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RESUMEN

TITULO: EFECTO DE UN PRE-TRATAMIENTO ENZIMATICO EN LA EXTRACCION DEL
ACEITE ESENCIAL DE Lippia origanoides*.

AUTOR: Gustavo Adolfo Rodriguez Carrefio**
PALABRAS CLAVE: Tratamiento enzimatico, celulasa, Lippia origanoides, Celluclast, Viscozyme.

Con el fin de incrementar la produccion (rendimiento) del aceite esencial al momento de su
extraccion, en los ultimos afios, se ha implementado el uso de enzimas capaces de degradar o
hidrolizar la pared celular, ello permiti6 aumentar el rendimiento del aceite esencial, tal como lo

reportan Hosni y colaboradores (2013) para el tomillo (Thymus capitatus).

En este trabajo de investigacién, se evalud el efecto del pretratamiento enzimético con la enzima
Vizcozyme® y Celluclast®, sobre el rendimiento y la composicién quimica del aceite esencial (AE)
de Lippia origanoides, quimiotipo timol; el tratamiento enzimatico se llevé a cabo con el material
vegetal seco y picado a un pH de 4,5 en una solucion buffer, con una temperatura de incubacion
de 50 °C, variando la concentracion de enzima (0,1, 0,5y 1%) y el tiempo de incubacion ( 30, 60 y
90 minutos); posterior al tratamiento enzimatico, se realiz6 la extraccidon del aceite esencial
mediante hidrodestilacién asistida por la radicacion de microondas (MWHD). La caracterizacion de
los aceites se llevo a cabo por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS); la cuantificacién se realizd por cromatografia de gases con detector de ionizacién en llama
(GC-FID).

Los resultados obtenidos evidenciaron que los tratamientos enzimaticos incrementaron el
rendimiento de extraccion del aceite esencial con respecto al blanco de extraccion de 24%, para
Viscozyme®, y 24,9%, para Celluclast®, en el tratamiento con la enzima en concentracién de 0,1%
y el tiempo de incubacion 90 min. Con respecto a la composiciébn quimica, con base en sus
espectros de masas ( El, 70eV) e indices de retencion se identificaron y cuantificaron 24
compuestos; los mayoritarios fueron el timol, carvacrol y éxido de cariofileno, su concentraciéon con

respecto al blanco se incremento hasta un 14,1%, 28,8% y 13,6%, respectivamente.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directores: Elena Stashenko, Quimica, Ph.D. y Jairo
René Martinez, Quimico, Ph.D.. Codirector: Rodrigo G. Torres Saez, Bioquimico, Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: EFFECT OF A ENZYMATIC PRETREATMENT ON THE EXTRACTION OF ESSENTIAL
OIL FROM Lippia origanoides*.

AUTHOR: Gustavo Adolfo Rodriguez Carrefio **

KEYWORDS: Enzyme treatment, cellulase, Lippia origanoides, Celluclast, Viscozyme.

In order to increase production (throughput) of the essential oil in the extraction process, it has been
implemented the use of enzymes capable to degrade or hydrolyze the cell wall. This has increased
the essential oil yield extraction as reported previously for thyme (Thymus capitatus) by Hosni et al.
2013.

The aim of this research was to evaluate the effect of an enzymatic pretreatment with two enzymes
(Celluclast® and Vizcozyme®) on the yield and chemical composition of the essential oil (EO) from
Lippia origanoides, thymol chemotype. The enzymatic treatment was carried out in dried and
grounded plant material dissolved in a buffer solution at pH 4.5. The solution was incubated to
50°C. The concentrations of enzyme evaluated were 0.1, 0.5 and 1% and the incubation times were
30, 60 and 90 min. After the enzyme treatment, the extraction of the EO was performed by
microwave-assisted hydro-distillation (MWHD). The characterization of the EO was carried out by
gas chromatography couplet to mass spectrometry (GC-MS). The quantification was performed by
gas chromatography with flame ionization detector (GC-FID).

The results obtained showed that, comparing to the control treatment, the enzymes increased the
extraction yield of the essential oil in 24% using Viscozyme®, and 24.9% for Celluclast®. This was
obtained at concentration of 0,1% of enzyme and 90 min of incubation time. With regard to
chemical composition, 24 compounds were identified and quantified based on their mass spectra
(El, 70eV) and linear retention indexes. The main compounds were thymol, carvacrol and
caryophyllene oxide. Comparing to the control, the concentration of this substances increased 14.1,
28.8 and 13.6%, respectively.

* College thesis
** Science Faculty. School of Chemistry. Directed by Elena Stashenko, Quimica, Ph.D. y Jairo

René Martinez, Quimico, Ph.D.. Codirector: Rodrigo G. Torres Saez, Bioquimico, Ph.D.
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1. INTRODUCCION

Las enzimas son catalizadores biolégicos que actian sobre una gran cantidad de
reacciones, acelerandolas. Existe una gran variedad de enzimas y cada una de
ellas ejerce su actividad sobre un sustrato especifico [Tortora et al., 2007], como
es el caso de la enzima celulasa, que interviene en la hidrdlisis enzimética de la
celulosa, un biopolimero que se encuentra principalmente en las paredes celulares
de las plantas y es el carbohidrato mas ampliamente extendido [Beyer et al.,
1987]. La enzima endo-B-glucanasa lleva a cabo su actividad sobre los enlaces

glucosidicos (1-4 y 1-3) de los B-glucanos y ayuda a romper las fibras de celulosa.

Con el fin de incrementar la liberacion del aceite esencial al momento de su
extraccion, se ha implementado el uso de enzimas capaces de degradar o
hidrolizar la pared celular y algunas de ellas capaces de romper los enlaces
glucosidicos, lo que incrementa notablemente el rendimiento del aceite esencial,
como reportan Hosni y colaboradores para el estudio del tomillo (Thymus
capitatus) [Hosni et al., 2013]. Esta aplicacion no sélo se ha realizado en hojas,
también, se ha hecho el tratamiento enzimatico en cascaras de mandarina [Mishira
et al., 2005], ajo [Sowbhagya et al., 2009] y semillas de comino [Sowbhagya et al.,
2011]: reportando un incremento considerable en la extraccion del aceite esencial.

En esta investigacion, se realizé un estudio de la influencia de un pre-tratamiento
enzimatico en el rendimiento y la composicion quimica del aceite esencial (AE) de
Lippia origanoides (quimiotipo timol). EI AE se obtuvo del material vegetal seco
(hojas y tallos), por hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas
(MWHD); la caracterizacion del AE se realiz6 por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y la cuantificacion de los
componentes mayoritarios por cromatografia de gases con detector de ionizacién
en llama (GC-FID). El tratamiento enzimatico se llevd a cabo con dos enzimas

comerciales: Viscozyme® de Novozymes (Sigma-Aldrich, Bucaramanga,
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Colombia), y Celluclast® de Novozymes (Coldanzimas, Bogota, Colombia). Se
establecieron las mejores condiciones del tratamiento enzimatico, tomando como
referencia el rendimiento de extraccion del aceite esencial y se observo su

influencia en la concentracion de los componentes mayoritarios.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Aceites esenciales

Un aceite esencial o esencia, es una mezcla de metabolitos secundarios de una
planta aromética, compuesta generalmente por terpenos, que estan asociados o
no a otros componentes, la mayoria de ellos volatiles y que generan, en conjunto,

el olor de dicho vegetal [Martinez, 2003].

El aceite esencial es una parte importante del metabolismo de una planta y su
composicidbn quimica varia permanentemente, por modificacion de las
proporciones de sus constituyentes o transformacion de unos constituyentes en
otros, segun la parte de la planta (tallos, hojas, raices, flores), el momento de su

desarrollo o el momento del dia [Hisni y Buchbauer, 2010].

Cuando se extrae el aceite esencial, debe tenerse en cuenta que dada su
compleja composicion, presenta una alta probabilidad de sufrir modificaciones
fisicoquimicas por reacciones entre sus propios constituyentes o entre éstos y el
medio (la luz, la temperatura, presencia de enzimas, los componentes del

reservorio donde se almacena la esencia, etc.) [Bandoni, 2002].
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2.1.1 Composicion quimica de un aceite esencial Los aceites esenciales
estan fundamentalmente constituidos por terpenos, monoterpenos (diez carbonos)
y sesquiterpenos (quince carbonos). Sin embargo, conviene saber que asi como
existen aceites esenciales compuestos exclusivamente por terpenos (como la
trementina), existen aceites esenciales que carecen de ellos (la esencia de
almendras, por ejemplo) y estdn compuestos por derivados bencénicos, fenoles
(esencia de clavo), ésteres e hidrocarburos lineales (esencias de frutas), o hasta
por componentes dificilmente relacionables con las esencias, como alcaloides, y
una gran variedad de compuestos heterociclicos tales como derivados piridinicos,

pirazinicos, sulfuros, aminas, etc. [Bandoni, 2002].

2.1.2 Terpenos Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso
de metabolitos secundarios. La ruta biosintética de estos compuestos da
lugar tanto a metabolitos primarios como secundarios de gran importancia
para el crecimiento y supervivencia de las plantas. Dentro de los metabolitos
primarios, se encuentran hormonas, carotenoides, clorofilas y plastoquinonas,

ubiquinonas y esteroles [Avalos y Pérez-Urri, 2009].

