, abundantes especialmente en las familias
Myrtaceae, Rutaceae y Lauraceae, estan dispuestos en forma de gotitas entre
las células y pueden actuar como hormonas, reguladores y catalizadores.
Algunos reportes en la literatura describen su funcion como ayudar a la planta a
adaptarse al medio, habiendo estimulado la produccién en situaciones de estrés.
Algunas plantas que viven en climas muy calidos, como en el desierto, usan
aceites esenciales para protegerse del sol. Otro ejemplo es la tenue nube de
aceites esenciales que se forma alrededor de arbustos de mirra e incienso para

filtrar los rayos del sol y refrescar el aire alrededor de la planta (Lavabre, 2009).

2.5 Métodos de extraccion

Otro aspecto importante en cuanto al uso de los aceites esenciales se relaciona
con el método por el cual se obtienen, ya que la composicion quimica del aceite
esta relacionada con éste, junto con otros factores como el clima, la estacion, las

condiciones geogréficas y el periodo de cosecha (Maciel et al., 2002).

2.5.1 Destilacion por arrastre de vapor

La destilacion al vapor es el proceso de extraccidon mas utilizado. Este método
implica colocar el material vegetal en el destilador, el cual, mediante el paso del
vapor a través del material vegetal, extrae los compuestos aromaticos volatiles
de la planta; los compuestos pasan por el sistema de condensacion y se recogen

en un recipiente de decantacién, donde el agua se separa naturalmente del aceite
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asi formado y el aceite se extrae del recipiente a través de un grifo. El aceite asi
obtenido se coloca en un embudo de decantacion para asegurar una completa
separacion del agua, antes de ser embotellado en vidrio @mbar y almacenado en
un lugar resguardado de altas temperaturas y luminosidades (Da Costa Vieira et
al., 2016).

2.5.2 Hidrodestilaciéon

La hidrodestilacion es uno de los métodos mas utilizados a escala de laboratorio.
En este método, la planta permanece en contacto con agua hirviendo; el vapor
fuerza la apertura de las paredes celulares y se produce la evaporacién del aceite
entre las células vegetales. El vapor, que consiste en la mezcla de aceite y agua,
pasa luego por un condensador donde se enfria y, como los componentes
volétiles y el agua son inmiscibles, se produce la formacion de dos fases liquidas
gue pueden separarse (Fernandes-Da-Silva, 2011).

Aquay esencia
Aquay esencia QN ase vapor
1 -
o | =
Condensador
‘ | — —» P =
Aguay < Bl Aquay
matonal 3 . matori)
vogetal A mm\ ‘ veqetal
. —
Fuego Cabentamwnto
| \ - con serpentin
=L | [ ==

Hidrodestilacion con calentamiento

Hidrodestilacion a fuego directo con serpentin y vapor

llustracién 7. Hidrodestilador (Gutiérrez-Dominguez, 2013)
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2.5.3 Método enfleurage o enfloracién

El método mas antiguo de obtencién de aceites esenciales es probablemente la
extraccion mediante el uso de grasas. La técnica de extraccion conocida como
enfleurage consiste en una capa de pétalos de flores frescas, generalmente
sobre una superficie (una placa de vidrio o tela) en contacto con grasa vegetal o
animal, que actuara absorbiendo el aceite en cuestion. Las flores muertas se
reemplazan por otras nuevas cada 24 horas, hasta obtener la concentracion
deseada. Esta técnica se utiliza para la extraccion de aceites esenciales mas
inestables, que pueden perder sus componentes aromaticos si se extraen por
otros métodos, ademas de ser ampliamente aplicada a la extraccién de aceites
esenciales de flores, principalmente para el mercado de perfumes (Lavabre,
2009).

llustracion 8. Método enfleurage o enfloracién (Donahue, 2016)

2.5.4. Método prensado en frio

El prensado o expresion en frio es uno de los métodos mas utilizados para la
extraccion de aceites esenciales de frutas citricas. En este proceso, los frutos se
colocan en una sola pieza directamente en una prensa hidraulica, que recoge el
jugo y aceite presentes en la corteza. Después del prensado, el aceite se separa
de la emulsion formada con agua mediante decantacion, centrifugacion o
destilacion fraccionada. Estos aceites estan llenos de nutrientes, como la
vitamina E, con acciones antioxidantes y propiedades anti inflamatorias (Almeida-
Barbosa et al., 2013).
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llustracién 9. Equipo de extraccion prensado (Rojas, 2014)

