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RESUMEN

El orégano es una de las riquezas floristicas con las que cuenta el territorio
mexicano; se conoce su utilizacion desde tiempos ancestrales como planta medicinal
y como condimento de platillos regionales, la cual ha sido poco estudiada en
comparacién con el orégano del mediterraneo (Origanum vulgare). ElI orégano
mexicano (Lippia graveolens) se encuentra en aprox. 24 estados del pais, sus
componentes quimicos principales son el timol, el carvacrol y el p-cimeno, a los
cuales se le atribuyen actividades antioxidantes y antimicrobianas, ademas de que
son los responsables del olor caracteristico (Silva-Vazquez y col., 2008). Sin
embargo, poco se sabe de la composicién quimica de los residuos de orégano, los
cuales se estima que corresponden a un 60% y 70% de la cosecha anual en México,
siendo principalmente utilizados como composta (Angulo y col; 2004).

En este trabajo se evalud la factibilidad del aprovechamiento de los residuos de
la industria oreganera para la extraccion de compuestos con actividad antioxidante y
antimicrobiana, con la finalidad de que tengan una aplicacion en la industria de los
alimentos. Se utilizaron los métodos convencionales de obtencion de los extractos
tales como la hidrodestilacion y uso de solventes organicos como son el etanol y el
hexano (Bandoni, 2000).Estos métodos fueron aplicados a residuos de dos tamafios
de particulas, se tamizaron previamente utilizando dos mallas metalicas No. 8
(2.38mm de abertura) y No. 40 (0.420mm de abertura), con la finalidad de tener dos
tamafos de particula de los residuos denominandose M1 (+ malla 8) y M2 (+ malla
40).

Se determind la capacidad antioxidante con espectrofotométria mediante el
reactivo de Folin-Ciocalteu de acuerdo al método descrito por Zhisheny col; (1999).
Ademas de analizar cualitativamente la eficiencia antimicrobiana de cada extracto
mediante la técnica de antibiograma utilizando la metodologia normalizada de Kirby
Bauer (Maye Bernal, 1984), en la bacteria Escherichia Coli, el resultado fue positivo
al utilizar el extracto etandlico y en los hongos Aspergillus nigger y Penicillum, el
efecto antimicrobiano fue negativo.

Los extractos se caracterizaron fisicoguimicamente a partir de parametros

como el color, indice de refraccion y cromatografia de gases donde en los extractos
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etandlicos se determind la presencia del compuesto p-Cimeno mientras con el
extracto obtenido a partir del hexano, el componente presente fue el y-terpineno .

La muestra M; (+malla 8) presenta mayor poder antimicrobiano y antioxidante
con respecto a la M, (+Malla 40), esto puede ser debido al tamafio de particula de la
materia prima sometida a la extraccion, la muestra M; puede contener hojas y

fracciones de la planta que contengan mas aceite que la M,

Palabras claves: Residuos de orégano, Antioxidantes y Antimicrobianos.

Correo Electronico; Viviana Rosales Aleman, Viviana 4 2@hotmail.com
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El orégano es un recurso ampliamente utilizado a nivel nacional e
internacional. En México es un producto forestal no maderable de gran interés
socioeconémico principalmente para las zonas aridas y semiaridas. Anualmente se
aprovechan més de 6500 t de hoja seca lo que deja una ganancia econémica
superior a los 160 millones de pesos por exportacion del 90% de ésta. Los
principales compradores de este recurso son Estados Unidos, que importa alrededor
de 6500 t/afio de hoja seca; la Unidon Europea, 4400 t/afio; Brasil 1330 t/afio y
Uruguay que requiere 115 t/afio (Silva, R. 2005); demanda a la cual México
contribuye a satisfacer aportando aproximadamente el 35% de la produccion

mundial.

La colecta del orégano se realiza en época de lluvias durante los meses de
septiembre a octubre. En ésta se corta hasta el 75% del arbusto que incluye el
ramaje con hojas (SEMARNAT, 2009). Sin embargo, Unicamente se comercializa la
hoja, la cual de acuerdo a Garcia, G. y Ortega, S. (2007) representa
aproximadamente el 40% de la planta, por lo que el resto se desecha
completamente convirtiéndose en un residuo vegetal (60% aprox.). Cuando se
realiza la extraccion del aceite esencial a partir de las hojas de orégano por el
método de destilacién por arrastre de vapor de agua, se genera otro residuo al que
se le conoce como “bagazo”, formado por las hojas que quedan después de la
extraccion (Rolando,2007), que de acuerdo a Ross y Sombrero, citado por
SEMARNAT, 2001 constituyen aproximadamente el 90% en peso seco de su peso

inicial.

Actualmente existe una creciente demanda del orégano, especificamente al
aceite esencial contenido en su hoja debido a sus aplicaciones antisépticas,
expectorantes, diuréticas y sudorificas, ademas de ser utilizado principalmente como

condimento de alimentos, asi como en la elaboracién de diversos productos de
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beneficio a la salud. Lo anterior ha despertado el interés de recolectores mexicanos
por extraer y vender éste aceite para incrementar las ganancias obtenidas por la
venta de la hoja, ya que 1L de aceite esencial de orégano tiene un valor en el

mercado internacional superior a los US$180.

A pesar de existir reportes de que, para complementar la cadena de
aprovechamiento del orégano, tanto los residuos generados durante su recoleccion
(tallos) como los obtenidos en la extraccion del aceite esencial (bagazo de la hoja),
han sido empleados para la elaboracion de compostaje y con esto mejorar las
propiedades fisicas y quimicas del suelo (Corral y col;, 2011), no se han
caracterizado los componentes quimicos presentes en los residuos vegetales
(tallos), y al no ser sometidos a métodos de extraccién previos como en es el caso
del bagazo de la hoja, pueden ser aprovechados representando un ingreso extra
para recolectores mexicanos, al comercializarse. Por lo anterior, el objetivo de este
trabajo es evaluar el efecto antioxidante y antimicrobiano de los residuos vegetales

de orégano.

JUSTIFICACION

El aprovechamiento del orégano con fines farmacéuticos, cosméticos, de
perfumeria y alimentaria tiene su origen a partir de la recoleccion de sus hojas, su
comercializacion en el mercado local y/o la extraccion de aceites para la elaboracion
de diferentes productos. Sin embargo, de la cosecha anual de orégano en México,
solamente del 30 al 40% es utilizado para esta finalidad, mientras que del 60 al 70%
restante estd formado por residuos empleados Unicamente como composta. Por tal
razon, la caracterizacion de los residuos de orégano es de gran importancia para
dilucidar algunas otras propiedades tales como la capacidad antioxidante y el poder
antimicrobiano de los extractos presentes en estos, de esta forma lograr el

aprovechamiento integral de la planta de orégano.
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Objetivo general

Determinar la capacidad antioxidante y antimicrobiana de los extractos
presentes en los residuos de orégano para futuras aplicaciones en la industria de los

alimentos y lograr el aprovechamiento integral de la planta de orégano.

Objetivo especificos

e Obtener los extractos de dos tamafios de particula de residuos mediante el
uso de solventes: agua, etanol y hexano, estos dos ultimos de naturaleza
organica.

e Caracterizar fisicoquimicamente los extractos.

e Determinar la capacidad antioxidante de los extractos por su contenido en
polifenoles y secuestro de radicales libres

e Determinar cualitativamente la actividad antimicrobiana y antifingica de cada
extracto de orégano sobre microorganismos de importancia alimentaria (E.

Coli, A. Nigger, Penicillium)

HIPOTESIS

El extracto presente en los residuos de orégano (Lippia Graveolens) posee
actividad antioxidante y es capaz de inhibir el crecimiento de microorganismos

fungicos y bacteriologicos de importancia en la industria alimentaria.
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CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

2.1Generalidades de Orégano

El nombre de orégano proviene del griego “oros” (montafa) y “ganos”
(ornamento), la decoracién o la belleza de las montafias (Mufioz, 2002), es una
planta originaria de México, conocida con varios nombres como orégano del cerro,
O. cimarrén O. silvestre, O. mexicano, mejorana (Flores, 1991). Planta arbustiva
aromatica con una altura que varia de 0.20 a 2m; presenta tallos lefiosos muy
ramificados desde la base, con hojas oblongas o elipticas, finamente crenadas, muy
tomentosas y pilosas; sus flores estan dispuestas en espigas subglobosas con
corolas blancas zigomorfas y con cuatro estambres; sus frutos son dehiscentes
(Granados y col; 2013).

En México, un gran numero de especies vegetales silvestres se utilizan como
orégano y su importancia se relaciona con las propiedades organolépticas
(Granados y col; 2013). La germinacién de sus semillas ocurre en una semana bajo
condiciones de capacidad de campo y temperatura de 15 a 20 °C. En el lapso de un
afo, alcanza alturas promedio de 0.15 m; después de cinco afios, las plantas
desarrolladas en condiciones naturales llegan a medir alrededor de 0.90 m. A dicha
edad, las plantas ya son adecuadas para su cosecha, aunque en algunas regiones

pueden ser aprovechadas al tercer e incluso al segundo afio. (Martinez, 1994)

En la Republica Mexicana, la planta de orégano se distribuye ampliamente, en
zonas tropicales, templadas aridas y semiaridas. Se encuentran en estado silvestre
en al menos 24 estados del pais y se tienen identificadas alrededor de 40 especies
de plantas popularmente conocidas como “orégano”, pertenecientes a cuatro familias
botanicas: Asteraceae (Compositae), Lamiaceae (Labiatae), Fabaceae
(Leguminoseae) y Verbenaceae (Huerta, 1997). En el cuadro 1 se muestra la

distribucion vy caracteristicas de las especies de orégano en nuestro pais.