Los terpenoides suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la
union de unidades de isopreno (5 a&tomos de carbono). De esta forma, los
terpenos se clasifican por el numero de unidades de isopreno (Cs) que
contienen: los terpenos de C;o contienen dos unidades de isoprenoy se llaman
monoterpenos; los de C;s tienen tres unidades de isopreno y se denominan
sesquiterpenos, y los Cy, tienen cuatro unidades de isopreno y son los
diterpenos. Los triterpenos son Cjzp, los tetraterpenos son C4 Yy se habla de
politerpenos, cuando contienen méas de 8 unidades de isopreno [Avalos y Pérez-
Urri, 2009].
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2.2 Lippiaoriganoides

En la Figura 1, se pueden observar algunas fotos de la L. origanoides, en que se

pueden apreciar su hoja y su flor.

Figura 1.Lippia origanoides. Fuente: Fotografia tomada por el autor en el
CENIVAM, UIS — Bucaramanga, el 16 de agosto de 2014.

La Lippia origanoides H.B.K. es un arbusto delgado muy aromatico, alcanza hasta
3 m de altura. Es originaria de algunos paises de América Central y América del
Sur, especialmente, en la region amazodnica (Guayana, Venezuela, Brasil y
Colombia). Esta planta se conoce popularmente en el norte de Brasil por los
nombres de “Salva de Maraj¢” y "Alecrim d' Angola", en el estado de Para, donde
se utiliza con fines culinarios y medicinales. En México, L. origanoides se llama el
orégano y la Farmacopea mexicana lo reconoce como un sustituto para el orégano

comun [Oliveira et al., 2007].
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En la Tabla 1, se pueden apreciar algunas generalidades de la L. origanoides.}

Tabla 1. Generalidades de la planta Lippia origanoides [Herbario Nacional, N°
COL. 519799, Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota]

Generalidades Lippia origanoides
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Lippia
Epiteto especifico origanoides
Autor epiteto especifico | Kunth
Determinador Fernandez, J. L.
Habito Arbusto

2.2.1 Aceite esencial de L. origanoides El aceite esencial de L. origanoides
posee un alto contenido de monoterpenos oxigenados (66,0 %) y bajo contenido
de monoterpenos (20,7%), sesquiterpenos (9,0%), y sesquiterpenos oxigenados
(1,1%) (Tabla 2). Los dos compuestos principales entre los monoterpenos
oxigenados de naturaleza fendlica, son carvacrol (38,6%) y timol (18,5%).
También, es importante mencionar a los monoterpenos: p-cimeno (10,3%) y y-

terpineno (4,1%), asi como el sesquiterpeno trans-B-cariofileno (5,9%).

El carvacrol se encuentra como el componente principal en los aceites de
oréganos comerciales, pero algunas especies y quimiotipos pueden contener
principalmente timol. Los monoterpenos p-cimeno y y-terpineno, son precursores

biogenéticos (a través de la hidroxilacion enzimatica) de los dos monoterpenos
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fendlicos, timol y carvacrol, siempre se encuentran como principales

monoterpenos [Oliveira et al., 2007].

Tabla 2. Identificacién y cuantificacion de los componentes presentes en los

aceites esenciales L. origanoides. [Stashenko et al. 2008]

indice de Cantidad relativa, %
Compuesto retencion lineales Col_1 Col_2

DB-5 DB-WAX SED MWHD SFE SED MWHD SFE
a-Tujeno 924 1023 6,9 54 59 15 1,3 1,1
a-Pineno 934 1036 22 31 15 tr tr tr
Canfeno 952 1060 12 24 1.0 tr tr tr
B-Mirceno 990 1164 08 20 1.0 24 22 1,5
a-Felandreno +A%-Careno 1011 1146 59 87 6,1 tr tr tr
a-Terpineno 1021 1178 tr Tr tr 2,7 2,6 2,2
p-Cimeno 1031 1270 12,9 15,7 11,3 10,1 95 8,8
Limoneno 1034 1197 48 6,9 3,8 tr Tr tr
B-Felandreno + Eucaliptol 1035 1205 8,0 6,8 10,9 tr Tr tr
y-Terpineno 1066 1244 14 19 24 8,2 10,0 6,9
Linalol 1102 1545 19 29 1,6 tr Tr tr
Terpinen-4-ol 1191 1606 29 11 08 16 0,8 0,5
Timol 1297 2181 10 22 12 7,3 143 8,8
Carvacrol 1316 2212 tr Tr tr 46,5 444 51,8
trans-B-Cariofileno 1436 1610 74 94 16,0 34 2,7 3,5
a-Humuleno 1471 1683 4,7 5,7 7,6 2,0 1,5 1,8

SDE: Simultaneous distillation-extraction (Destilacién extraccién con solvente simultanea).
SFE: Supercritical fluid extraction (Extraccion con fluido supercritico)
MWHD: Microwave-assisted hydrodistillation (Hidrodestilacion asistida por la radiacion de

microondas
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2.3 Enzimas

Las sustancias, capaces de acelerar una reaccion quimica sin experimentar
alteraciones permanentes, se denominan catalizadores. En las células vivas, los
catalizadores biologicos son las enzimas. Como compuestos catalizadores, las
enzimas son especificas, cada enzima actla sobre una sustancia especifica
denominada sustrato y cataliza exclusivamente una reaccion. La molécula de
enzima tridimensional posee un sitio activo, es decir, una region que interactla

con una sustancia quimica especifica [Tortora et al., 2007].

Algunas enzimas estan compuestas exclusivamente por proteinas; la mayoria de
ellas, consiste en una fraccidén proteica llamada apoenzima, y una fraccion no
protéica llamada cofactor; si el cofactor es una molécula organica, se denomina
coenzima. Las apoenzimas no poseen actividad propia y deben ser activadas por
cofactores. Las coenzimas pueden colaborar con la enzima mediante la
aceptacion de atomos provenientes del sustrato o a través de la donacion de los
atomos que necesita el sustrato. Algunas coenzimas actuan como transportadoras
de electrones; estos compuestos extraen electrones del sustrato y los donan a

otras moléculas en reacciones ulteriores [Tortora et al., 2007].

2.3.1 Mecanismo de accién de las enzimas Las enzimas reducen el umbral de
activacion cinético de las reacciones quimicas. La secuencia general del

mecanismo de accion de las enzimas es la siguiente [Tortora et al., 2007]:

- La superficie del sustrato entra en contacto con una region especifica de la
enzima, llamada sitio activo.
- Se forma un compuesto intermedio transitorio llamado complejo enzima-

sustrato.
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- La molécula de sustrato se transforma como consecuencia del
reordenamiento de los &tomos pre-existentes, la degradacion del sustrato o
la combinacion con otras moléculas de sustrato.

- Las moléculas de sustrato transformadas, es decir, los productos de la
reaccion, son liberadas por la molécula de enzima, porque ya no encajan en
el sitio activo de la enzima.

- La enzima inalterada queda en libertad para reaccionar con otra molécula

de sustrato.

2.3.2 Factores que afectan la actividad de una enzima La actividad de una
enzima depende de diversos factores; los mas importantes son la temperatura, el

pH, la concentracion de sustrato y la presencia o ausencia de inhibidores.

Temperatura: la velocidad de la mayoria de las reacciones quimicas aumenta a
medida que aumenta la temperatura. Sin embargo, en el caso de las reacciones
enzimaticas, todo aumento de temperatura, mas alla de cierto valor, reduce
significativamente la velocidad de reaccion. Por ejemplo, la temperatura Optima
para las enzimas presentes en el cuerpo humano esta entre 25 y 40°C; la
disminucién de la actividad mas alla de esta temperatura se debe a la
desnaturalizacion de la enzima [Tortora et al., 2007].

pH: para la mayoria de la enzimas existe un pH Optimo que se asocia con una
actividad enzimatica maxima. Por arriba o por debajo de este pH, la actividad
enzimatica disminuye y con esta, la velocidad de reaccion. La concentracion muy
marcada de H* (pH) del medio altera la estructura tridimensional de la proteina; los
cambios extremos de pH pueden desnaturalizar la proteina [Tortora et al., 2007].

Concentracion de sustrato: existe una velocidad maxima a la cual la enzima
puede catalizar una reaccion especifica. Para que se pueda alcanzar esta
velocidad maxima, se necesita que la concentracion de sustrato sea elevada. En

presencia de una concentracion elevada de sustrato se considera que la enzima
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se encuentra saturada, es decir, su sitio activo esta ocupado en todo momento por

moléculas de sustrato o de producto enziméatico [Tortora et al., 2007].

2.4 Enzimas utilizadas

En el presente estudio, se emplearon dos enzimas, la primera, conocida
comercialmente como Viscozyme® de Novozymes (Sigma-Aldrich, Bucaramanga,
Colombia), en la cual la actividad enziméatica es proporcionada por endo-S-
glucanasa. La segunda enzima, conocida comercialmente como Celluclast® de
Novozymes (Coldanzimas, Bogota, Colombia), en la cual la actividad enzimatica

se debe a la celulasa.