2.5.5 Método uso de solventes

Algunos tipos de aceites son muy inestables e intolerantes a las elevaciones de
temperatura. En estos casos, se pueden utilizar disolventes organicos para su
extraccion, como hexano, benceno, metanol, etanol, propanol, acetona, pentano
y varios disolventes clorados. En el proceso de extraccion por solvente, las
plantas se sumergen en un solvente organico adecuado. Después de un intervalo
de tiempo suficiente para permitir la transferencia de los componentes solubles
presentes en la planta, se produce la separacion de las fases sélida y liquida. El
aceite se obtiene mediante la evaporacion del disolvente presente en la fase
liquida (Steffani et al., 2006).

Condensador
de agua
Sistema de

l:

Sistema — L
[—

Cémara de
extraccion

Contenedor
del solvente

[

llustracién 10. Equipo de extraccion Soxhlet (Laboratorio, 2017)
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2.5.6 Método de extraccion dioxido de carbono CO:2 supercritico

La extraccion de dioxido de carbono (CO2) supercritico permite obtener aceites
de alta calidad, ya que no queda rastro de disolvente en el producto final, por lo
gue es mas puro que los obtenidos por otros métodos. Un fluido supercritico es
aguel en el que el gas se encuentra a una temperatura a la que no puede licuarse
mediante compresion isotérmica. La temperatura a la que esto ocurre se conoce
como temperatura critica. Cuando un gas se encuentra en una condicioén en la
que tanto la presion como la temperatura estdn en niveles superiores a los
valores criticos, se dice que el gas esta en su estado supercritico. En estas
condiciones, el gas comprimido tiene baja viscosidad (comparable a la de los
gases) y alta densidad (alta capacidad de disolucién, similar a la de los liquidos),
lo que permite su uso en procesos de extraccion de solutos a partir de matrices
sélidas. Para tal extraccion, el CO2 se lleva al estado de fluido supercritico en
condiciones en las que la presion es de hasta 200 atmésferas y una temperatura
de 33 ° C. Una vez realizada la extraccion, con el correcto equilibrio entre la
presion de la sustancia y la presion del ambiente, la recuperacion hace que el
CO2 vuelva a su estado gaseoso, resultando en su total eliminacion (Steffani et
al., 2006).

Temque te Lo sivremme

Bomts de CO, Vatviie Se ngmare

Tongue 8o CO,

llustracién 11. Diagrama de proceso extraccion con CO:z supercritico (Dorado
et al., 2016)
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2.6 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos estan ampliamente presentes en el reino vegetal y
pueden tener estructuras mas simples o complejas. Hasta ahora se han
identificado unas diez mil estructuras fendlicas, y estan representadas en casi
todas las clases de metabolitos secundarios. Estos compuestos son de
considerable importancia en la fisiologia y morfologia de las plantas. Son
esenciales en el crecimiento y la reproduccién, y también son responsables de
los mecanismos de defensa de la planta frente a factores externos estresantes,
como infecciones, lesiones, radiacion ultravioleta, entre otros. Ademas, también
contribuyen a la pigmentacion y caracteristicas sensoriales como el sabor y la
astringencia de frutas y verduras (Garcia-Guzman et al., 2015; Gonzales et al.,
2015). Los compuestos fendlicos constituyen la clase principal de antioxidantes
y se encuentran en casi todas las plantas, aunque en concentraciones mas altas
en frutas y verduras (Oancea et al., 2012). Inhiben la oxidacién de lipidos y, por
su capacidad de neutralizar los radicales libres, pueden brindar proteccion frente
a enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, luchando contra el
envejecimiento celular (Garaguso y Nardini, 2015). Ademas, los compuestos
fendlicos exhiben una gran gama de otras propiedades fisiologicas tales como
efectos  antidiabéticos, antialérgicos, antifingicos, antiinflamatorios,
anticancerigenos, antimicrobianos, cardioprotectores y vasodilatadores (Cao et
al., 2015; Kamiloglu et al., 2015). Pandareesh et al. (2015) han informado efectos
protectores sobre la osteoporosis, enfermedades degenerativas y enfermedades
del sistema nervioso central. Estructuralmente, los compuestos fendlicos
comprenden uno o0 mas anillos arométicos con grupos hidroxilo que originan una