15



Cuadro 1. Distribucion y caracteristicas de las especies conocidas como orégano en

México.

Especie

Familia

Distribucién

Caracteristicas

Gardoquia micromerioide
Helms

Labiatae

Guadalcéazar, San Luis Potosi

Subarbusto de alrededor de 0.30 m;
hojas opuestas, sésiles, linear-
oblongas o] angostamente
lanceoladas de 6 a 18 mm. Flores
bilabiadas, azules, solitarias vy
axilares, caliz morado.

Hedoma floribunda tandl.

Lamiaceae

Sonora, Guicorichi, Chihuahua

Planta herbacea de hojas opuestas,
aromaticas; flores bilabiadas de
color lila palido.

Hedoma patens Jones

Lamiaceae

Chihuahua

Planta herbacea pequefia de hojas
opuestas, aromaticas, flores
bilabiadas de color lila.

Hyptis albida HBK

Lamiaceae

Sinaloa, Chihuahua,
Guanajuato, Guerrero,
SLP

Arbusto de 1.5 a 4 m, estrellado
tomentoso, de hojas lanceoladas-
oblongas-ovadas, agudas o]
acuminadas de 2.6 cm, crenado
aserradas: flores espigado-
paniculadas; cdliz, corola azul
bilabiada con cuatro estambres.

Lantana involucrata L.

Verbenaceae

Lugares de clima calido en casi
todo el pais

Arbusto de 50 cm a 4 m; hojas
opuestas, ovadas u oblongas
ovadas o elipticas toscamente
crenadas, asperas arriba, de 1 a 6
cm; flores lilas o blancas pequefias
tubulosas, con el tubo de 6 a 8 mm;
fruto azul de 3 mm.

Lantana velutina Mart et al.

Verbenaceae

Lugares de clima calido en casi
todo el pais

Arbusto aromatico hasta de 1 m;
hojas opuestas, crenadas de 1.5 a
35 cm; flores blancas en
cabezuelas largamente
pedunculadas. Las hojas secas se
usan como condimento.

Lippia berlandieri Schauer

Verbenaceae

Durango, Puebla, Gro, Coahuila,
Tamaulipas, Veracruz, Oaxaca,
Zacatecas, S. L. P., Querétaro,
Hidalgo, Jalisco, Chih. y Sin.

Arbusto aromatico de 1 a 2.5 m;
hojas opuestas, aroméaticas de 1.5 a
35 cm; flores blancas en
cabezuelas largamente
pedunculadas. Las hojas secas se
usan como condimento.

Lippia graveolens HBK

Verbenaceae

Yucatan y Campeche.

Arbusto o arbolillo hasta de 9 m; de
hojas opuestas ovado oblongas o
lanceolado  oblongas, crenadas
aromaticas; flores monopétalas en
cabezuelas.

Lippia palmeri Wats

Verbenaceae

Baja California, Sonora y
Sinaloa.

Arbusto hasta de 2 m; hojas
opuestas ovadas redondeadas, de 1
a 2.5 cm, toscamente aserradas,
aromaticas; flores monopétalas,
blancas en cabezuelas de 13 mm

Monarda austromontana
Epling.

Lamiaceae

Sonora

Planta herbacea de hojas opuestas
aromaticas; flores blancas
bilabiadas, con manchas rojas en la
garganta.

Monarda citriodora Cerv.

Lamiaceae

Chihuahua y Nuevo Le6n

Planta herbacea de hojas lineares o
angostamente lanceo- ladas de 4
cm, olorosas; flores moradas en
cabezuelas.

Origanum vulgare L.

Lamiaceae

Introducida en todo México y
cultivada en Guerrero, originaria
del mediterraneo europeo

Planta herbacea de hojas opuestas,
anchamente ovadas, con la base
subcordada aromaticas, que se usan
como condimento. Este nombre
ademas de referirse al verdadero
orégano, en México se aplica a
varias plantas del género Lippia, que
comprende algunas especies cuyas
hojas se usan como condimento.
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Brickellia veronicaefolia (H. Compositae Coahuila, Oaxaca, México y Planta arbustiva de unos 80 cm. De
B. K.) Gray. Field or hill Puebla. hojas opuestas, de 4 al5 mm,
oregano ovadas de borde crenado, con

peciolo de 3 a 6 mm); flores azulosas
o0 algo rosadas en cabezuelas de 12

al7 mm.
Dalea greggo Gray Leguminoseae Sonora, San Luis Potosi, Puebla | Arbusto con ramas tomentoso-
Cimarron oregano y Oaxaca. sedosas; hojas pinnadas con 5 a 11

hojuelas obovadas u ovales de 3 a
10 mm. Densamente sedoso; flores
papilionadas de 1 a 3 cm, gruesas,
caliz y hojas con glandulas; flores
rosadas con el estandarte amarillo;
fruto velloso.

(Huerta 1997).

La mayor produccién de orégano para fines comerciales es la del género
Lippia, cuyas especies mas abundantes en México son Lippia berlandieri Schauer
y Lippia graveolens H.B.K.

La familia Verbenaceae se considera de mayor importancia de acuerdo a su
distribucién y a sus caracteristicas aroméaticas. En el Noroeste de México, el orégano
del género Lippia spp, es la especie que mas se comercializa debido a su
abundancia y su distribuciéon (CONAFOR, 2011).

2.1.1 Importancia Econdmica del orégano

El orégano es un recurso ampliamente utilizado a nivel nacional e
internacional. En México es un producto forestal no maderable de gran interés
socioeconémico principalmente para las zonas aridas y semiaridas. Anualmente se
aprovechan mas de 6500 t de hoja seca lo que deja una ganancia economica
superior a los 160 millones de pesos por exportacion del 90% de ésta. Los
principales compradores de este recurso son Estados Unidos, que importa alrededor
de 6500 t/afio de hoja seca; la Unidon Europea, 4400 t/afio; Brasil 1330 t/afio y
Uruguay que requiere 115 t/afio (Silva,2005); demanda a la cual México contribuye a
satisfacer aportando aproximadamente el 35% de la producciéon mundial.

El comercio del orégano mexicano se realiza principalmente con Estados
Unidos, al cual se exporta alrededor del 85% de la produccion nacional; el 10% va al
mercado doméstico y el 5% a paises europeos y asiaticos. La aceptacion del
orégano mexicano se explica por su calidad, expresada en su gran poder
saborizante (CONABIO, 2005).
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México ocupa el segundo lugar como productor mundial de orégano con la
especie L. graveolens H. B. K. Sin embargo, la mayoria de las especies explotadas
son silvestres y su cultivo es adn tradicional y limitado (Garcia y col, 2012). El estado
de Durango es de los principales productores de orégano en el pais con un

promedio anual de 1636.8 toneladas (ver cuadro 2 ).

Cuadro 2. Produccién de Orégano en el estado de Durango.

ANO TONELADAS
2005 1,863
2006 1,976
2007 1,628
2008 1,755
2009 962
PROMEDIO ANUAL 1,636.8

(SEMARNAT, 2009)

La produccion mundial de orégano genera un valor comercial aproximado de
$22.5 millones de dolares; no obstante la Comision Nacional Forestal (CONAFOR)
estimé que en 2005 las ventas totales de orégano sumaron mas de $75 billones de
euros (CONAFOR, 2009). ElI mayor productor de orégano en el mundo es Turquia,
con exportaciones que superan las 10 000 toneladas anuales, seguido por México,
Grecia y otros paises (Villavicencio y col., 2007). El mayor consumidor de orégano
es Estados Unidos de América quien importa 6 mil toneladas anuales (Garcia y col;
2012). Otros paises productores son: Israel, Francia, Marruecos, Albania, Republica
Dominicana, Canada, Egipto, Espafa, Chile, Perd, Argentina, entre otros
(CONABIO, 2005).

2.1.2 Actividad biol6gica de los componentes del orégano

2.1.2.1 Antimicrobiano
Existen multiples estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos

de diferentes tipos de orégano. Se ha encontrado que los aceites esenciales de las
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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 epidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus
subtilis (Aligiannis N y col; 2001 ).