2.4.1 Celulasa EI mecanismo propuesto en la literatura [Ovando-Chacén y
Waliszewski, 2005] para la degradacion de la celulosa puede resumirse en tres
etapas: Primero, la endo-B-1,4-glucanasa o endocelulasa (Cx) actta al azar sobre
los enlaces B-1,4 glucosidicos internos presentes entre las unidades de glucosa
que forman la molécula de la celulosa, y convierte las cadenas largas a
oligosacaridos, los cuales mantienen la configuracion 3 de su estructura. La accién
de esta enzima se realiza sobre las regiones amorfas de la molécula de celulosa, y
tiene como resultado la disminucién de su longitud y la creacion de nuevos
extremos reactivos, que sirven de sustrato para la posterior accion de la
celobiohidrolasa (C1).

En la segunda etapa, actia la exo-B-1,4-glucanasa o celobiohidrolasa (C1), la cual
es una enzima que corta la cadena 1,4-B-D-glucano a partir del extremo no
reductor de la molécula de celulosa y de las celodextrinas, lo que provoca la
remocién de unidades de celobiosa o0 glucosa. Ambas enzimas, endoglucanasa y
exoglucanasa, se inhiben por uno de los productos de la hidrélisis enzimatica, la
celobiosa, lo que disminuye la eficiencia de la hidrolisis [Ovando-Chacon vy
Waliszewski, 2005]
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Una vez degradadas las zonas amorfas de la celulosa, tiene lugar la tercera etapa
de la hidrolisis, en donde la region cristalina comienza a ser hidrolizada, como
resultado de la accion sinergistica de la endoglucanasa y la exoglucanasa.
Finalmente, una etapa que limita la degradacion de la celulosa es la hidrdlisis de la
celobiosa a glucosa mediante la accion de la $-1,4-glucosidasa o celobiasa Cb,
porque las glucanasas son inhibidas por la celobiosa: a mayor concentracion de
celobiosa, la actividad enzimética es menor. [Ovando-Chacon y Waliszewski,
2005].

Figura 2. Hidrélisis enzimética de la celulosa tomado de: [Nidetzky y Steiner,
1993].

Regiones cristalinas Regiones amorfas
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2.4.2 endo-B-Glucanasa Comercializada con el nombre de Viscozyme®, la
endo-B-1,4-glucanasa o endocelulasa (Cx), actia al azar sobre los enlaces B-1,4-
glucosidicos internos presentes entre las unidades de glucosa que forman la
molécula de la celulosa, y convierte las cadenas largas a oligosacaridos, los
cuales mantienen la configuracién B de su estructura. La accién de esta enzima se
realiza sobre las regiones amorfas de la molécula de celulosa, y tiene como

resultado la disminucién de la longitud de la cadena de celulosa.

2.5 Técnica de extraccion

2.5.1 Hidrodestilacién asistida por radiacion de microondas La
hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas (MWHD) se basa en el
mismo principio de métodos de extraccion como la destilacion por arrastre con
vapor o hidrodestilacion simple; el equipo utilizado en el laboratorio es tipo
Clevenger con reservorio de destilacion Dean-Stark adaptado a un sistema de
calentamiento por radiacion de microondas en un horno de microondas domeéstico
con un orificio lateral; a través del orificio se conecta al reservorio Dean-Stark en el
exterior un matraz de fondo redondo con el material vegetal y agua dentro del
horno [Stashenko et al., 2004].

El equipo Clevenger (Gunther, 1948) es usado en muchos laboratorios y es
considerado, en varios estandares internacionales, como el mas adecuado para la
extraccion del aceite esencial de una planta aromatica. Esta compuesto de un
balén, en el que se deposita la materia prima molida y una cantidad conocida de
agua pura, que se somete a calentamiento; el aceite esencial con el agua presente
se evapora continuamente. Un condensador va acoplado al balén y una conexion
en forma de D, permite acumular y separar el aceite esencial de la mezcla
condensada. El hidrolato condensado regresa al balon por el rebose de la

conexion [Cerpa Chavez, 2007].
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El rendimiento (p/p) se mide con relacion al material vegetal seco utilizado en la

extraccion y el aceite esencial obtenido, empleando la ecuacion N° 1.:

Rendimiento= (Pag/Pmy) *100 Ecuacién N° 1

Donde, Pae es el peso del AE y P, es el peso del material vegetal

2.6 Técnicas instrumentales de analisis

Para la identificacion y cuantificacion de los metabolitos secundarios se requiere el
uso de algunos métodos instrumentales de separacion e identificacion. En el
presente estudio se utilizd la cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS) para llevar a cabo la caracterizacion del aceite esencial y la
cromatografia de gases con un detector de ionizacion en flama (GC-FID) para

realizar la cuantificacion de los compuestos del aceite esencial.

2.6.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas La
cromatografia es una potente técnica analitica que puede separar los
componentes de una muestra y al mismo tiempo, determinar sus concentraciones.
Las separaciones cromatogréficas utilizan repartos selectivos de los componentes
de la muestra entre una fase estacionaria que permanece inmovilizada en el
interior de la columna y una fase movil que atraviesa esta columna, los
componentes van siendo retardados dentro de la columna dependiendo de la
solubilidad o afinidad que estos tengan con la fase estacionaria y la fase mdvil
[Karasek y Clement, 1988].

El principio de operacion de la espectrometria de masas (MS), se fundamenta en
la generacién de iones moleculares cargados positivamente y fragmentos de
moléculas, provenientes de la columna GC, mediante diferentes meéetodos de

ionizacion. Los iones fragmento producidos, entran al filtro de masas, donde se
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separan segun su relacibn masa/carga (m/z). Después de la deteccién de los
iones con un electromultiplicador, se obtiene la corriente ionica total (TIC), y con
ésta el cromatograma, que suministra informacion sobre el tiempo de retencion (tg)
de cada compuesto, su abundancia y su espectro de masas, consistente con sus

patrones de fragmentacion unicos [Karasek y Clement, 1988].

2.6.2 Cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama EI FID es
el detector de GC méas ampliamente usado, y es un ejemplo de los detectores de
ionizacion inventado especificamente para GC. El efluente de la columna se
mezcla con hidrégeno y conducido a una pequefa punta del quemador que esta
rodeado por un alto flujo de aire para mantener la combustion, los compuestos
organicos desintegrados en la llama producen iones y electrones que pueden
conducir electricidad a través de la llama; la corriente producida se mide y se usa
para cuantificar los compuestos organicos presentes. La sefal es
aproximadamente proporcional al contenido de carbono, dando lugar a la
denominada regla de carbono por igual, un factor de respuesta constante que
puede ser debido a la conversidon de todos los atomos de carbono en un soluto
organico en el proceso de combustion. Este detector tiene la ventaja de ser
altamente sensible, pues es capaz de dar una respuesta hasta cantidades de
compuesto de 1 ng, tener alta relacion sefial/ruido y presentar un rango lineal de
respuesta largo (10’ unidades) [McNair y Miller, 2009].
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3. CIENCIOMETRIA

La cienciometria es una herramienta que permite situar a un pais, una institucion,
un area tematica o un individuo en el contexto mundial de la productividad
cientifica. Este proceso sistematico emplea, como herramientas bases de datos y
buscadores de internet que ayudan en el proceso de investigacion y organizacion

de la informacién [Rossi y Delfino, 2005].

Con el fin de conocer y analizar el estado actual de las investigaciones sobre el
estudio de la influencia de un pre-tratamiento enzimatico, previo a la destilacién,
en el rendimiento y composicion del aceite esencial, se realizé un estudio
cienciométrico empleando la base de datos Elsevier Scopus (recursos disponibles
dentro del campus de la UIS), se utilizo la ecuacion de busqueda TITLE-ABS-KEY
(“Enzyme-assisted extraction” and “oil”), realizando la busqueda en todos los afios
y todas la areas. Se encontraron 17 publicaciones (Figura 3). Fecha de consulta
fue el 15 de agosto de 2014.
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Figura 3. Grafica representativa del numero de publicaciones relevantes
encontradas Vs afio de publicacion. Fuente: Scopus (Elsevier). Periodo de
observacion: 1994 — 2014. Fecha de consulta: 15 de agosto de 2014. Ecuacién de

busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Enzyme-assisted extraction” and “oil”)
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En la Tabla 3, se describen algunos estudios relacionados con la ecuacién de
basqueda realizada en la base de datos SciVerse Scopus, en los que se observan

el afio de publicacion y el autor principal, el titulo y el resumen del trabajo.
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Tabla 3. Articulos relevantes en la seleccién de los parametros del tratamiento

enzimatico.

Afio de publicacion y i
o Titulo
autor principal

Resumen

2005, Mishira Aqueous enzyme extraction of olil

from mandarin peels

2009, Sowbhagya Evaluation of enzyme-assisted
extraction on quality of garlic

volatile oil

2011, Sowbhagya Enzyme-assisted extraction of
volatiles from (Cuminum cyminum
L.) seeds.

2012, Chandran Effect of enzyme assisted
extraction on quality and yield of
volatile oil from black pepp.er and

cardamom.

2013, Hosni Enzyme-assisted extraction of
essential oils from thyme (Thymus
capitatus L.) y rosemary
(Rosmarinus officinalis L.): impact
on yield, chemical composition

and antimicrobial activity.