amplia variedad de estructuras quimicas, desde moléculas simples hasta
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compuestos altamente polimerizados (Liu et al., 2015).De acuerdo a la
clasificacion de Waterman y Mole (1994) se describen fenoles simples (con un
solo anillo aromatico), metabolitos mas complejos basados en esqueleto CeCs,
metabolitos con esqueleto carbonico CeCs3-2Cs, metabolitos con esqueleto
CeC3Cs, quinonas, benzofenonas y sustancias relacionadas, alcaloides vy
terpenos. Debido a sus estructuras variables, se consideran compuestos
multifuncionales y pueden realizar una amplia variedad de combinaciones. Este

complejo grupo de moléculas se puede dividir en compuestos no flavonoides o
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llustracién 12. Principales clases y subclases de compuestos fendélicos
(Ferreira-Guinég, 2017)

El grupo de compuestos flavonoides comprende flavanoles, flavonoles,
isoflavonas, flavonas, flavanas, flavanonas, proantocianidos y antocianinas. A su
vez, los compuestos no flavonoides incluyen tocoferoles, acidos fendlicos (acido
benzoico, acido cinamico y sus derivados), taninos hidrolizables, estilbenos,

cumarinas y lignanos. Los acidos fenolicos, flavonoides y taninos se consideran
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importantes compuestos fendélicos de la dieta. En esta diversidad, los polifenoles
se pueden encontrar asociados con varios carbohidratos y acidos organicos
(Belitz et al., 2009).

2.7 Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas grande de compuestos fendlicos de
plantas y representan mas de la mitad de los diez mil compuestos fendlicos que
se producen de forma natural. Los flavonoides estan distribuidos en el reino
vegetal, sin embargo, la concentracion de estos compuestos varia dependiendo
de varios factores segun la especie. Es importante destacar que los factores
abidticos naturales como la radiacion solar, los rayos UV, la sequia o la lluvia, los
nutrientes y las estaciones influyen en el metabolismo y la produccion de estos
compuestos (Rice-Evans y Packer, 2003). También los factores artificiales, como
los contaminantes, pueden interferir con estos mecanismos (Degéaspari y
Waszczynskyj, 2004). Generalmente, un mismo compuesto puede exhibir
diferentes concentraciones dependiendo de la parte de la planta donde se
encuentre. Los flavonoides que se encuentran en las hojas pueden ser diferentes
de los presentes en las flores, ramitas, raices y frutos, y también estar presentes
en diferentes cantidades. Se atribuyen varias funciones a los flavonoides en las
plantas. Entre ellos destacan la proteccion frente a la incidencia de los rayos UV,
proteccion frente a microorganismos patdgenos, actividad antioxidante, accion

alelopatica e inhibicion enzimética (Ferreira-Guiné, 2017).

2.8 Capacidad antioxidante

Actualmente, existe un gran interés en estudiar los compuestos antioxidantes, ya
gue son sustancias que en pequefias cantidades pueden prevenir y tratar
enfermedades causadas por radicales libres.

Los radicales libres de oxigeno o, mas generalmente, las especies reactivas de
oxigeno (ROS) son productos del metabolismo normal de las células que estan

asociados con procesos como la generacién de energia, la fagocitosis, la
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regulacion del crecimiento celular, la sefalizacion intracelular y la sintesis de
importantes sustancias biologicas. Sin embargo, cuando estan en exceso, tienen
efectos nocivos, como la peroxidacion de los lipidos de la membrana y el ataque
a los tejidos y proteinas de las membranas, a las enzimas, a los carbohidratos y
al ADN. Los ROS mas comunes incluyen el anion superéxido, el peroxido de
hidrégeno (H2032), el radical peroxilo (ROO—) y los radicales reactivos hidroxilo
(OH—). Estas especies reactivas juegan un papel importante en la patogénesis
de diversas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, tales como
carcinogénesis, enfermedades cardiovasculares, artritis reumatoide, colitis
ulcerosa y enfermedades neuroldgicas degenerativas. La reduccion del riesgo de
desarrollar enfermedades crénicas y la prevencién de la progresion de la
enfermedad es posible mejorando las defensas antioxidantes naturales del
cuerpo o complementando con antioxidantes dietéticos. Los antioxidantes
ofrecen resistencia contra el estrés oxidativo al eliminar los radicales libres, inhibir
la peroxidacién de lipidos y mediante muchos otros mecanismos y asi prevenir la
progresion de la enfermedad (Pavithra y Vadivukkarasi, 2015).