Tiene ademés capacidad antifungica contra Candida albicans, C. tropicalis;
Torulopsis glabrata, Aspergillus Niger, Gertrichum y Rhodotorula; pero no

contra Pseudomona aeruginosa (Sivropoulou A y col; 1996)

Los fenoles carvacrol y timol poseen los niveles mas altos de actividad contra
microorganismos gram negativos, excepto para P. aeruginosa, siendo el timol mas
activo (Arcila-Lozano y col; 2004). Otros compuestos, como el y-terpineno y p-
cimeno no mostraron actividad contra las bacterias estudiadas (Aliaginanis y
Col;2001),(Sivropoulou A 'y col; 1996)

2.1.2.2 Antioxidante

Una de las actividades biologicas del orégano es su capacidad antioxidante,
especialmente en especies del género Oreganum ( Arcila-Lozano y col; 2004). La
funcion antioxidante de diversos compuestos en los alimentos ha atraido mucha
atencion en relacion con el papel que tienen en la dieta en la prevencién de
enfermedades (Arcila-Lozano y col; 2004). Los compuestos antioxidantes son
importantes porque poseen la capacidad de proteger a las células contra el dafio
oxidativo, el cual provoca envejecimiento y enfermedades crénico-degenerativas,
tales como el cancer, enfermedad cardiovascular y diabetes. Los antioxidantes como
los tocoferoles, los carotenoides, el acido ascérbico y los compuestos fendlicos se
consumen a través de los alimentos. En algunos estudios de especias se han
aislado una amplia variedad de compuestos antioxidantes fenolicos (Azuma K.
1999).
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El potencial antioxidante de los extractos de orégano ha sido determinado por
su capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica, protegiendo al ADN del dafio por
radicales hidroxilo, con los métodos de atrapamiento de perdxido de hidrégeno,
atrapamiento de HOCI y por la prueba de la rancidez. La actividad antioxidante
depende del tipo y polaridad del solvente extractante, (Moure A y col, 2001). El
aceite esencial de O. vulgare tiene actividad anti-radical y esta propiedad se le
atribuye a los monofenoles carvacrol y timol (Arcila-Lozano y col; 2004). Varios
investigadores confirman el potencial antioxidante de extractos y aceites esenciales
de diferentes variedades de orégano (O. vulgare, O. compactum, O. majorana)
(Arcila-Lozano y col; 2004)

Un estudio reciente (Zheng, W. Et al. 2002. Journal of Agricultural and Food
Chemistry) sobre hierbas culinarias y medicinales identific6 al orégano como la
hierba con la mas alta actividad antioxidante, mayor que la vitamina E. (Agro Diario,
2005)

2.1.3 Principales usos del orégano
En la actualidad, el orégano tiene una amplia gama de usos, en todas sus
formas aprovechables. A continuacidn se describen algunas de las utilidades de esta

peculiar especie.

2.1.3.1 Usos Medicinales

Tradicionalmente, la parte de la planta de orégano que se destina al uso
meédico es la parte aérea de la misma, prescindiendo, para obtener un producto de
calidad, de la parte inferior de los tallos que suelen estar lignificados y contienen
pocos principios activos (Klauer, 2009).

Segun la OMS, 80% de la poblacion mundial utiliza extractos vegetales para
cuidados primarios de la salud (Avila-Sosa Sanchez, 2001).

Segun reporta la CONABIO (2005), la parte utilizada son las hojas frescas y

secas, la forma de preparacion: Infusibn acuosa, 0.5%; sus aplicaciones:
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Antiasmatico (control del asma); antiespasmaédico (alivio de colicos); antitusigeno
(control de la tos y del asma); antihelmintico (contra lombrices, en mezcla con
yerbabuena y tomillo); antiinfeccioso (accidén especificamente contra Staphylococcus
aureus); emenagogo (regulador de la menstruacion); fungicida (accion
contra Candida albicans).

Su aceite esencial es usado como medio de enjuague para las curaciones de
los dientes. Como uso externo, la locion es beneficiosa para las varices y para la
gota, el reumatismo y las articulaciones rigidas. La esencia tiene propiedades
desinfectantes y cicatrizantes frente a infecciones dérmicas debido a sus
propiedades antinfecciosas, antibacterianas y antisépticas.

Posee actividad contra piojos, antimalaria, antigiardia, actividad estrogénica,
antigenotoxica (anticarcinogénica), actividad detoxificante, y antimutagénica.
También ha demostrado ser analgésico, antiinflamatorio, antipirético, sedante,
antidiarreico, antifungico, diurético (la infusion de hojas), antihipertensivo, repelente,
antiespasmaodico y anestésico local. Ademas es util en el tratamiento de infecciones
cutaneas, desOrdenes hepaticos, desordenes menstruales, enfermedades
respiratorias, sifilis y gonorrea. Su consumo durante el embarazo no debe ser
excesivo, pues se le han atribuido propiedades abortivas (Avila-Sosa Sanchez,
2001).

2.1.3.2 Uso en Perfume
La esencia de orégano entra dentro de la composicién de diversos perfumes,

en la fabricacion de jabones y cosméticos (Agro Diario, 2005).

2.1.3.3 Usos culinarios
El empleo del orégano como condimento figura como uno de los usos mas
arraigados y tradicionales de esta planta. Con mayor frecuencia, se han empleado
las hojas y sus sumidades floridas en culinaria para dar sabor y aroma a toda suerte
de carnes estofadas y, especialmente, en la salazon de carnes de cerdo. También
se usa mucho para alifiar aceitunas, en este caso, junto con tomillo, pobrella, serpol,

ajadrea y otras hierbas. El orégano es el condimento que se ha hecho famoso en el
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condimento de la pizza. De las sumidades floridas también se pueden obtener una

bebida dulce, aperitiva, muy digestiva (Klauer, 2009).

2.1.3.4 Usos potenciales en la agricultura
El aceite de orégano posee actividad antiparasitica contra insectos, acaros,
hongos, bacterias, neméatodos y plagas que atacan granos almacenados Yy
contra Musca domestica (Isman, 2000 y Prates, 1998).

En México existen diversas especies de orégano, pero Lippia graveolens es la
mas importante por la magnitud del potencial existente y por los volimenes que de
ésta se comercializan (CONAFOR, 2011). A continuaciéon se describe a detalle las
caracteristicas de mayor relevancia para esta especie, ya que con ella se trabajé en

la presente investigacion.

2.2 Lippia graveolens

Es una especie arbustiva caducifolia (que tira sus hojas al no haber humedad
en el suelo) perenne, que llega a alcanzar hasta 2 metros de altura y 1 metro de
diametro de cobertura foliar, muy ramificado, con un crecimiento relativamente
rapido y un ciclo de vida corto (de entre cinco y diez afios). Se distribuye
extensamente en los climas semiaridos de México y de América Central y es
resistente a la sequia (Mata-Gonzéalez y Meléndez-Gonzalez, 2005). Aunado a lo
anterior, el orégano de monte se encuentra preferentemente en la vegetacion

secundaria, lo que sugiere cierta tolerancia a la perturbacion.
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Figura 1. Orégano Mexicano (Lippia Graveolens)

221 Taxonomia del género Lippia

El género Lippia familia Verbenaceae incluye aproximadamente 200 especies
de hierbas, matorrales y arboles pequefios . Sin embargo, el término orégano se
refiere aproximadamente- a 40 especies de plantas herbaceas que comparten
caracteristicas similares de olor y sabor, y comprenden mas de un grupo taxonémico
(familias Verbenaceae y Labiatae), lo cual repercute en la cantidad y el tipo de
sustancias activas que poseen (Silva-Vazquez y col; 2008). La clasificacion

taxondmica del orégano del género Lippia graveolens se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3. Clasificacién taxonémica del orégano.

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsidae

Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Lippia

(Sanchez y col., 2007: SEMARNAT, 2001; CONAFOR, 2011)
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2.2.2 Descripcion boténica

La floracion se comienza unas siete semanas después de iniciada la
formacion del follaje, éstas son pequefias, de color blanco y forman inflorescencias

en racimos; ademas tiene la caracteristica de autopolinizarse. (Huerta 1997).

Figura 2. Flores de orégano (Lippia graveolens).

Los frutos son capsulas secas donde se encuentran las semillas, las cuales
son de color café, de forma ovoide y de un amafio menor al medio milimetro
(Martinez, 1990). Empiezan a formarse de dos a tres semanas después de iniciada
la floracion, el tiempo de maduracion coincide con el de amarillamiento y caida de
las hojas, variando el periodo de acuerdo con la zona geografica, aunque de manera
general esto ocurre entre octubre y noviembre, periodo recomendable para colectar
la semilla (Huerta,1997).

Figura 3. Frutos (capsulas) de Lippia graveolens en la planta
(izquierda) y separados listos para remover las semillas (derecha).
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Las semillas son de color café, de forma ovoide y de tamafio menor a 0.5
milimetros. Se ha estimado que en un kilogramo existen alrededor de 2’100,000
semillas. Bajo condiciones 6ptimas de humedad y de temperatura (15 a 20°C), la

semilla germina después de una semana.

2.2.3 Ubicacion geogréfica de Lippia
En el territorio mexicano se puede encontrar orégano silvestre en 24 estados
de la Republica, principalmente en las regiones aridas y semiaridas de los Estados
de Querétaro, Guanajuato, Hidalgo, Oaxaca, Jalisco, San Luis Potosi, Zacatecas,
Chihuahua, Durango, Sinaloa, Baja California Sur y Coahuila (Silva-Vazquez y col.,
2008).