Las cascaras fueron pre-tratadas con enzima xilnasa
variando su concentracion de 0,1% a 0,3%. El aceite
esencial se recuperé de muestras tratadas con enzimas y
el aumento en el rendimiento de aceite esencial, en
comparacion con las muestras control, fue de hasta un
15%.

La aplicacion de enzimas al ajo antes de la destilacion,
resulté en un incremento de dos veces del rendimiento
del aceite. El rendimiento del aceite, en el caso del pre-
tratamiento con celulasa, pectinasa, proteasa y
viscozyme, estuvo en el rango de 0,39 a 0,51%, frente a
0,28%, en una muestra de control obtenida por arrastre
con vapor.

El rendimiento de aceite, después del pre-tratamiento de
las semillas de comino con celulasa, pectinasa, proteasa
y viscozyme, estaba en el rango de 3,2 — 3,3% frente al
2,7% en una muestra de control.

El pre-tratamiento de las especias con la enzima,
aumento el rendimiento del aceite esencial. La GC y la
evaluaciéon GC-MS del aceite esencial mostraron que los
principales componentes activos de las especias tales
como [B-cariofileno, en pimienta negra, y del a-terpenilo
en cardamomo, aumentaron marcadamente del 15,03 al
25,58% y del 38,91 al 48,6%, respectivamente, en
comparacion con las muestras patron.

En T. capitatus, la aplicacion de celulasa, hemicelulasa y
la combinacion de las dos, produjo un incremento del
rendimiento del aceite en 63,55, 23,72 y 109%,
respectivamente. En R. officinalis, el tratamiento
enzimatico resulté en un incremento del rendimiento del

aceite esencial en un 5, 50 y 20 %, respectivamente.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Reactivos, materiales y equipos de laboratorio

En la Tabla 4, se encuentran los materiales, equipos, reactivos y sus

especificaciones, que se emplearon en esta investigacion.

Tabla 4. Materiales, reactivos y equipos empleados en el presente estudio.

Nombre Especificaciones
Reactivos
Celluclast® De Novozymes, Coldanzimas, Bogota, Colombia
Viscozyme® De Novozymes , Sigma-Aldrich, Bucaramanga, Colombia

Na,HPO,

Acido citrico monohidratado
NaOH

Na,SO, anhidro
Diclorometano

n-Tetradecano

Pureza: 99%; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania

Pureza: 99%; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania

Pureza: 99%; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania

Pureza: 99,1%; J. T. Baker, Phillipsburg , NJ, EE.UU
Analitico, Emscience, Merck KgaA, Darmstadt, Alemania
Pureza: 99%; Sigma Aldrich, Milwaukee, Wisconsin, EE.UU

Timol Pureza: 99%; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.
Carvacrol Pureza: 99%; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.
Materiales

Balones aforados

Equipo de hidrodestilacién

Bal6n aforado
Pipetas Pasteur

Viales para cromatografia

1 mL; Pyrex®, México

Bal6on fondo redondo de 2 L, reductor de 45/50 a 24/40, alargadera 24/40, trampa
Dean — Stark, condensador de bolas y condensador de espiral

1L, Brand, Wertheim, Alemania.

230 mm, Brand GMBH Co. Wertheim, Alemania.

2 mL, Agilent Technologies, Santa Clara, California, EE.UU.

Equipos auxiliares

Micropipetas
Balanza Analitica
pH-metro

Bafio refrigerante

Horno microondas doméstico

2 —20, 25 - 250y 100 — 1000 uL, Brand, Wertheim, Alemania
Mettler Toledo PB1502-S, Nanicon, Suiza

MPC227, Mettler Toledo, Schwezenbach, Suiza

Chiller 28L20K, Phaber, Colombia

Modelo DH3009656, Whirlpool, Benton Harbor, Ml, Estados Unidos.
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4.2 Material vegetal

La especie estudiada, L. origanoides, quimiotipo Timol, se coseché (hojas, tallos)
en el Complejo Agroindustrial Piloto del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales
(CENIVAM), en el campus principal de la Universidad Industrial de Santander

(UIS). El material vegetal se seco a la sombra.

Para homogeneizar el material vegetal, se colocé en un picador PE800 (Penagos
Hermanos & Cia, Bucaramanga, Colombia), donde el material vegetal quedd de
un tamafo de particula promedio de 5 cm (tallos); luego, se pas6 por un molino de
cuchillas Retsch SM100 (PC QUIMICA y CIA SAS, Bogota, Cundinamarca,

Colombia) acondicionado con un tamiz de 2 mm.

4.3 Pre-tratamiento enzimatico

Previo a la obtencion de los aceites esenciales, se llevo a cabo un pre-tratamiento
enzimatico, con el objetivo de incrementar el rendimiento en la extraccion del
aceite esencial. Con el fin de establecer las mejores condiciones del tratamiento
enzimatico, se aplicé un disefio experimental 3°. Las variables independientes
fueron el tiempo de incubacion (30, 60 y 90 min) y la concentracion de enzima
(0,1, 0,5y 1%; porcentaje en peso: g de enzima/g de material vegetal); el pH (4,5)
y la temperatura de incubaciéon (50°C) se mantuvieron constantes, estos
condiciones segun Sowbhagya y colaboradores [Sowbhagya et al., 2009], Hosni y
colaboradores [Hosni et al., 2013], con algunas modificaciones. En la Tabla 5, se

presenta el nUmero de experimentos y las condiciones de cada uno.
Para mantener el pH en 4,5 se prepar6 una solucién buffer o solucion

amortiguadora de la siguiente forma: se elabor6 una solucién de Na,HPO,4 anhidro

(28,4 g y se llevo a un litro con agua destilada), una solucién de &cido citrico (21 g
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y se llevé a un litro con agua destilada), se mezclaron 1L de la solucién del acido
citrico con 625 mL de solucién de NayHPO,, y se aford a un volumen final de 2L;
el pH de esta solucion se ajusté a 4,5, con NaOH al 0,1% [Método Oficial 995.09
AOAC].

Tabla 5. Disefio experimental 32 con duplicado en cada punto.

Concentraciéon de enzima,

N° de experimento Tiempo de incubacion, min
% (p/p)
1 0,1 30
2 0,1 30
3 0,5 30
4 0,5 30
5 1 30
6 1 30
7 0,1 60
8 0,1 60
9 0,5 60
10 0,5 60
11 1 60
12 1 60
13 0,1 90
14 0,1 90
15 0,5 90
16 0,5 90
17 1 90
18 1 90

El material vegetal (150 g), que se trat6é con la enzima, se deposité en un balon de

fondo redondo de 2 L, que contenia la enzima disuelta en un litro de solucion
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buffer, y se introdujo en un bafio de agua a 50°C. La concentracion de enzima y el
tiempo de incubacion usados por cada experimento aparecen en la Tabla 5. Se

realizaron 18 experimentos por enzima.

4.4 Obtencion del aceite esencial

4.4.1 Hidrodestilacién asistida por la radiaciéon de microondas Los aceites
esenciales del material vegetal picado y del material que se tratd con la enzima,
se obtuvieron por hidrodestilacién asistida por la radiacidon de microondas, en un
equipo Clevenger, con una trampa Dean — Stark como reservorio del destilado,
usando como fuente de calentamiento un horno doméstico Whirlpool, Modelo
WM1111D00, con una potencia de salida de 1350 W y una frecuencia de radiacion
de 2,5 GHz (Figura 4).

El material vegetal tratado con la enzima para su destilacién, al completar el
tiempo de incubacion, se ingresé directamente al horno de microondas. El tiempo
total de destilacion fue de 45 min, dividido en tres sesiones de 15 min, con un
tiempo de reposo entre sesion de 3 min. La potencia del horno se fijé al 60% de la

potencia total del equipo.

Para determinar la influencia del tratamiento enzimatico sobre el rendimiento de
extraccion del AE, se realizaron dos tipos de blancos. Los blancos denominados
blancos A, fueron obtenidos por la destilaciébn convencional, o sea, la que se
realiz6 con agua destilada y sin incubacion previa. El segundo tipo de blanco, se
denomind blanco B; éste correspondié a los blancos del tratamiento enzimatico,
que se realizd por la destilacion de material vegetal con la solucion buffer, y se

tuvieron en cuenta los tiempos de incubacién, tal como se observa en la Tabla 5.
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Los AE obtenidos, se secaron con Na,SO, anhidro, se pesaron en la balanza
analitica y se calcul6 el rendimiento de la extraccién con base en el peso inicial del

material vegetal, segun la Ecuacion 1.

Figura 4. Montaje de MWHD empleado en el laboratorio: A. Equipo completo; B.
Balébn con material vegetal; C. Reservorio tipo trampa Dean - Stark; D.
Condensadores de bolas y de espiral. Foto: tomada por el autor en el CENIVAM,
UIS-Bucaramanga, el 16 de agosto de 2014
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4.5 Preparacion de la muestra para el andlisis cromatografico.

La preparacion de las muestras para GC-MS se llevé a cabo agregando 50 pL de
aceite esencial en un balén y se afor6 con diclorometano a 1 mL.