Segun su modo de accidn, los antioxidantes se clasifican en dos tipos principales:
primarios y secundarios. Los antioxidantes primarios pueden inhibir o retrasar la
oxidacion, eliminando las especies reactivas de oxigeno mediante procesos de
reduccion. Actian interrumpiendo la reaccion en cadena donando electrones o
hidrogeno a los radicales libres, convirtiéendolos en  especies
termodinamicamente estables y / o reaccionando con productos de radicales
libres, formando el complejo lipido-antioxidante que puede reaccionar con otro
radical libre. Los antioxidantes secundarios actlan retrasando la etapa de
iniciacion de la autooxidacion mediante diferentes mecanismos que incluyen la
complejacibn de metales, el secuestro de oxigeno, la descomposicion de
hidroperdxido a especies no formadoras de radicales, la absorcion de ultravioleta
o la inhabilitacion del singlete de oxigeno. Entre los diversos tipos de
antioxidantes naturales, los polifenoles son los que mas atencién han recibido
(Angelo y Jorge, 2007).
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2.9 Método ABTS.

Es uno de los métodos reportado por Miller et al. (1993) y es con la finalidad de
establecer el radial cation ABTS con la capacidad similar antioxidante, viene en
forma por metamioglobina, oxidacion ABTS y peroxido de hidrogeno. Se
expresan los resultados en Trolox o TEAC (Trolox Capacidad Antioxidane
Equivalente). Este método tiene como ventajas que una gran variedad de
alimentos esté investigada y esto nos puede ayudar a realizar comparaciones en
las investigaciones. Ademas, se puede usar fuerza idnica y un gran rango de pH
y por ultimo el ABTS se puede incluir me un medio acuoso organico que puede
evaluar la capacidad antioxidante de los hidrofilicos y los lipofilicos. Por
desventaja cabe mencionar que el ABTS lo debemos preparar con anticipacion
ya que no es un radical fisiolégico y su reaccién puede ser muy lenta, por

consiguiente, esto queda a decision del investigador.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal empleado para la extraccion de aceites esenciales.

Las plantas provienen de diferentes regiones de Coahuila, Durango y Nuevo

Leodn.

=

Orégano de Anahuac, Nuevo Ledn.
Orégano de Pefion Blanco, Durango.
Orégano de Cuatrociénegas, Coahuila.

Mejorana de Barreal de Guadalupe, Coahuila.

o bk~ 0N

Tomillo de Villa Juarez, Durango.

3.2 Extraccion de aceites esenciales.

La obtencion de aceites esenciales, se realiz6 mediante la técnica de destilacion
por arrastre de vapor (Figura 13), que consiste en colocar el material vegetal en
el destilador, el cual, mediante el paso del vapor a través del material vegetal,
extrae los compuestos aromaticos volatiles de la planta; los compuestos pasan
por el sistema de condensacion y se recogen en un recipiente de decantacion,

donde el agua se separa naturalmente del aceite asi formado y el aceite se extrae

del recipiente a través de un grifo (Da Costa Vieira et al., 2016).

= P 5 i *

llustracién 13. Destilador por arrastre de vapor propiedad del Centro de
Terapias Alternativas y Orientacion a la Salud de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro Unidad Laguna.
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3.3 Compuestos fendlicos totales