En los sitios donde crece el orégano, el suelo tiene de 5 a 35 cm de
profundidad con una textura franco arenosa (50-60%, 20-30% limo, 10-25% de

arcilla) (Silva-Vazquez y col., 2008).

oM~
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Figura 4. Distribucion geogréafica aproximada del orégano Lippia (tomado de Garcia, 2012)
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2.2.4 Climay suelo

El cultivo del orégano tiene éxito en todos los tipos de terreno ricos en materia
organica, siliceos arcillosos, francos, humiferos, calcareos, arcilloso —arenoso e
incluso en lugares aridos. Los mejores resultados, tanto cualitativos como

cuantitativos, se obtienen en las zonas calidas del sur.

Los mayores rendimientos en aceite esencial, tanto cuantitativamente como
cualitativamente, se obtienen en zonas bien soleadas y cuya altitud no sea excesiva
de 1400 a 1600 msnm, es donde se encuentra la mayor parte del orégano, en suelos
pedregosos con pH de 7.3 a 7.6 con clima seco semicalido y precipitaciones no
mayores a los 300mm de promedio anual en el verano; con heladas que ocurre con

frecuencia entre mediados de octubre a marzo (Silva, 2003; Morales, 2005).

2.25 Composicion quimica

La composicion quimica del orégano es compleja y depende de la época de
colecta, la fenologia de la planta y la altitud del lugar de crecimiento. En
comparacion con el orégano europeo, el orégano mexicano posee hojas mas
oscuras, ademas de un olor y un sabor mas fuerte. Asi mismo, se sabe que la
concentracion del timol y el carvacrol es mayor en plantas jovenes, aunque dicho
valor no se afecta por la cantidad de agua que recibe la planta durante su desarrollo
(Silva y Dunfor, 2003).

Las sustancias quimicas son faciles de obtener y analizar en el aceite
esencial del orégano, mientras que su concentracion es una de las variables
utilizadas para la clasificacion genética entre especies. En su gran mayoria, los
compuestos mas abundantes son los monoterpenos y los acidos fendlicos (Silva-
Vazquez y col., 2008). Los monoterpenos son compuestos volatiles con olores
intensamente pungentivos, responsables de las fragancias y las sensaciones de
olor-sabor de muchas plantas; estructural y biolégicamente son muy diferentes,
llegandose a clasificarseles hasta en 35 grupos. Los principales quimiotipos de la

especie Lippia son el carvacrol y el timol, cada uno con enzimas especificas que
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dirigen su biosintesis (Lippia graveolens) es la que contiene mas concentracion de
carvacrol, entre las diversas especies conocidas y estudiadas de orégano (ver Figura
5).

: OH
e \V 7 |
N I'I N
Y | OH
)\ AN
Carvacrol Timol p-cimeno y-lerpineno

Figura 5. Estructuras quimicas de los componentes principales del orégano mexicano
(Arcila-Lozano y col., 2004)

De igual manera, los hidrocarburos monoterpenoides y-terpineno y p-cimeno
(precursores del timol y el carvacrol, respectivamente) estan presentes de manera
constante en los aceites esenciales, pero siempre en cantidades menores a las de
timol y carvacrol. En el cuadro 4, se muestran las sustancias principales que se

obtienen del orégano mexicano.

Cuadro 4. Componentes quimicos del aceite esencial de orégano que determinan su

calidad comercial. Andlisis comparativo con dos especies extranjeras

] _ Oregano griego Orégano turco
Orégano mexicano ) )
Componentes o (origanum vulgare, | (origanum vulgare,
(Lippia graveonles) . _
subsp. Hirtum) subsp. Gracite)
Aceite esencial 2.0% 1.5% 1.5%
Timol 10.4% 23.9% 15.1%
carvacrol 43.7% 12.2% 9.9%
p-cinemo 6.4% 15.9% 8.1%

(Silva-Vazquez y Col., 2008).
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2.3Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas de varias sustancias quimicas
biosintetizadas por las plantas, que dan el aroma caracteristico a algunas flores,
arboles, frutos, hierbas, especias, semillas y a ciertos extractos de origen animal. Se
trata de productos quimicos intensamente aromaticos, no grasos (por lo que no se
enrancian), volatiles por naturaleza (se evaporan rapidamente) y livianos (poco
densos). Son insolubles en agua, levemente solubles en vinagre, y solubles en
alcohol, grasas, ceras y aceites vegetales. Se oxidan por exposicion al aire. Se han
extraido mas de 150 tipos, cada uno con su aroma propio y virtudes curativas
Gnicas. Para que den lo mejor de si, deben proceder de ingredientes naturales

brutos y quedar lo mas puro posible (Contreras, 2010).

El principal producto derivado de la hoja de orégano es el aceite esencial, el
cual tiene usos en las industrias: licoreras, refresqueras, farmacéuticas y de
cosmetologia. Al igual que la hoja seca de orégano, el principal mercado del aceite
esencial son Estados Unidos de Norteamérica, Italia y Japon (CONAFOR, 2005).
Los aceites esenciales tienen una enorme cantidad de usos y se obtienen tanto de
plantas cultivadas como de plantas silvestres. En 1998, la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés)
estimo que existen alrededor de 3,000 aceites esenciales conocidos a nivel mundial,
de los cuales aproximadamente el 10 % tienen importancia comercial. (Contreras,
2010).

La especie y aceites esenciales son empleados en la industria alimentaria,
como agentes naturales para prolongar la vida atil de los alimentos. Una amplia
variedad de plantas y de especies presentan componentes antimicrobianos y se
usan para reducir o eliminar bacterias patdgenas e incrementar la calidad de los
productos alimenticios. Los agentes antimicrobianos de las plantas se obtienen por
varios métodos a partir de aceites aromaticos y liquidos volatiles de flores, yemas,
semillas, hojas, cortezas, madera, frutos y raices de plantas. Existen mas de 1340

plantas con compuestos con definida accién antimicrobial y mas de 30 000
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compuestos que han sido aislados a partir de grupos- fenol contenido en
compuestos oleaceos y que son usados en la industria alimenticia. Sin embargo la
comercializacion y caracterizacion con propiedades como conservador solo estan
disponibles para un nuamero reducido de aceites esenciales. La utilizacion como
conservador de alimentos de especies y sus aceites esenciales como agentes
naturales, se ha enfocado o extendido principalmente a prolongar la vida de anaquel
de los alimentos, reduciendo o eliminando a las bacterias patbégenas e
incrementando la calidad de los productos alimenticios (Burt, 2004). Para determinar
la calidad de los aceites esenciales se utilizan numerosos parametros analiticos, los

cuales se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Parametros analiticos empleados en el control de calidad de aceites
esenciales

Descripcion Parametros
1. Caracteristicas organolépticas * Olor
* Color
 Apariencia
2. Determinaciones fisicas * Densidad

* Poder rotatorio

« indice de refraccién

* Miscibilidad en etanol
* Punto de congelacién
* Punto de inflamacién

* Rango de destilacién

3. indices quimicos « Indice de acidez

« indice de éster

« indice de saponificacion
+ indice de acetilo

« indice de fenoles

4. Caracteristicas cromatogréaficas * Perfil cromatografico por CG
*Cuantificacién de los principales

componentes

5. Caracteristicas espectroscoépicas * Ultravioleta — visible
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* Infrarrojo

6. Otras determinaciones * Pesticidas

» Metales pesados

(Albarracin y Gallo, 2003).

2.4Métodos de obtencion de extracto y aceites esenciales

2.4.1 Métodos convencionales
Dentro de estos métodos, lo cuales son los mas comunmente utilizados, se
encuentran la hidrodestilacion, el uso de solventes y la destilacién por arrastre de

vapor, los cuales seran descritos en los parrafos siguientes.

2.4.1.1 Destilacién con agua (hidrodestilacion)

El principio de la destilacion en agua es llevar a estado de ebullicibn una
suspension acuosa de un material vegetal aromatico, de tal manera que los vapores
generados puedan ser condensados y colectados. El aceite, que es inmiscible en
agua, se separa posteriormente (Bandoni, 2000). En la destilacion con agua el
material vegetal siempre debe encontrarse en contacto con el agua, si el
calentamiento del equipo es con fuego directo, el agua presente en la camara
extractora debe ser suficiente y permanente para llevar a cabo toda la destilacion a
fin de evitar el sobrecalentamiento y carbonizacion del material vegetal, dado que
este hecho provoca la formacion de olores desagradables en el producto final; el
material vegetal debe ser mantenido en constante agitacion a fin de evitar
aglomeraciones o sedimentacion del mismo en el fondo del recipiente, lo cual puede
provocar su degradacion térmica (Bandoni, 2000).

El tiempo total de destilacién es funcion de los componentes presentes en el
aceite esencial. Si el aceite contiene compuestos de alto punto de ebullicion, el
tiempo de destilacion debera ser mayor, los aceites esenciales obtenidos mediante
destilacion en agua normalmente presentan notas mas fuertes y un color mas oscuro

con respecto a los producidos por otros métodos (Bandoni, 2000).

30



Cuello de Cizne

n E:encu\' =
o Vazo Florentino

Figura 6. Método de Hidrodestilacion..

2.4.1.2 Uso de solventes

En este método, la muestra seca y molida se pone en contacto con solventes
tales como alcohol, cloroformo, etc. Estos solventes solubilizan la esencia pero
también solubilizan y extraen otras sustancias tales como grasas y ceras,
obteniéndose al final una esencia impura. En ocasiones es comun utilizar agua
caliente a la temperatura de ebullicion para obtener extractos que no sean de
naturaleza oleosa (solubles en agua) a manera de infusion.