Para el andlisis de las muestras por GC-FID, se agrego aceite esencial (50 yL ) en
el balén aforado de 1 mL y se tomoé la masa de este volumen de aceite, luego, se
agregaron 4 mg de patron interno (n-tetradecano) y se llevé hasta el aforo con

diclorometano.

4.6 Analisis cromatografico

4.6.1 Analisis por GC-MS La caracterizacion quimica de los metabolitos
secundarios presentes en el aceite esencial de L. origanoides, se realiz6 en un
equipo GC Agilent Technologies 6890N (Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a
un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5975 Inert XL (Figura
5), con inyector automatico Agilent Technologies 7683B. Para realizar la
separacion de los compuestos se utilizaron dos columnas capilares, una, con fase
estacionaria (f.e.) apolar de 5%-fenil-poli(metilsiloxano) (DB-5MS, J & W Scientific,
Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm, D.Il. x 0,25 um, d, y la otra, con f.e.
polar de poli(etilenglicol) (DB-WAX, J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m
x 0,25 mm, D.l. x 0,25 um, d;. Como gas de arrastre se empled helio (99.995%,
gas AP, Linde, Bogota, Colombia), con una presion de entrada en la cabeza de la
columna de 16,47 psi, y una velocidad volumétrica de flujo de 1 mL/min. La
temperatura del puerto de inyeccién fue de 250 °C, el modo de inyeccion

empleado fue split (relacion 30:1) y un volumen de inyeccién de muestra de 2 pL.

La temperatura del horno durante la separacion cromatografica se inicié en 45 °C
y se subi6 hasta 150 °C, a una velocidad de 4°C/min, luego, se llevé hasta 250 °C,
a una velocidad de 5°C/min, y se mantuvo por 5 min; finalmente, la temperatura se

incrementd hasta 275 °C, con una velocidad de 10°C/min.
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La velocidad lineal media del flujo del gas fue de 26 cm/s. la temperatura de la
fuente de ionizacion se mantuvo a 230 °C, mientras que la del cuadrupolo a 150
°C. El tipo de ionizacioén utilizada fue por impacto de electrones (El) de 70 eV y se
utilizé un rango de masas de 45 a 450 Da, con una velocidad de barrido de

radiofrecuencia de 3,58 scan/s.

Figura 5. Equipo de GC-MS utilizado en la investigacion. Fotografia tomada por el
autor en el Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas CROM-
MASS, UIS — Bucaramanga, el 23 de agosto de 2014.

sawuns |
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El reconocimiento de los componentes principales presentes en el aceite esencial,
se llevé a cabo mediante la comparacion de los indices de retencion lineales de
cada compuesto con los valores reportados en la literatura cientifica [Stashenko et
al., 2013] [Szafranek et al., 2005]. Los indices se calcularon teniendo en cuenta los
tiempos de retencion de una serie homoéloga de patrones de hidrocarburos (Cg —
Cys) analizados bajo las mismas condiciones cromatograficas que los AE. Para el

respectivo célculo se utilizé la siguiente ecuacion [Adams, 2007]:

[ = 100n + 100 [M] Ecuacion N° 2

tRN—tRn

I: indice de retencion lineal del compuesto de interés x.

trx: Tiempo de retencion del compuesto de interés x.

trn Y trn: Tiempos de retencidon de n-alcanos que eluyen antes (tgn) Y después (tgrn)
del compuesto de interés x.

También, se compararon los espectros de masas experimentales con los de las
bases de datos disponibles (Adams, NIST y Wiley) y los reportados en el portal de
internet www.pherobase.com. Se empleé el software MSDChemStation de Agilent
Technologies Rev. G1701DA.
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4.6.2 Analisis por GC-FID La cuantificacion de los compuestos presentes en el
aceite esencial, se realiz6 por medio del método de calibracion interna, usando
como patron interno n-tetradecano y curva de calibracién de los componentes
mayoritarios (timol y carvacrol), en un cromatografo de gases Agilent Technologies
6890N (Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector de ionizacion en
llama (FID), con inyector automatico Agilent Technologies 7683B (Figura 6). La
separacion de los compuesto se llevé a cabo en una columna capilar con f.e.
apolar de 5%-fenil-poli(metilsiloxano) (DB-5MS, J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm, D.l. x 0,25 um, d;. Se empled helio como gas de
arrastre, con una presion de entrada en la cabeza de la columna de 16,47 psi, una

velocidad volumétrica de flujo de 1 mL/min.

La temperatura del inyector fue de 250 °C, modo de inyeccion split (relacion 30:1)
y un volumen de inyeccion de 1 pyL. Se programo la misma temperatura del horno
usada en el horno del GC-MS. La temperatura del detector fue de 280 °C. Los
flujos de los gases se mantuvieron asi: aire, 300 mL/min (99.995%, gas AP, Linde,
Bogota, Colombia); hidrogeno, 30 mL/min (99.995%, gas AP, Linde, Bogota,
Colombia) y nitrégeno, 30 mL/min (99.995%, gas AP, Linde, Bogota, Colombia).
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Figura 6. Equipo de GC-FID utilizado en el presente trabajo. Fotografia tomada
por el autor en el Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas
CROM-MASS, UIS — Bucaramanga, el 28 de agosto de 2014.

La cuantificacion de cada uno de los compuestos del aceite esencial, se determiné

teniendo en cuenta la siguiente ecuacion:

_ CAXAX
Ap

Cy Ecuacion 3
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Cx: Concentracion del compuesto de interés, pp.m
Ca: Concentracion del estandar interno, pp.m

A,: Area del compuesto de interés, cuentas

Aa: Area del estandar interno, cuentas
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5. ANALISIS DE RESULTADOS
5.1 Andlisis comparativo

En el presente trabajo, se realizé un disefio experimental 32 con réplica en todos
los puntos, para determinar cual o cuales de los factores (Concentracion de
enzima y tiempo de incubacion), tenian incidencia significativa sobre el
rendimiento en la extraccion del aceite esencial. En la Tabla 6, se observan las

variables y niveles del disefio.

Tabla 6. Factores y niveles en el disefio experimental 32

Variables Niveles
Concentracion de enzima, % (p/p) 1 0,5 0,1
Tiempo de incubacion, min 90 60 30

El andlisis de la varianza ANOVA, permitié evaluar estadisticamente las variables
que tuvieron incidencia significativa sobre el rendimiento en la extraccion del AE.
Para llevar a cabo el andlisis se uso el software Microsoft Excel 2010. En la Tabla
7, se muestran los resultados del andlisis de varianza para enzima Viscozyme® vy,

en la Tabla 8, los resultados del andlisis de varianza para la enzima Celluclast®.
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Tabla 7. Andlisis de varianza para la respuesta del disefio experimental enzima
Viscozyme®. A: Concentracién de enzima; B: Tiempo de incubacién; GL: Grados
de libertad; CM: Cuadrado medio o varianza. El valor F umbral se calculé con un

nivel de confianza del 95%.

Fuente Q GL CM F. exp F. umbral
A 0,07211 3 0,02404 66,31034 3,49029
B 0,00261 2 0,00130 3,59770 3,88529
AB 0,01433 6 0,00239 6,58621 2,99612
Error 0,00435 12 0,00036

Total 0,09340 23

Tabla 8. Andlisis de varianza para la respuesta del disefio experimental enzima
Celluclast®. A: Concentracién de enzima; B: Tiempo de incubacién; GL: Grados de
libertad; CM: Cuadrado medio o varianza. El valor F umbral se calcul6 con un nivel

de confianza del 95%.

Fuente Q GL CM F.Exp F. umbral
A 0,09762 3 0,03254 125,95699 3,49029
B 0,00052 2 0,00026 1,01613 3,88529
AB 0,00981 6 0,00163 6,32796 2,99612
Error 0,00310 12 0,00026

Total 0,11105 23

Como se observa en las Tablas 7 y 8, se concluye que la concentracion de
enzima Y la interaccion entre los dos parametros (concentracion de enzima y
tiempo de incubacién), tuvieron una incidencia significativa en el incremento del
AE.
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En las Tablas 9 y 10, se observan los datos obtenidos para cada tratamiento

enzimatico; se calculé el promedio de cada medida, para determinar con cual

tratamiento se obtuvieron los mejores resultados.

Tabla 9. Resultados del rendimiento de extraccion del AE en cada tratamiento

enzimatico con Viscozyme®.

N° de Tiempo de Concentracion de Rendimiento Incremento
experimento incubacién enzima %, (¥ 0 ; con

(min) % (p/p) n=2) respecto al

blanco, %

1 0 0 0,79+0,01 O
2 30 0 0,77+0,01 -3z%1
3 30 0,1 0,89 +0,005 13,3+0,9
4 30 0,5 0,95+0,015 20+3
5 30 1 0,92+0,01 16+2
6 60 0 0,82+0,025 3,161
7 60 0,1 087+0,01 102
8 60 0,5 0,9+0,01 14+2
9 60 1 0,93+0,01 17,7+0,1
10 90 0 0,79+0,015 0
11 90 0,1 0,98+0,025 24+4
12 90 0,5 0,94 +0,005 18,4+0,9
13 90 1 0,91+0,005 14,6+0,9
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Como se puede observar en la Tabla 9, el tratamiento enzimatico incrementa el
rendimiento de extraccidn con respecto a los blancos.