Este método lo propuso Folin Ciocalteu, descrito por Singleton et al. (1999) . El
reactivo Folin es una mezcla de acido fosfotungstico (HsPW12040) y de acido
fosfomolibdico (HsPMo012040), el cual se reduce por oxidacion de lo fenoles, a una
mezcla de acidos azules de tungsteno y molibdeno en presencia de un alcali
(Na2COg3). Se pes6 110 mg de la muestra y se agregaron 10 mL de metanol al 30
%, después se centrifugd en un vortex por 15 minutos. Después, se centrifugo en
las mismas condiciones. 120 uL se tomaron y se colocaron en un tubo de ensaye
y se agregaron 550 uL de agua des-ionizada y se volvié a agitar en un vortex. A
continuacion, se agrego 120 uL del reactivo Folin Ciocalteu y se agitaron de
nuevo en el vortex y se dejo reposar en un lugar oscuro por seis minutos. Ya
pasado el tiempo se agregaron 1.30 pL de Na2COs al 7 % y 2 mL de agua des-
ionizada, se agito en un vortex y se dejo reposar por 1.5 horas en un lugar oscuro
a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de reposo se leyd en el
espectrofotometro a una absorbancia de 750 nm. Los dos se hicieron en otro tubo
de ensaye y el factor de correccion fue de 125 uL de la muestra y los demas
reactivos y fue el mismo procedimiento excluyendo Folin Ciocalteu. En cuestiéon
de la calibracion se procedi6 a la misma metodologia se alistaron dos tubos de
ensaye, uno para el factor correccién y uno para muestra, se agreg6 lo mismo,
sin embargo, se reemplazaron los 125 uL de la muestra por 120 del solvente el
cual es metanol al 35 % y los demas reactivos en las condiciones similares. Para
finalizar en los fendlicos totales se efectud la curva de calibracién de acido galico
a concentraciones distinta y se graficaron contra la concentracion de absorbancia
y lo que se obtiene es un grafico con la ecuacion utilizada para el célculo de la

concentracion final de fendlicos en mg EAG/110 mg de muestra.
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3.4 Flavonoides

Para identificar flavonoides se prosiguio con la técnica de Dewanto et al. (2002).
En la bascula se ponderaron 210 mg de muestra, se adicion6 10 mL de metanol
acuoso y se coloco en un vértex por 15 minutos. Se agité a temperatura ambiente
por 20 minutos con el fin de proseguir a centrifugar a 1000 rpm a temperatura de
5°C por 20 minutos. Lo que rest6 de sobrante se tomaron 260 uL y se colocaron
en un tubo de ensaye y se agreg6 80 uL de NaNO, al 5 % y se turbd levemente.
Transcurrido el tiempo se agregaron 160 uL de AICI; al 10 % y pasado el tiempo
550 yL de NaOH 1M moviendo de nuevo y para finaliar 1520 yL de agua des-
ionizada se agrego para un resultado final de 3 mL. Se movio y reposo alrededor
de cinco minutos. Después se hicieron dos testigos, en el prioritario fue un tubo
de ensaye se adicionaron 260 uL de metanol y continuamos con todos los
reactivos en condiciones similares. Tubo segundo se preparo testigo por el factor
de correccion y se empled factor de correccion y metanol completamente en
todos los reactivos, excepto del AICI3 con todo lo mismo.

Cada una de las muestras fueron leidas en el espectrofotometro a una
absorbancia de 515 nm y en cuestion de la evaluacion final la concentracion fue
en (mg EC/110 mg de muestra), se hizo una curva de catequina estandar

adquirida con solucién de catequina en metanol de diferentes concentraciones.

3.5 Capacidad antioxidante método ABTS™.

La capacidad antioxidante de los aceites se evaluaron usando la investigacion de
decoloraciéon del catién-radical ABTS*, descrito por Londofio-Londofio (2012),
mediante espectrofotometria VIS a 740 nm. Se hicieron triplicado todas las
muestras y se utilizaron todos los compuestos de referencia que aparecen en las
tablas. (Total Antioxidant Activity — TAA) (mmol de Trolox/mg sustancia
evaluada), que en espafiol es Actividad Antioxidante Total, se determinaron asi

todas las muestras.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

De los aceites esenciales de orégano se obtuvieron las siguientes cantidades:
Anahuac 8.5 ml, Pefion Blanco 4 ml, Cuatrociénegas 6.5 ml. Con acido galico
fueron cuantificados los fenoles, se efectué una curva estandar, que esta en
llustracion 14, en color rosa se muestran las concentraciones de los aceites de
orégano, en donde Anahuac tiene una concentracion de 0.225 pg equivalentes
de acido gélico/g de muestra, mientras que Pefién Blanco tiene una
concentracion de 0.1697 ug y Cuatrociénegas con 0.1699 ug. Es indicativo que
la calidad de los aceites varian de un lugar a otro y como se menciono antes, es
por ello el resultado de las diferentes condiciones ambientales de los lugares