Se utiliza a escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta costoso por el
valor comercial de los solventes, pues se obtienen esencias impurificadas con otras
sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e incendio caracteristicos de

muchos solventes organicos volatiles (Bandoni, 2000).

2.4.1.3 Destilacion por arrastre con vapor de agua.

En la destilacibn por arrastre con vapor de agua, la muestra vegetal
generalmente fresca y cortada en trozos pequefios, se coloca en un recipiente
cerrado y sometida a una corriente de vapor de agua, la esencia asi arrastrada es
posteriormente condensada, recolectada y separada de la fraccién acuosa. Esta
técnica es muy utilizada especialmente para esencias muy volatiles, por ejemplo las
utilizadas para perfumeria. Se utiliza a nivel industrial debido a su alto rendimiento, a

la pureza del aceite obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada (Albarracin
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y Gallo, 2003). La destilacion por arrastre con vapor que se emplea para extraer la
mayoria de los aceites esenciales es una destilacion de mezcla de dos liquidos
inmiscibles y consiste en una vaporizacion a temperaturas inferiores a las de
ebullicibn de cada uno de los componentes volatiles por efecto de una corriente
directa de vapor de agua, el cual ejerce la doble funcion de calentar la mezcla hasta
su punto de ebulliciéon y adicionar tension de vapor a la de los componentes volatiles
del aceite esencial; los vapores que salen de la cAmara extractora se enfrian en un
condensador donde regresan a la fase liquida, los dos productos inmiscibles, agua y
aceite finalmente se separan en un dispositivo decantador o vaso florentino
(Bandoni, 2000).

(
:> de CimndCondensador

Xy

Agua

sEsencia

+—Vas0 Florentmo

Figura 7. Destilacién por arrastre de vapor.

2.4.2 Métodos alternativos

2.4.2.1 Ultrasonidos en la hidrodestilacion
La aplicacion del ultrasonido facilita la liberacion del aceite esencial de las
paredes celulares de la materia vegetal sometida al proceso extractivo, se
caracteriza por transmitir cantidades sustanciales de energia por la accion de
vibraciones de las particulas presentes en el medio de extraccion, la aplicacion del
ultrasonido depende de la composicion del fendmeno acustico que se produce
dentro del tipo del material al cual es aplicado, ademas que las presiones acusticas

causan fenomenos de cavitacion aunado a microcorrientes en los liquidos,
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calentamiento y fatiga en los solidos. Asi mismo hay que tomar en cuenta que la
aceleracion ultrasonora es responsable de la inestabilidad que ocurre en la interfase

liquido-liquido y liquido-gas (Albarracin y Gallo, 2003).

2.4.2.2 Extraccion por microondas
Consiste en calentar el agua contenida en el material vegetal, que a su vez
esta inmerso en un disolvente “transparente” a las microondas como puede ser el
CCl4 hexano o el tolueno. Al aumentar la temperatura del medio, se rompen las

estructuras celulares que contienen a la esencia por efecto de su presion de vapor.

La esencia es asi liberada y disuelta en el disolvente presente en el medio. La
principal ventaja de esta técnica es su velocidad, pues pueden lograrse extracciones
en minutos, cuando comparativamente una técnica tradicional como la
hidrodestilacion necesita varias horas (Bandoni, 2000). La implementacién del
sistema de microondas a escala industrial, si bien es factible tecnol6gicamente,
implica una fuerte inversion econémica. Ademas, debe tenerse en cuenta que, como
en cualquier cambio de las tecnologias tradicionales, los productos obtenidos suelen
diferir en calidad de los normalmente ofrecidos en el mercado internacional y pueden
por lo tanto significar un problema para competir con el producto comercialmente

consagrado (Bandoni, 2000).
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Figura 8. Disefio preliminar de la Hidrodestilacion
asistida por microondas.

2.4.2.3 Extraccion con fluidos en estado supercritico

El principio basico de esta técnica se basa en el cambio de propiedades de
transporte y de solubilidad que presenta un solvente en este estado. Para el caso de
dioxido de carbono como fluido en estado supercritico dos factores compiten en la
influencia de la solubilidad de los solutos. Al incrementar la temperatura se
incrementa la presién de vapor del soluto y por lo tanto su solubilidad; sin embargo
simultdneamente a un incremento en la temperatura se disminuye la densidad del
CO; con lo cual tiende a decrecer la solubilidad del soluto; conforme la presion se
incrementa por encima del punto critico del dioxido de carbono (7.38 MPa), la
densidad del fluido se vuelve menos dependiente de la temperatura y la presion de
vapor del soluto se vuelve dominante, de manera que la solubilidad del soluto se
incrementa con la temperatura (Bandoni, 2000). EI método de extraccion con fluidos
supercriticos, es de desarrollo mas reciente.

El material vegetal cortado en trozos pequefios, licuado o molido, se empaca
en una camara de acero inoxidable y se hace circular a través de la muestra un
fluido en estado supercritico (por ejemplo CO,) , las esencias son asi solubilizadas y
arrastradas y el fluido supercritico, que actia como solvente extractor, se elimina por

descompresion progresiva hasta alcanzar la presion y temperatura ambiente
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finalmente se obtiene una esencia cuyo grado de pureza depende de las
condiciones de extraccion. Aunque presenta varias ventajas como alto rendimiento,
es ecologicamente compatible, el solvente se elimina facilmente e inclusive se puede
reciclar y las bajas temperaturas utilizadas para la extraccion no cambian
guimicamente los componentes de la esencia, sin embargo el equipo requerido es
relativamente costoso ya que se necesitan bombas de alta presion y sistemas de

extraccion también resistentes a las altas presiones (Bandoni, 2000).

Presion ;
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Figura 9. Principio de la Extraccion por Fluidos Supercriticos
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1Localizacion del experimento

El presente trabajo se realizé en los laboratorios del Departamento de Ciencia
y Tecnologia de Alimentos pertenecientes a la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro, sede Saltillo Coahuila, ubicada en Buenavista y en los laboratorios
del Centro de Investigacion para los Recursos Naturales (CIRENA), ubicado en la
comunidad de Salaices, Lépez, Chihuahua, se desarroll6 el estudio de identificacion

de componentes activos por cromatografia de gases acoplado a masas.

3.2Materiales y equipo de laboratorio

3.2.1 Material Bioldgico

Los residuos vegetales de orégano Lippia graveolens, fueron proporcionadas
por el Departamento de Investigacion de Alimentos de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuila. Para su analisis previamente, se
tamizaron utilizando dos mallas metalicas No. 8 (2.38mm de abertura) y No. 40
(0.420mm de abertura), con la finalidad de tener dos tamafios de particula de los

residuos denominandolos M1 (+ malla 8) y M2 (+ malla 40).

3.2.2 Materiales de Laboratorio

A continuacion se enlista en el cuadro 6, los materiales empleados, en el
cuadro 7 se observan los reactivos implementados para las pruebas y en el cuadro 8

se indica el equipo.
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Cuadro 6. Materiales empleados en los diferentes analisis realizados al orégano

(Lippia graveolens)

NS N N N O N N RN

Cajas Petri

Matraz Erlenmeyer
Matraz de Aforacion
Microespéatula
Micropipeta

Pipeta

Probeta

Pinza

Papel filtro

Parafilm

v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v

Puntillas para micropipeta
Tubos de ensaye

Gradilla

Vasos de precipitado
Aluminio

Agitador

Asa bacteriologica

Lamparas de alcohol

Celdillas para espectrofotbmetro

Porta objetos

Cubre objetos

Cuadro 7. Reactivos utilizados en los diferentes analisis realizados a los residuos de

orégano (Lippia graveolens).

N N N

Hexano

Etanol

Agar McConkey

Agar PDA

Agar CZAPEK

Tween 80

AICl; (Cloruro de Aluminio)
NaOH (Hidroxido de Sodio)

N N N N RN

Cloroformo
Acido galico
Metanol

Folin

Na,CO; (Carbonato de Sodio)

Catequina
NaNO; ( Nitrito de Sodio)
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Cuadro 8. Equipo utilizado en los analisis del orégano (Lippia graveolens)

describiendo marca y modelo de cada uno.

Parrilla Thermo Scientific Cimaret
Microscopio Konus BM-100FL
Autoclave Yamato SK100C
Campana de flujo laminar Scorpion A80000
vertical

Incubadora orbital Prendo INO650V-7
Balanza analitica Ohaus Adventurer
Refrigerador Mabe RM88U04
Espectrofotometro Termo Electron Corporation Genesys 10UV
Vortex Benchmark BPR
Refractometro Pocket A728299
Colorimetro Konica Minoilta CR400
Incubador Shaker Inova 44 144R

3.3Metodologia experimental

3.3.1 Etapal. Obtencién de los extractos.

3.3.1.1 Agua.

En esta investigacion, se utiliz6 el método convencional correspondiente al

uso de solventes: agua, etanol y hexano, las especificaciones del método se

describen a continuacion:

Se colocaron en un matraz erlenmeyer 15gr del residuo en 200ml de agua, se

calentd a punto de ebullicion durante 10min y finalmente se filtr6 el extracto.
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Figura 10. Diagrama de blogues para obtener los extractos utilizando agua como solvente.