El blanco B, descrito anteriormente, corresponde, a los tratamientos, cuya
concentracion de enzima es 0%, los cuales fueron tratados con la solucion buffer y
tiempo de incubacion; el blanco A corresponde al material destilado, sin ningun
tratamiento enzimatico previo.

El tratamiento enzimatico con el cual se obtuvo el mayor rendimiento del AE,
corresponde al tratamiento con una concentracion de enzima de 0,1 % y un tiempo
de incubacion de 90 min [Figura 7]. Se observa, que al incrementar la
concentracion de enzima para tiempos de incubacion de 30 y 60 min, el
rendimiento de extraccion del AE se incrementa. Esto se debe, a que la enzima
Viscozyme®, como ya se menciond, es una endo-B-glucanasa, que actia sobre las
regiones amorfas de la celulosa, rompiendo el polimero, incrementando el tamafio
de poro de la pared celular y permitiendo la liberacion del aceite esencial

[Converse y Optecar, 1993].
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Tabla 10. Resultados del rendimiento de extraccion del AE en cada tratamiento

enzimatico con Celluclast®.

N° de Tiempo de Concentraciéon de Rendimiento, Incremento
experimento incubacion, enzima, % (¥ 0;n=2) con
min % (p/p) respecto al
blanco, %
1 0 0 0,79 +£0,01 0
2 30 0 0,77 £ 0,01 311
14 30 0,1 0,975+0,005 23,4+0,9
15 30 0,5 0,94 £ 0,01 19+2
16 30 1 0,86 + 0,05 14+2
6 60 0 0,82 + 0,03 3,16 +1
17 60 0,1 0,94 + 0,01 19+2
18 60 0,5 0,91+0,01 15+2
19 60 1 0,95+ 0,01 20+ 2
10 90 0 0,79 £ 0,02 0
20 90 0,1 0,99 +0,006 24,9+0,9
21 90 0,5 0,91+0,006 14,6+0,9
22 90 1 0,89+0,006 12,0%£0,9

En la Tabla 10, se observa que entre los blancos A y B no existe una diferencia

significativa, lo que indica que la solucion buffer no influye en la extraccion del AE.

El tratamiento enzimatico con el cual se obtuvo el mayor rendimiento del AE,

corresponde al tratamiento con enzima en la concentracion de 0,1%, y un tiempo

de incubacion de 30 o 90 min [Figura 7].

Se observa, que al incrementar la concentracion de enzima, el rendimiento va

disminuyendo. Esto se debe a que la enzima celulasa es un complejo de tres

enzimas, las cuales trabajan juntas para llevar a cabo la hidrélisis enzimatica, tal
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como se menciond en la Seccién 1.4.1. La primera de las enzimas que actua,
endo-B-glucanasa, rompe las cadenas de celulosa en las regiones amorfas,
produciendo los sitios activos en los cuales actuard la siguiente enzima,
celobiohidrolasa, produciendo la celobiosa, la cual inhibe la actividad de estas dos
enzimas, aunque ésta no es la uUnica forma de inhibicibn de la actividad
enzimatica. Converse y Optecar (1993) reportaron, que la actividad enzimatica se
ve disminuida al incrementar la concentracion de enzima, debido a que las
cadenas de celulosa tienden a absorber la celobiohidrolasa, que se encuentra en

exceso, obstruyendo los sitios sobre los cuales actua la endo-glucanasa.

El tratamiento enzimatico influye positivamente en el incremento de extraccién del
aceite esencial, asi como lo demostraron Hosni y colaboradores (2013) para el
tomillo y el romero, en los cuales el tratamiento con celulasa resultd en un
incremento del rendimiento de extraccion de AE de 64%, para tomillo, y 5%, para
el romero. Sowbhagya Yy colaboradores (2010) encontraron, que el tratamiento
enzimatico con celulasa y viscozyme, incrementa el rendimiento de extraccion del
AE de comino en 3,3%. Al aumentar el tiempo de incubacion y la concentracion de
enzima, el rendimiento de extraccion se disminuye. El tiempo de incubacién

depende de la enzima empleada.

El incremento del rendimiento de extraccion del AE, fue afectado por la
concentracion de enzima y el tiempo de incubacion. La efectividad de una enzima
depende, en gran parte, de la planta o material vegetal tratado (cascaras, semillas,
tallos u hojas), como se muestra en los antecedentes mencionados, en los cuales
el rendimiento se increment6 de 3 a 63%. Los diferentes estudios realizados por
otros autores [Sowbhagya et al.,, 2009] [Sowbhagya et al., 2011] [Hosni et al.,
2013], demuestran que la enzima, con la cual se obtiene el mayor rendimiento de
extraccion, no siempre es la misma, por lo que solo experimentalmente se puede
determinar cual enzima hay que utilizar, su concentracion y el tiempo de

incubacion
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Figura 7. Rendimiento de extraccion del aceite esencial para cada tratamiento

enzimatico. Superior: vista en tres dimensiones; inferior: vista del eje z.
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5.1.1 Andlisis de costos se llevo a cabo un estudio de los costos de produccion
de aceite esencial de L. origanoides, teniendo en cuenta la mano de obra,
materiales, insumo, herramientas y administracion. Se compararon las ganancias
producidas en los dos primeros afios por hectarea utilizando el tratamiento y sin

usarlo.

En la Tabla 11, se observa que en los dos primeros afios aun se esta pagando la
inversion realizada, mientras que al realizar el tratamiento enzimético en los dos

primeros afios ya se genera ganancia.

Tabla 11. Produccion de AE y ganancia por hectarea en los dos primeros afios

del cultivo.

Blanco (0,8%) é?gseo/:)\)zima
Cantidad de AE, kg 221,8 271,7
Precio por kg $135.000 $135.000
Precio total $29.937.600 $36.673.560
Ganancia (2 primeros afios) -$2.944.750 $947.138

5.2 Caracterizacion quimica de los aceites esenciales

La identificacion se realizé con base en sus espectros de masas (El, 70eV),
indices de retencion lineales (IRL) y usando las sustancias de referencia
certificadas (patron interno: n-tetradecano; patron externo: timol y carvacrol). Los
espectros de masas e indices de retencion lineales obtenidos se compararon con
los de las bases de datos Adams, NIST, Wiley y la base de datos
www.pherobase.com, lo que permitio realizar una identificacion tentativa de los

compuestos presentes en los aceites esenciales.
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Para la cuantificacion de los compuestos mayoritarios (timol y carvacrol), se
realizd curva de calibracion (Figuras 8 y 9). Para ello, se prepard una solucion
stock y a partir de ésta, se prepararon soluciones de trabajo, de diferente
concentracion, las cuales se analizaron bajo los mismos pardmetros
cromatograficos. Una vez se obtuvieron los datos, se construyeron las curvas de
calibracion (concentracion Vs area) para los dos compuestos patron empleados.
Para los deméas compuestos presentes en el aceite esencial, se realiz6 una
cuantificacion con patron interno (Istd). En la Figura 10, se presenta un perfil
cromatografico tipico de los metabolitos secundarios volatiles, aislados por
MWHD, de hojas y tallos de L. origanoides, quimiotipo timol. En las Tablas 12 —
16, se reportan los compuestos identificados y su concentracién expresada en
gramos (g) de compuesto por litro (L) del aceite; en los aceites obtenidos con y sin
tratamiento enzimatico (Viscozyme, Celluclast), experimentos 1 a 22. Los indices
de retencion experimentales que no aparecen en las Tablas 12 — 16 corresponden
a compuestos cuyos tiempos de retencion se encontraban por encima del tiempo
de retencion del hidrocarburo C25, o son compuestos que en columna polar

coeluyen con otros compuestos, por lo cual no son detectados.
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Figura 10. Perfil cromatografico tipico del aceite esencial de L. origanoides,

quimiotipo Timol. Columna apolar (DB-5MS) por GC-MS.
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Tabla 12. indices de retencion en columnas polar y apolar, de los compuestos presentes en el aceite esencial de L.

origanoides (quimiotipo timol), del experimento 1 al 5.

* .