donde se colectaron las plantas.
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llustracion 14. Gréafica fendlicos

a) Concentracion en pg equivalentes de &acido galico / g de muestra.
b) Resultados espectrofotometro a 760 nm.
1-Blanco, 2-Pefién Blanco, 3-Cuatrociénegas, 4-Anahuac
En la llustracion 15 se pueden observar que las concentraciones de catequina,
en azul la curva estandar y las concentraciones equivalentes de catequina en los
aceites de orégano (color rosa). De nuevo se observa que Anahuac contiene una
mayor concentracion al presentar 2.6760 ug equivalentes de catequina/gr. de

muestra, y Cuatrociénegas presenta 2.3499 ug y Pefion Blanco tiene 2.2217 ng.
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llustracion 15. Gréafica flavonoides

a) Resultados en ug de catequina/ g.
b) Resultados en espectrofotémetro a 510 nm
1-Blanco, 2-Cuatrociénegas, 3-Pefidn Blanco, 4-Andhuac

La cuantificacion de los resultados obtenidos de fendlicos y flavonoides de

distintas regiones se da a conocer en la Tabla 1 y se observé que Anahuac

contiene 0.0088 gr. de fenoles/gr. de muestra, por lo tanto, se demuestra que hay

una gran cantidad de fenoles en esta poblacién, seguido de Cuatrociénegas y

después de Pefién Blanco.

Tabla 1. Fendlicos y flavonoides orégano de tres localidades.

Origen aceites

Fendlicos (g de fenoles /

Flavonoides (g de
flavonoides / g de

orégano g de muestra) muestra)
Cuatrociénegas, 0.0076 0.0942
Coah.
Anahuac, N.L. 0.0086 0.1070
Pefidn Blanco, 0.0068 0.0889

Dgo.
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En flavonoides, se puede observar que Anahuac de nuevo contiene mayores
flavonoides totales, con respecto a Cuatrociénegas y Pefién Blanco, en orden

menor.

Es interesante resaltar que como los flavonoides contienen propiedades quimicas
y bioldgicas, las cantidades que se obtuvieron de la investigacion no nos similares
entre si, se puede deber a las diferentes condiciones ambientales y climaticas
gue se puede llegar a tener por los lugares de recoleccion. Ademas, es preciso

resaltar si estaban en etapa de floracion.

Tabla 2. Contenido de fenoles y flavonoides totales en tomillo y mejorana.

. Fenoles (g de fenoles / g Flavonqldes (g de
Origen flavonoides / g de
de muestra)
muestra)
Barreal de
Guadalupe, Coah. 0.0081 0.0894
mejorana
Villa Juarez, Dgo. 0.0089 0.0947
tomillo

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de fendlicos y flavonoides que nos
arroja en la tabla 2, es para las distintas poblaciones, el tomillo de Villa Juarez
presenta 0.0089 g de fenoles/g de muestra, evidenciando que existe una gran
cantidad de fenoles en esta poblacion, después de la mejorana de Barreal de

Guadalupe.

En cuestion de los flavonoides, se observa que el tomillo de Villa Juarez de nuevo
contiene gran cantidad de flavonoides, comparado con la mejorana de Barreal de

Guadalupe.

Se uso Vitamina E, BHA, BHT en variadas concentraciones con la finalidad de
atrapar los radicales libres y su evaluacion. La absorbancia del cation-radial
ABTS™ y la similitud en la respuesta y concentracion de las muestras se inhiben
de acuerdo a la ecuacion: Inhibicion de A7z4 (% = (1- Ai/Ao) x 100; donde Ao es

el cation-radial sin impedir la absorbancia y Ares la capacidad de absorbancia
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después de la adicion del antioxidante medida a los 7 minutos. Para concluir en
términos de TAA (mmol de Trolox/kg de sustancias evaluada), quedan mostrados

los resultados evaluados y obtenidos en la Tabla 3.