3.3.1.2 Solventes organicos (etanol y hexano)

Para los solventes etanol y hexano, en un matraz de aforaciéon con capacidad
de 250ml, se colocaron 15gr del residuo de orégano en 200ml de solvente, las
muestras se agitaron a temperatura de 31°C y 150 rpm durante 24 horas en el
incubador Shaker marca Inova-44, modelo 144R , finalmente los extractos obtenidos

fueron filtrados y guardados en frascos de vidrio para su posterior caracterizacion.

|
nnows ¢

Figura 11. Diagrama de bloques de la extraccién con solventes.
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3.3.2 Etapa ll. Caracterizacion Fisicoquimica de los Extractos

3.3.2.1 Cromatografia en fase gaseosa acoplada a espectrometria de
masas
Fundamento de la Técnica:

Durante las dos ultimas décadas se ha demostrado que uno de los métodos
mas eficientes para el estudio de la composicion de los aceites esenciales es la
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (CG-EM). Es un
método muy adecuado para la identificacion debido a que los componentes del
aceite son compuestos volétiles y de bajo peso molecular. La esencia se inyecta
directamente en el cromatdgrafo, sin ningun tratamiento previo, lo cual elimina
posibles modificaciones en la composicion de la muestra o en la estructura de sus
constituyentes debidas a pretratamiento. No se eliminan las alteraciones debidas a la
temperatura de analisis, que puede afectar componentes termosensibles. En el
cromatografo, los componentes de la esencia se separan, tras lo cual penetran en el
espectrometro de masas, que permite registrar el correspondiente espectro de cada
una de las sustancias separadas. Los constituyentes del aceite esencial se
identifican gracias a los diferentes patrones de fragmentacién que se observan en
sus espectros de masas (Albarracin y Gallo, 2003).

La CG-EM permite realizar en una sola operacion, para una muestra del
orden de 1 pL, un andlisis cualitativo junto con una indicacion de las proporciones en
las que se encuentran componentes. Cuando se dispone de sustancia patrén, la
calibracion del equipo permite un analisis cuantitativo exacto de la muestra
(Albarracin y Gallo, 2003). Es posible determinar indices de retencion en el CG-EM,
pero estos pueden no ser comparables con los bibliograficos, que generalmente se
han obtenido con cromatégrafos no acoplados a un espectometro (Albarracin y
Gallo, 2003).

El objetivo de esta técnica es determinar existen los compuestos mayoritarios
en las fracciones del aceite esencial

Condiciones de operacion:

De cada uno de los extractos obtenidos con los diferentes solventes y cada

tamafo de particula de residuos vegetal, se-realizd una inyeccion automéatica de 1uL
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de las muestras presentes en los viales en un cromatografo de gases Perkin Elmer
Clarus 500 acoplado con un detector de masas. El cromatografo se operd usando
helio como gas acarreador con un flujo de 50 ml/min, inyeccién con division de flujo
(split 5:1) a 250°C del inyector, utilizando una columna capilar ELITE-1. Se uso el
siguiente programa de temperatura de horno: 55°C iniciales seguidos de una rampa
de 3°C/min hasta llegar a 95°C, seguidos de una rampa de 1°C/min hasta llegar a
150°C.

El espectrometro de masas se operd a una velocidad de flujo de 50 ml/min, con
un voltaje de ionizacion de 70eV, con una temperatura de la interface de 250°C, en
modo SCAN y en un intervalo de masas de 35-600m/Z.

Se revisé la pureza de cada uno de los picos de los cromatogramas y la
comparacion de espectros de masas de los compuestos en la muestra con los
espectros de la Biblioteca National Institute of Standars and Technology (NIST02),

gue hace el software Data Analysis de modo automatico.

Figura 12.Equipo de cromatografia de gases.

3.3.2.2 Colorimetria

Fundamento de la Técnica:

Se conoce como colorimetria a la técnica instrumental la cual tiene como
objetivo determinar la absorcion de la luz visible de una determinada muestra.
Debido a la percepcion subjetiva de la tonalidad de colores, en 1931 la CIE
(Commission Internationale de [I'Eclairage), definid los estandares que permiten
definir el color, basandose en la percepcion del ojo humano, gracias a un estimulo

triple. La CIE desarrollo el sistema colorimetro X y Y, el cual se representa por dos

41



ejes “x Y”, y su luminosidad, eje Y; el cual evolucionaria en 1976 al modelo

colorimétrico L*a*b*, también llamado CIELab, en el que indican 3 valores.

= L:eleje L* odeluminosidad va de O (negro) a 100 (blanco), expresado como
porcentaje.

* a*y b* representan los dos ejes de coordenadas, a* es la variacion entre
rojizo-verdoso y b* entre amarillento-azulado. Los colores van de -120 al
+120. (Figura 13).

El espacio de color CIELAB

Es un espacio tridimensional
con tres Planos o ejes

Plano - Eje
Luminosidad
(L*)

|

‘| +a Plano

| .
Rojo - Verde
(a%)

Plano

Amarillo - Azul
(b*)
|

Figura 13. Modelo CIELab para determinar coordenadas a*b*.

Condiciones de operacion:

La prueba de colorimetria fue aplicada a los extractos de orégano (Lippia
Graveolens) utilizando un fotocolorimetro marca Konica-Minoilta modelo CR400,
obteniéndose los valores L*a*b*. Se colocé 30ml de cada extracto en una caja Petri,
se realizaron 5 mediciones de color en diferentes puntos de la muestra, con 3

repeticiones cada una. Los resultados condensados se muestran en el (anexo 1).
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Figura 14. Equipo utilizado en la medicion de colorimetria

3.3.2.3 Refractometria (indice de refraccién)

Fundamento de la Técnica:

El indice de refraccion puede determinarse mediante un refractdmetro
electronico y suele medirse también a 20°C o de lo contrario se realiza una
correccién por diferencia de temperatura. Este pardmetro tiene interés para detectar
adulteraciones y sus principales ventajas son la rapidez y sencillez con que pueden
obtenerse.

Su principio se basa en un rayo de luz que pasa oblicuamente desde un
medio hacia otro de diferente densidad, cambia su direccion cuando traspasa la
superficie. Este cambio en la direccién se denomina refraccion. Cuando el segundo
medio es mas denso que el primero, el rayo se aproxima a la perpendicular trazada
sobre la superficie divisoria en el punto de incidencia. La causa fundamental de este
cambio en la direccién se debe al cambio en la velocidad de la luz que se hace mas
lenta cuanto mas denso sea el medio por el que pasa el haz. La luz amarilla de la
lampara de sodio disminuye su velocidad desde 3x1010 cm/s en el vacio hasta
2,25x1010 cm/s en el agua.

El angulo formado entre el rayo en el primer medio y la perpendicular se
llama angulo de incidencia, i, mientras que el correspondiente angulo en el segundo
medio se denomina angulo de refraccioén, r. El indice de refraccién, n, es la razén
entre las velocidades de la luz en ambos medios. (Analitica, 2010)
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Los componentes de los aceites esenciales con frecuencia son Opticamente
activos, siendo un isémero optico el que predomina. por esta razén, la determinacion
del poder rotatorio puede ser de gran utilidad para la deteccion de adulteraciones o
falsificaciones.

Condiciones de operacion

Para la determinacion del indice de refraccion se utilizd un refractometro
marca Pocket, modelo A728299 en donde se colocé una pequefia muestra del
extracto de orégano sobre el prisma de medicion y se observo el resultado.

Figura 15. Refractometro utilizado para medir el indice de refraccion.

3.3.3 Etapa lll. Determinacion de la actividad antimicrobiana
3.3.3.1 Viabilizacion e identificacién de cepas microbianas

Se trabajo con una cepa bacteriana: Escherichia coli como representante Gram

negativo, y con dos diferentes tipos de hongos Aspergillus niger y Penicillium.

La cepa de Escherichia Coli fue proporcionada por el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Autonoma de Coahuila. EI medio de cultivo en el
cual se prepar6 de acuerdo a la composicion mostrada en el (cuadro 9)

esterilizandose en tubos de ensaye.
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Peptona de caseina 1.7

Peptona de carne 0.3
Cloruro sodico 0.5
Fosfato monopotasico 0.25
Dextrosa 0.25

Se viabilizé la cepa en el caldo e incub6é durante 72 horas a 37°C.
Posteriormente se sembr6é el microorganismo en cajas Petri conteniendo agar
McConkey se incubd durante 72 horas. Una vez que aparecieron las colonias
caracteristicas, mediante la técnica de tincion de Gram, se determino la morfologia

microscopica.

Aspergillus niger: se viabiliz6 en cajas petri con Agar Dextrosa Papa;
sembrandose por estria, se incubo durante 36 hrs a temperatura de 37°C. Por ultimo
se preparé tween 80 al 0.1% para hacer una resuspension de esporas Yy
posteriormente un andlisis morfoldgico, observandose en el microscopio 6ptico a
100x.