N® Compuesto IRL exp DB_IR;“;B_ Concentracién en g/L, n=2

DB-5MS DB-WAX 5MS WAX Exp.1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp.5
1 B-Mirceno 989 1164 988 1165 3,89+0,05 3,8+0,8 35+0,2 3,3+0,3 2,98 £ 0,05
2 a-Terpineno 1019 1182 1022 1181 2,19+0,05 2,2+04 2,12 £ 0,07 20+0,2 1,80+ 0,01
3 p-Cimeno 1027 1274 1029 1250 11,5+0,3 12+2 10.1+£0.2 10,3+0,6 9,45 + 0,05
4 Limoneno 1033 - 1034 1200 0,67+0,01 0,89+0,01 0,62+0,03 0,61 + 0,05 0,56 + 0,01
5 1,8-Cineol 1036 - 1039 1224 0,48 +0,01 ND 0,60 = 0,02 ND 0,48 £ 0,01
6 y-Terpineno 1061 1249 1065 1250 8,4+0,2 81 8,4+0,2 8,1+0,7 7,3+0,3
7 Linalol 1099 1548 1107 1551 1,02+0,02 0,93+0,09 1,40+0,04 1,15+ 0,07 0,96 + 0,01
8 Umbelunona 1180 1651 1188 1652 1,7+0,3 ND ND ND 1,48 + 0,01
9 Terpinen-4-ol 1187 - 1189 1577 4,6+0,3 50+0,7 6+1 5+2 35+0,5
10 a-Terpineol 1204 - 1203 1705 0,38 +0,01 ND ND ND ND
11 Timol metil éter 1231 1598 1232 1599 4,1+0,2 3,0+£0,1 6,8+0,3 4,2+0,3 3,9+0,8
12 Timol 1295 2187 1290 2193 710 +53 665 + 12 645 + 25 728 + 20 675 + 46
13 Carvacrol 1301 2215 1304 2172 15+1 15,4+0,5 13,7+0,8 15,8+ 0,5 14,9+0,9
14 Acetato de timol 1348 1855 1350 1858 1,7+0,3 1,28+0,02 1,6+0,2 16+0,2 1,50 + 0,06
15 Eugenol 1358 - 1358 2080 0,42 +0,01 ND ND ND ND
16 trans-B-Cariofileno 1434 1611 1436 1606 11+1 7,0+£0,9 16,8 +0,8 11+1 11+£2
17 trans-a-Bergamoteno 1441 - 1435 1,8+£0,2 1,2+0,3 2,7%+0,2 1,9+0,2 19+0,3
18 a-Humuleno 1470 1684 1472 1674 71 49+0,8 10,3+0,7 7,7+0,7 7+1
19 B-Bisaboleno 1513 1731 1515 1745 1,9+04 15+0,2 24+0,3 20+0,2 2,1+0,2
20 Espatulenol 1591 2135 1595 2129 0,8+0,3 085+001 0,7+0,1 0,79 £ 0,07 0,76 £ 0,01
21 Oxido de cariofileno 1598 1998 1600 2005 11+3 953+0,04 102 10+1 9,7+0,2
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22 Epoxido de humuleno Il 1627  ----- 1629 1964 52 4,61+0,08 45+0,8 4,6 £0,5 45+0,1
23 y-Eudesmol 1644 - 1647 2184 0,48 +0,01 ND 0,41+0,01 ND 0,39 £ 0,02
24 a-Eudesmol 1672 --—--- 1674 2116 0,5+0,2 0,71+001 054+0,01 0,50 + 0,05 0,46 £ 0,01

*Indices de retencion lineales (IRL) reportados por otros autores: Hognadoéttir y Rouseff, 2003; Bicchi et al., 2003; Szafranek et al., 2005; Choi, 2003;
Stashenko et al., 2013

Tabla 13. indices de retencion en columnas polar y apolar, de los compuestos presentes en el aceite esencial de L.

origanoides (quimiotipo timol), del experimento 6 al 10.

N° Compuesto IRL *IRL iy Concentracién en g/L, n=2

DB-5MS DB-WAX DB-5MS DB-WAX  Exp.6 Exp. 7 Exp. 8 Exp. 9 Exp. 10
1 B-Mirceno 989 1164 988 1165 51+0,3 3,004 2,92+0,04 29x04 4,0+£0,5
2 a-Terpineno 1019 182 1022 1181 2,8+0,2 1,8+0,2 1,80+0,010 18x0,3 23%£0,3
3 p-Cimeno 1027 1274 1029 1250 15,2+ 0,7 101 9,17+£0,04 91 13+2
4 Limoneno 1033 - 1034 1200 0,8+£0,3 055+£0,05 055+£0,01 0,53+0,07 ND
5 1,8-Cineol 1036 - 1039 1224 ND 0,48+0,01 0,46+0,02 0,53+0,09 ND
6 y-Terpineno 1061 1249 1065 1250 9,9+0,6 7,3+05 7,17+0,04 77,2109 8+x1
7 Linalol 1099 1548 1107 1551 1,2+0,1 1,0+ 0,08 1,10+0,02 14zx0,2 09+0,1
8 Umbelunona 1180 1651 1188 1652 ND 1,6+0,2 1,85+0,06 24+04 1,25+ 0,01
9 Terpinen-4-ol 1187 - 1189 1577 54+05 40+0,2 4,6 +0,15 49+0,5 4,4+0,8
10 a-Terpineol 1204 - 1203 1705 ND 0,41+0,01 0,38+0,01 0,39+0,01 ND
11 Timol metil éter 1231 1598 1232 1599 34+0,2 4,0+£0,7 3,8+0,2 5,6+0,8 3,1+0,1
12 Timol 1295 2187 1290 2193 668 £ 21 728 £ 75 688 £ 12 677 £ 32 689 + 23
13 Carvacrol 1301 2215 1304 2172 152 162 149+0,8 15,2+0,3 15,6 +0,9
14 Acetato de timol 1348 1855 1350 1858 1,15+0,03 1,7x0,2 1,59+0,06 15zx0,1 1,26 £ 0,09
15 Eugenol 1358 @ --—--- 1358 2080 ND 054+£001 043+0,02 0,43+0,01 ND
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16 trans-B-Cariofileno 1434 1611 1436 1606 7,4+0,6 12+4 106 +0,2 15%2 6,5+0,1
17 trans-a-Bergamoteno 1441 - 1435 1,28 +0,02 2,0+0,7 1,76 +0,05 2,5+0,3 1,1+0,1
18 a-Humuleno 1470 1684 1472 1674 49+0,3 8+2 7,17+0,01 101 45+0,2
19 B-Bisaboleno 1513 1731 1515 1745 1,45+0,08 2,2+0,7 1,96 +0,01 2,4+0,2 1,5+0,2
20 Espatulenol 1591 2135 1595 2129 0,62+0,01 0,8+0,1 0,75+0,02 0,73+0,01 ND
21 Oxido de cariofileno 1598 1998 1600 2005 7,0+0,8 102 9,1+0,2 9,6+0,1 9,3+0,3
22 Epoxido de humuleno Il 1627 - 1629 1964 34+04 4,8+0,7 419+0,03 4,401 4,6 0,2
23 y-Eudesmol 1644 - 1647 2184 ND 0,47+0,01 0,37+0,01 0,36+0,01 ND
24 a-Eudesmol 1672 - 1674 2116 ND 050+0,05 046+0,03 046+001 0,74+0,01
*Indices de retencion lineales (IRL) reportados por otros autores: Hognadoéttir y Rouseff, 2003; Bicchi et al., 2003;
Szafranek et al., 2005; Choi, 2003; Stashenko et al., 2013

Tabla 14. indices de retencion en columnas polar y apolar, de los compuestos presentes en el aceite esencial de L.
origanoides (quimiotipo timol), del experimento 11 al 15.

N° Compuesto IRL *IRLjit Concentracion en g/L, n=2

DB-5MS DB-WAX DB-5MS DB-WAX Exp.11 =xp. 12 Exp. 13 Exp. 14 Exp. 15

1 B-Mirceno 989 1164 988 1165 35+055 336+009 26+02 39+0,8 3,604

2 o-Terpineno 1019 1182 1022 1181 21+0,3 2,06+0,04 16+0,1 2,2+0,4 2,0+0,2

3 p-Cimeno 1027 1274 1029 1250 102 10,1+04 83+04 12+2 10,8 0,8

4 Limoneno 1033 - 1034 1200 0,62+0,08 0,61+0,01 048+003 089+0,01 05+0,

5 1,8-Cineol 1036 - 1039 1224 0,56+0,06 050+0,05 0,43+0,04 ND ND

6  y-Terpineno 1061 1249 1065 1250 8+1 8,08+0,07 6,5+0,4 8,1+0,9 7,2+05
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9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

Linalol

Umbelunona
Terpinen-4-ol
a-Terpineol

Timol metil éter
Timol

Carvacrol

Acetato de timol
Eugenol
trans-p-Cariofileno
trans-a-Bergamoteno
a-Humuleno
[B-Bisaboleno
Espatulenol

Oxido de cariofileno

Epdxido de humuleno I

y-Eudesmol

a-Eudesmol

1099

1180
1187

1204
1231
1295
1301
1348
1358
1434
1441
1470
1513
1591
1598
1627
1644
1672

1107

1188
1189

1203
1232
1290
1304
1350
1358
1436
1435
1472
1515
1595
1600
1629
1647
1674

1551

1652
1577

1705
1599
2193
2172
1858
2080
1606

1674
1745
2129
2005
1964
2184
2116

1,4+0,2
2,2+05
5+2

0,36 £ 0,01
6,2+0,7
755+ 78
17+2
16+0,1
0,49 + 0,02
171
29+0,2
9+2
22+0,5
0,82 £0,03
9,5+0,5
4,34 + 0,05
0,38 £ 0,03
0,47+0,01

1,2+0,2
23+0,3
4,4+0,9
ND

5+£2

687 + 24
149+0,8
1,57 £ 0,06
0,48 + 0,01
14+3
22+04
9+1
23+0,1
0,8+0,2
11+2
5x1
04+0,1
05+0,1

10+04
2907
4+2
0,35+ 0,06
4,4+09
687 + 30
16,0+ 0,5
15+0.1
0,46 = 0,01
12+3
21+05
8§+2
2,2+03
0,72+ 0,03
9,05+ 0,92
2,42 +2,76
0,36 = 0,02
0,45+ 0,02

13+0,1
1,78 +0,05
4,93 + 0,07
ND
3,7+£0,1
814 £ 35
19,2+0,9
1,45+ 0,07
ND
9,6+0,1
1,78 + 0,07
69+04
2,2+0,2
1,12 +0,01
13+2
6+1
0,57 0,01
0,8+0,2

1,06 + 0,05
1,56 + 0,09
3,9+0,3
ND

3,05+ 0,07
666 + 31
159+0,1
1,19+0,08
ND
7,8+0,2
1,4+0,2
56+0,3
1,8+0,2
0,80+ 0,01
10,3+0,6
51+0,3
0,43 +0,04
0,7+0,1

*Indices de retencion lineales (IRL) reportados por otros autores: Hognadottir y Rouseff, 2003; Bicchi et al., 2003; Szafranek
et al., 2005; Choi, 2003; Stashenko et al., 2013
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Tabla 15. indices de retencion en columnas polar y apolar, de los compuestos presentes en el aceite esencial de L.

origanoides (quimiotipo timol), del experimento 16 al 20.