Sustancias utilizadas Promedio £ s
TAA (mmol Trolox/kg SE)

Butilhidroxianisol BHA 2590 + 34
Butilhidroxitolueno BHT 990 + 32

a-Tocoferol 6900 + 488

Orégano Anahuac 2040 + 22
Orégano Cuatrociénegas 800 + 25
Orégano Pefidn Blanco 670 + 25
Tomillo Villa Juarez 890 + 32
Mejorana Barreal de Guadalupe 810+ 24

Tabla 3. Valores de capacidad antioxidante (mmol Trolox/kg sustancia)
obtenidos por el método ABTS™* para los aceites esenciales de orégano, tomillo,
mejorana y sustancias de referencia.

Para la evaluacion de los aceites esenciales se dieron a entender de menor
actividad de atrapar radicales libres que las sustancias referenciadas, a-Tocoferol
y BHA. Por otro lado, cuatro de los aceites (Orégano Cuatrociénegas, Orégano
Pefion Blanco, Tomillo Villa Juarez y Mejorana Barreal de Guadalupe) mostraron
un eficaz atrapamiento de antioxidantes BHT y (Orégano Anahuac) demostré
mayor actividad que el BHT. Al comparar los cinco aceites esenciales se evaluo
que su capacidad antioxidante decrece asi: AE Orégano Andhuac > AE Tomillo
> AE Mejorana > AE Orégano Cuatrociénegas > AE Orégano Pefion Blanco. En
relacion con la capacidad antiradicalaria del aceite esencial de orégano de
Anahuac fue 3,5 mayores numeros de veces que del aceite esencial de tomillo.
La facutad para encapsular el cation-radical ABTS* por los aceites esenciales ya

mencionados, determinados por este método, se reportan por primera vez.



37

En la Tabla 3 se presentan las investigaciones de la capacidad de atrapar la
actividad antioxidante de las muestras y algunas sustancias mencionadas
individuales por el método ABTS. Es por eso mencionar la importancia de
mencionar que los aceites esenciales son mezclas muy complicadas por sus
actividades quimicas, ya que tienen diferentes funciones que pueden ostentar
actividades muy diversas en relacion a otras especies de radicales libres. Una de
las competencias entre la cinética de reaccion y las cantidades de los reactivos,
dan finalizada la capacidad antioxidante que se realiz6 en esta investigacion. Por
ello, el métodos ABTS nos indica y tiene como objetivo atrapara o matar los

radicales libres en alimentos, medio ambientes (Huang et al., 2005).
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V. CONCLUSIONES

Las plantas medicinales de orégano, tomillo y mejorana, son ampliamente
distribuidas mundialmente y México, el cual es el tercer pais que cosecha estas
plantas. Ademas, de que el orégano, tomillo y mejorana tienen diferentes usos
culinarios y medicinales. Por el contrario, en México se tiene la desventaja que
desconocer el poder de estas plantas medicinales y no se les pone atencion en
la investigacion para demostrar sus capacidades quimicas.

En esta tesis de maestria podemos demostrar que nos hace falta investigacion y
mas esfuerzo en el sector de biotecnologia de alimentos y agronomia para
profundizar en el conocimiento de la fitoterapia de las especies mexicanas. Si
realmente hiciéramos esto, generariamos mayor informacion para el sector
privado para que esto se disperse en todas las escuelas de cualquier nivel y
centros de investigacion para implementar mejoras y consolidar la mejor
produccion sustentable, beneficiando a todas las comunidades que se dedican a
la siembra y cosecha de estas plantas medicinales y culinarias.

En esta investigacion ha quedado demostrado que el orégano, tomillo y mejorana
contiene innumerables maravillas a la salud y por consiguiente a la deteccién y
tratamiento de trastornos cronico-degenerativos y son una excelente fuente de
compuesto fendlicos que nos protegen contra la oxidacion celular, atrapando a
los radicales libres, ademas con una excelente accion antibacteriana que
podemos incluir a los alimentos para alargar su vida.

Todo esto presenta una Unica oportunidad en Coahuila y México de extender y
utilizar todas las aplicaciones biomédicas y en comercio de estas plantas
mexicanas.

Resumido, el orégano, tomillo y mejorana ofrecen un producto de alto valor que
se puede convertir en un excelente Fito terapéutico con demasiado valor en el
comercio nacional e internacional y esperemos haya mas investigaciones en

México.
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