Penicillium: Al igual se viabiliz6 en cajas petri con Agar CZAPEK;
sembrandose por estria, se incubod durante 36 hrs a temperatura de 37°C. Por ultimo
se prepar6 tween 80 al 0.1% para hacer una resuspension de esporas y
posteriormente un andlisis morfoldgico, observandose en el microscopio 6ptico a

100x para corroborar la obtencién de un cultivo puro.

3.3.3.2 Valoracion de la eficiencia antimicrobiana
Se determind cualitativamente la eficiencia antimicrobiana de cada extracto
mediante la técnica de antibiograma utilizando la metodologia normalizada de Kirby
Bauer la cual consiste en depositar, en la superficie de agar de una placa de petri
previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel secante impregnados
con los diferentes antibiéticos. Tan pronto el disco impregnado de antibiotico se pone
en contacto con la superficie himeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético
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difunde al agar. El antibidtico difunde radialmente a través del espesor del agar a
partir del disco formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18-24
horas de incubacion los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicion (Maye
Bernal, 1984).

En este trabajo se realizaron antibiogramas, para determinar la capacidad
antimicrobiana de los extractos, se prepararon y esterilizaron los sensidiscos
(circulos de papel filtro, 6mm de didmetro) se sumergieron en los diferentes
extractos, para después colocarlos dentro de las cajas que contenian los inéculos.
Se coloc6 0.1ml de in6culo en las cajas, procurando que se impregnaran totalmente
los sensidiscos, se incubaron durante 72 horas a una temperatura de 37°C para su

crecimiento.

3.34 Etapa IV. Determinacion de la actividad antioxidante de los
extractos

3.3.4.1 Espectrofotometria

En el presente trabajo la concentracion de fenoles y flavonoides totales en
extractos de orégano fue determinada mediante espectrofotometria. Los resultados

se reportaron en (mg/ml) equivalentes a curvas usando como (base):

v Fenoles : solucion de &cido galico (ANEXO # 3).

v Flavonoides: solucion estandar de catequina. (ANEXO # 4).

Debido a la alta concentracién de las muestras a analizar obtenidas con
Etanol y Agua, se realizdé una dilucion 1:10 en agua destilada, para facilitar las

lecturas en el espectrofotometro.

Fenoles
Para la determinacion de fenoles se tom6 1ml de muestra diluida a la que se
le agregaron 0.500ml de reactivo Folin y 0.250ml de Na,COs; , cada tubo se

homogenizo6 en vortex, para posteriormente leer absorbancia en espectrofotdmetro a
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760nm. La cuantificacion de flavonoides se efectlo mediante la curva de calibraciéon
realizada previamente.(ANEXO # 3)

Flavonoides
Se tomd 1ml de muestra diluida y se agregaron 0.75g de NaNO,, 0.150ml de AIClI;,
0.500ml de NaOH 1M y 0.025 ml de agua destilada, para ser homogeneizadas en
vortex, después de agregar cada reactivo. La lectura en el espectrofotometro se
realiz6 a 510 nm, para calcular la concentracion de fenoles mediante la curva de

calibracion realizada anteriormente (ANEXO #4).

Figura 16. Espectrofotometro implementado para cuantificacién de fenoles y flavonoides.
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CAPITULO IV

4.1RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 Etapa |. Extraccion de los extractos

En la obtencidon de los extractos mediante el método convencional, uso de
solventes organicos (etanol y hexano), se logré observar mayor solubilidad en la
muestra donde se utilizé etanol, ya que al momento de vertir las muestras para el
filtrado se obtenia un extracto mas viscoso, tal como lo reporta Cardenas Garzén
(2012) en su investigacion donde dice que el aceite es totalmente soluble en etanol
de 90 y 96% , para este proceso se utilizd alcohol absoluto. Los aceites con mayor
cantidad de compuestos oxigenados son solubles en etanol de menor concentracion,
mientras que los aceites con monoterpenos y sesquiterpenos son solubles en
alcoholes de mayor concentracion tal como lo describe Peredo-Luna y Col; (2009).,
se logra extraer otras sustancias como grasas y ceras, obteniéndose al final una

esencia impura.

Figura 17. Extractos de orégano (Lippia Graveolens)

Los métodos convencionales se utilizan a escala de laboratorio, pues a nivel
industrial resulta costoso por el alto valor comercial de los solventes y porque se

obtienen esencias mezcladas con otras sustancias.
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4.1.2 Etapa Il. Caracteristicas fisico-quimica

4.1.2.1 Cromatografia en fase gaseosa acoplada a espectrometria de

masas

Los extractos analizados mediante cromatografia de gases fueron evaluados
cualitativamente a partir de la comparacion de espectros de la Biblioteca National
Institute of Standars and Technology (NIST02) que se llevd a cabo con el software
Data Analysis de manera automatica. De acuerdo a los cromatogramas mostrados
en la figura 19, no se observa la presencia de compuestos mayoritarios en extractos
acuosos; en tanto que para los etandlicos, se obtiene una sefial de mayor intensidad
a los 9.5min, correspondiendo ésta al p-cimeno. Para los extractos obtenidos con
hexano se observa una sefial a los 13.24 y 13.99 min para tamafios de particula de

residuo M1y My, respectivamente, la cual corresponde al y-terpineno (Tabla 3).

» 10-Nov-2014 + IU‘{H 12 s 04-Nov-2014 + 11:24:26
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Figura 18. Cromatogramas de extractos de orégano a partir diferentes tamafios de particula (M; y My)

de residuos vegetales obtenidos por diferentes métodos: a) Hidrodestilacién, b) Etanol; c) Hexano.

Cuadro 10. Tiempos de retencién de los compuestos identificados en los extractos
mediante GC

Hd Et Hx
(min) (min) (min)
M, - 9.53 13.24
M, - 9.52 13.99

Se ha reportado que la composicion quimica de aceites esenciales
provenientes de las hojas del orégano del género Lippia graveolens, esta
conformada por compuestos tales como el timol, carvacrol, p-cimeno, fenandreno,
naringenina, pinocembrina, entre otros (Pascual y col; 2001); sin embargo es posible
encontrar la presencia de diferentes compuestos incluso en dos lotes de un mismo
aceite esencial, y mas aun en extractos provenientes de diferentes partes de la
planta. Estas diferencias se deben a la época de cosecha, el método de extraccion,
condiciones de almacenamiento; asi como a las condiciones geobotanicas, tipo de
suelo, época de recoleccion y edad de la planta (Stashenko,E. y col. 2010), (Albado,
E.; Saez, G. y Grabiel, S. 2001), entre otros.
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4.1.2.2 Colorimetria
Se encontraron diferencias significativas entre los extractos para los valores de
luminosidad (L) al igual que para las variables a* y b* (cuadro 8), el extracto
hexénico presento el mas alto valor de luminosidad por lo cual resulta ser el extracto
de color mas claro, como se muestra en la (figura 19) con esto difiero con la
investigacion de Peredo-Luna y Col; (2009) donde reporta que el extracto hexanico
es de color mas oscuro que el etandlico ya que éste solvente llega arrastrar algunos
pigmentos de la planta. Con una mayor saturacion de color se encuentra el extracto
etandlico amarillo verdoso. Mientras para el extracto de hidrodestilacién (agua) se

presenta mayor saturacion de color rojizo (ver figura 19).

Cuadro 11. Valore medios y desviacién estandar de las coordenadas de L*a*b* de
los extractos de orégano.

Extractos L a B
Etanol M1 78.41+0.89 -11.04+1.12 41.90+6.22
Etanol M2 78.09+1.53 -12.54+0.28 47.24+3.51
Hexano M1 85.60+1.00 -3.05+1.40 9.23+3.58
Hexano M2 86.35+0.56 -0.30+0.38 1.85+0.67
Agua M1 66.45+9.98 1.87+5.99 44.10+7.41
Agua M2 80.31+1.08 -3.29+0.26 23.32+5.77
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Figura 19. Identificacion de los extractos en el diagrama del sistema de notacion L*a*b*.

Figura 20. Colorimetria de extractos de orégano Lippia graveolens.



De acuerdo a lo reportado por autores como (Flores y Col; 2004), (Cameroni,
2013) y (Ortega,2013) nos dicen que el color caracteristico del aceite de orégano es
color amarillo, cabe mencionar que en esta investigacion se trabajé con residuos de
orégano los cuales eran una mezcla de hojas, tallos y semillas por tal motivo no se
logré extraer un aceite puro como tal.
Los extractos obtenidos son de diferentes colores debido al uso de los solventes

organicos utilizados los cuales poseen diferente afinidad y polaridad con los aceites.

4.1.2.3 Refractometria (indice de refraccidn)
El objetivo principal de esta prueba es identificar el grado de pureza del aceite
esencial, este valor es estandarizado para cada aceite esencial. Al realizar la lectura

se obtuvieron los siguientes valores:

Extractos indice de refraccion
Hexano M1 30.38
Hexano M2 30.38
Etanol M1 21.4

Etanol M2 21.6

Agua M1 1.7

Agua M2 0.42

El indice obtenido con los extractos hexanicos y etandlicos presentan un
valor muy elevado de acuerdo a las investigaciones de (Rios Vazquez, 2008),
(Guerra A. y Col; 2008) y (Alaniz-Gutierrez y col; 2000) el indice de refraccion del
aceite de orégano es de 1.47 -1.50 , sin embargo los extractos obtenidos mediante
hidrodestilacion estan por debajo del valor establecido. Esto se atribuye a que los
solventes organicos solubilizan la esencia pero también solubilizan y extraen otras
sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una esencia
impura.(Bandoni 2000).

53



Para la determinacién del indice de refraccién se tomaron 2 muestras de cada
extracto, cada muestra se realizaron 3 repeticiones. Los resultados condensados se

muestran en el anexo 2.

4.1.3 Etapa lll. Determinacion de la actividad antimicrobiana

4.1.3.1 Viabilizacion e identificacion de cepas bacterianas
La morfologia macroscopica de la bacteria Escherichia coli  colonias
convexas, de color rojo fucsia, con bordes lisos y continuos crecimiento
caracteristico del microorganismo en el agar MacConkey debido a la debido a la
fermentacién de la lactosa, (Elmer Koneman, 2008) como se muestra en la figura 21.

MicroscOpicamente tras la tincion de Gram, se observaron bacilos cortos
Gram negativos, como se representan en la (Figura 21). Las caracteristicas
morfolégicas que se han descrito coinciden con las reportadas por Ramis Vergés,
(1998), Ramirez Santos y col; (2005).

Figura 21. a) Morfologia macroscépica y b) microscépica de Escherichia coli.
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4.1.3.2 Aspergillus nigger

El color de las colonias al principio es blanco a amarillo, luego es negro, la textura de
las colonias es granular y algonodosa (ver figura 22). El reverso de la colonia es de
color incoloro o crema. Las caracteristicas morfologicas que se han descrito

coinciden con las reportadas por (Guevara y col; 2007).

La observacion microscopica revela esporulacion profusa, conidios pequerios,

espurulados verdes pardos esta caracteristicas coincide con lo reportado por
(Torrinegra G. 2011).

b)

Figura 22. a)Morfologia macroscopica y b) microscopica de Aspergillus niger.

4.1.3.3 Penicillium

Las morfologias presentadas en las colonias de las especies de penicillium
macroscOpicamente son granulares de bordes lisos por lo general con varias
tonalidades de verde aunque a veces se encuentran variantes amarillas y amarillo
castafias como se observan en la (figura 23). Microscopicamente , los conidios son
esféricos de tamafio regular y con una tincién uniforme, lo que representa un tipo de
conidiacién acrépeta en la cual se forma conidios idénticos en secuencia de los
extremos de los conidios ya formados estas caracteristicas tanto macroscopicas
como microscopicas que se han descrito coinciden con las reportadas (Koneman E.
y col; 2008)
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Figura 23. Morfologia macroscépica de Penicillium

4.1.3.4 Valoracién de la eficiencia antimicrobiana

En el analisis del efecto antimicrobiano para microorganismos tales como A. niger y
Penicillium, el resultado fue negativo, ya que en presencia de cualquiera de los
extractos en estudio no mostraron halo de inhibicion a los hongos. Mientras que para
la bacteria E. coli, el extracto que presentd un efecto antimicrobiano fue el obtenido
con etanol, ya que los sensidiscos impregnados con los otros dos extractos
mostraron una proliferacion microbiana homogénea y abundante, tal como se
observa en la figura 24.

El didmetro del halo de inhibicibn en extractos etandlicos fue mayor para el

proveniente de particulas M, respecto a las de M; como se muestra en la figura 24.
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b) Etanol

c) Hexano

Figura 24. Antibiogramas de los extractos obtenidos por el uso de diferentes solventes aplicados a

diferentes tamafios de particula (M; y M,) de residuos vegetales de orégano.

Cuadro 12. Diametros (mm) de halos de inhibicién de los extractos de residuos
vegetales de orégano.

E. Coli  A.Nigger Penicillium
M1.Hd 0 0 0
\Y P 0 0 0
M1 gt 1 0 0
Mo.g 5 0 0
M- 0 0 0
Mo i 0 0 0

La inhibicién bacteriana de los extractos etandlicos para la E. coli. concuerdan

con lo reportado por Esteban Mendez y col; (2011). quienes evaluaron la actividad

57



antimicrobiana de extractos etandlicos provenientes de planta seca de orégano
(Lippia graveolens) en bacterias tales como la E. coli., S. typhimurium y S. aureus

observando inhibicion al crecimientos de las cepas.

4.1.4 Etapa IV. Determinaciéon de la actividad antioxidante de los
extractos.

4.1.4.1 Espectrofotometria

Durante la caracterizacion del efecto antioxidante se determind que este es
dependiente del tamafio de particula del residuo, encontrandose mayor contenido de
fenoles y flavonoides en M; (2.38mm), respecto a M, (0.42mm). Por otro lado la
naturaleza del solvente determina el contenido de antioxidantes que es capaz de
extraer de los residuos, siendo el etanol mas eficiente para los fenoles, en tanto que
el agua lo fue para los flavonoides, tal como se muestra en la tabla 5. Lo anterior
puede deberse a la naturaleza polar tanto del etanol como del agua, lo cual muestra

mayor afinidad electronica con las sustancias antioxidantes de interés.

Cuadro 13. Concentracion (mg/ml) de sustancias antioxidantes en los extractos de
residuos vegetales de orégano.

Fenoles Flavonoides
Mg 0.041 0.129
Mg 0.033 0.111
Mg 0.065 0.105
Mo_g¢ 0.056 0.100
M 11y 0.005 0.009
Ma_ix 0.002 0.002
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

La eleccion del método de extraccién depende de la finalidad para la que son
requeridos los extractos o aceites esenciales y si existe un interés particular por la
concentracion y/o recuperacion de algun compuesto especial.

Los métodos convencionales para la extraccion de aceites esenciales son
sencillos pero suelen tener rendimientos bajos. Los métodos alternativos ofrecen
ventajas reduciendo los tiempos de extraccion y el consumo de energia.

El tamafio de particula influye en el contenido de sustancias antioxidantes, ya
que M; presenta mayor concentracion de fenoles y de flavonoides, en cuanto al
efecto del solvente, la cantidad de fenoles es mayor en Et, mientras que flavonoides
en Hd. En relacién al efecto antimicrobiano, el extracto que presenta potencial es Et,
el cual contiene principalmente p-cimeno. En el extracto Hx el compuesto mayoritario

presente fue el y-terpineno, ambos compuestos son precursores de timol y carvacrol

los cuales por si mismo no poseen actividad antimicrobiana.

Conocer caracteristicas fisicoquimicas como indice de rancidez, densidad e
indice de refraccién permite caracterizar un aceite esencial y asi mismo poder

asegurar gue el mismo cumple con los pardmetros de calidad.
Se ha demostrado que el orégano contiene sustancias antioxidantes, por lo que no
s6lo es benéfico para la salud humana, sino que ademas puede sustituir los aditivos

sintéticos de los alimentos.

Los resultados de los experimentos con orégano confirman el potencial de

esta planta y motivan su mejor aprovechamiento.
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CAPITULO VII

ANEXOS 1

Andlisis de colorimetria de extractos de orégano

Solvente muestra L a* b*

86.35 -3.74 9.90
86.18 -2.28 6.75
85.75 -0.57 3.27

M1
84.98 -3.76 11.08
83.90 -3.51 12.88
86.48 -4.43 11.51

Hexano

86.14 -0.53 2.02
87.04 -0.18 1.86
86.65 0.31 0.85

M2
86.80 -0.81 2.92
85.60 -0.36 1.71
85.89 -0.23 1.72
86.14 -0.53 2.02
87.04 -0.18 1.86
ML 86.65 0.31 0.85
86.80 -0.81 2.92
Etanol 85.60 -0.36 1.71
85.89 -0.23 1.72
79.93 -12.44 43.23
M2 77.01 -12.47 48.50
76.80 -12.45 49.66
76.62 -12.92 51.25
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78.27 -12.81 48.19
79.90 -12.16 42.64
57.36 7.49 51.37
58.87 6.33 50.87
M1 55.96 8.12 50.25
74.28 -3.48 38.20
75.96 -3.83 37.47
76.26 -3.41 36.41
Agua
79.02 -3.08 30.79
81.32 -3.07 25.47
M2 80.70 -3.41 27.94
81.68 -3.04 15.23
79.74 -3.52 19.90
79.39 -3.62 20.61

ANEXO 2

Anaélisis de la determinacién del indice de refraccion.

Solvente

Muestra

R1

R2

Hexano

M1

30.1

30.5

30.6

30.7

30.5

30.8

M2

29.7

30.6

30.4

30.7

30.3

30.6

Etanol

M1

21.3

21.2

21.5

21.8

21.9

21.9

M2

21.2

21.2

21.4

21.4

21.3

21.9

Agua

M1

2.2

2.4

1.1

2.4

1.1
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ANEXO 3

Curva de calibracion para cuantificacion de los fenoles, con ecuacion lineal.

Curva de Calibracion de Fenoles
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ANEXO 4

Curva de Calibracion para cuantificacién de flavonoides, con ecuacion lineal.

Curva de Calibracion de Flavonoides
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