N° Compuesto IRL *IRL it Concentracioén en g/L, n=2

DB-5MS DB-WAX DB-5MS DB-WAX Exp. 16 Exp. 17 Exp. 18 Exp. 19 Exp. 20
1 B-Mirceno 989 1164 988 1165 4+0,8 3,8+0,6 4,71+0,07 5=x1 4+0,2
2 a-Terpineno 1019 1182 1022 1181 23+04 2,1+0,3 260+0,02 25+0,6 22+0,1
3 p-Cimeno 1027 1274 1029 1250 12+2 11+2 13,8+0,1 13+3 11,6+0,4
4  Limoneno 1033 - 1034 1200 ND 0,49 £ 0,01 0,56+0,01 050,21 0,48 £ 0,01
5 1,8-Cineol 1036 - 1039 1224 ND ND ND ND ND
6 y-Terpineno 1061 1249 1065 1250 8+1 7+1 9,07+£0,03 9z+2 7,7+0,3
7 Linalol 1099 1548 1107 1551 1,2+0,2 1,03 + 0,07 1,19+0,06 1,14+0,08 1,06+0,07
8 Umbelunona 1180 1651 1188 1652 ND ND 1,84+0,01 1,84+0,01 1,73+0,01
9 Terpinen-4-ol 1187 - 1189 1577 6+1 4,7+0,8 51+0,5 4,9+0,6 45+0,7
10 ao-Terpineol 1204 - 1203 1705 ND ND ND ND ND
11 Timol metil éter 1231 1598 1232 1599 3,2+0,6 29+0,2 35+0,2 3,2+0,2 3,00 £ 0,08
12 Timol 1295 2187 1290 2193 732+ 89 698 + 46 759 + 87 722 + 49 668 + 17
13 Carvacrol 1301 2215 1304 2172 18+1 171 18+ 2 17+2 15,8+0,5
14  Acetato de timol 1348 1855 1350 1858 1,3+£0,2 1,17 £ 0,05 1,3+0,1 1,1+£0,2 1,01 £0,03
15 Eugenol 1358 - 1358 2080 ND ND ND ND ND
16 trans-B-Cariofileno 1434 1611 1436 1606 9+1 84+0,6 8,2+0,6 7,4+0,9 8,1+0,8
17 trans-a-Bergamoteno 1441 - 1435 1,7+0,3 15+£0,1 151+£0,09 1,4+0,2 1,6+0,2
18 a-Humuleno 1470 1684 1472 1674 6,4+0,9 6,1+0,5 6,01+0,4 5+1 6,0+0,7
19 -Bisaboleno 1513 1731 1515 1745 21+04 1,97 £ 0,09 20+0,2 19+05 20+0,3
20 Espatulenol 1591 2135 1595 2129 0,83+0,03 0,80+0,03 09+0,1 0,8+0,2 0,8+0,2
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21
22
23
24

Oxido de cariofileno
Epoéxido de humuleno Il
y-Eudesmol

a-Eudesmol

1598
1627
1644
1672

1600
1629
1647
1674

2005
1964
2184
2116

11+1
55+0,5
ND
ND

11,2+0,3
54+0,2
0,47 £0,01
0,6+0,2

115+04
56+0,2
0,49 +0,01
0,83+0,01

11+4
52

0,56 + 0,01
0,57+0,01

11+2
5x1

0,52 £ 0,01
0,82 +0,01

*Indices de retencion lineales (IRL) reportados por otros autores: Hognadottir y Rouseff, 2003; Bicchi et al., 2003; Szafranek et

al., 2005; Choi, 2003; Stashenko et al., 2013
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Tabla 16. Composicion del aceite esencial de L. origanoides (quimiotipo timol),

obtenido en los experimentos 21y 22.

N° Compuesto IRL *IRLit Concentracioén en g/L, n=2
DB-5MS DB-WAX DB-5MS DB-WAX Exp. 21 Exp. 22

1  B-Mirceno 989 1164 988 1165 41+ 0,1 4+0,5

2  a-Terpineno 1019 1182 1022 1181 2,28 £ 0,07 2,2+0,2

3  p-Cimeno 1027 1274 1029 1250 12,1+0,7 12,4+0,9

4  Limoneno 1033 - 1034 1200 4,48 + 0,02 0,87 + 0,01

5 1,8-Cineol 1036 - 1039 1224 ND ND

6  y-Terpineno 1061 1249 1065 1250 78+0,3 7,7+0,6

7  Linalol 1099 1548 1107 1551 1,04 £ 0,02 1,04 £ 0,03

8  Umbelunona 1180 1651 1188 1652 1,75+ 0,01 1,52+0,01

9  Terpinen-4-ol 1187 - 1189 1577 45+0,9 4+1

10 a-Terpineol 1204 - 1203 1705 ND ND

11 Timol metil éter 1231 1598 1232 1599 2,95+ 0,05 2,92 +0,01

12 Timol 1295 2187 1290 2193 644 + 19 660 + 12

13  Carvacrol 1301 2215 1304 2172 15,2+ 0,5 15,7+0,2

14  Acetato de timol 1348 1855 1350 1858 1,1+0,1 0,98 + 0,03

15 Eugenol 1358 - 1358 2080 ND ND

16 trans-B-Cariofileno 1434 1611 1436 1606 76+0,3 6,5+0,5

17 trans-a-Bergamoteno 1441 - 1435 1,41 +£0,05 1,2+0,1

18 a-Humuleno 1470 1684 1472 1674 55+0,3 4,7+0,3

19 B-Bisaboleno 1513 1731 1515 1745 1,8+0,2 1,6+0,1

20 Espatulenol 1591 2135 1595 2129 0,8+0,1 0,69 + 0,01

21 Oxido de cariofileno 1598 1998 1600 2005 10+1 9,3+0,3

22 Epo6xido de humuleno Il 1627 - 1629 1964 4,7+0,7 46+0,1

23  y-Eudesmol 1644 - 1647 2184 0,47 £ 0,01 0,42 £ 0,01

24  a-Eudesmol 1672 - 1674 2116 0,79+0,01 0,70+ 0,01

*Indices de retencion lineales (IRL) reportados por otros autores: Hognadottir y Rouseff, 2003; Bicchi

et al., 2003; Szafranek et al., 2005; Choi, 2003; Stashenko et al., 2013.

Se identificaron y cuantificaron 24 metabolitos secundarios presentes en el aceite

esencial;

los compuestos mayoritarios fueron: el timol (643 - 814 g/L), carvacrol

(15 - 19 g/L), p-cimeno (10 - 14 g/L), oxido de cariofileno (9 - 13 g/L) y trans-B-
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cariofileno (de 6 - 9 g/L); estos compuestos se encuentran en cantidades relativas
mayores de 0,8% en el aceite esencial. Los demas compuestos identificados y

cuantificados se encuentran en una concentraciéon menor del 0,4%.

En las Figuras 11 y 12, se puede observar la variacion de los compuestos
mayoritarios del aceite esencial para cada tratamiento enzimatico con Viscozyme®.
El mayor contenido de timol, carvacrol y trans-p-cariofileno, se obtuvo en el
tratamiento con concentracion de enzima 0,1% y tiempo de incubacién 90 min. La
concentracion del p-cimeno y o6xido de cariofileno disminuy6 con el tratamiento
enzimatico, teniendo la mayor concentraciéon en los blancos de extraccion, sin

tratamiento enziméatico.

61



Figura 11. Variacion en la concentracion de los componentes mayoritarios en los
aceites esenciales extraidos con tratamiento enzimético con Viscozyme®, con
tiempos de incubacion de 30 y 60 min.
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Figura 12. Variacidén en la concentracién de los componentes mayoritarios en los
aceites esenciales extraidos con tratamiento enzimatico de tiempo de incubacion
de 90, y variacion de la concentracion de timol a diferente tratamiento enzimatico

con Viscozyme®.
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En las Figuras 13 y 14, se puede observar la variacion de los compuestos
mayoritarios del aceite esencial para cada tratamiento enzimatico con Celluclast®,
el mayor contenido de timol, carvacrol, 6xido de cariofileno y trans-B-cariofileno, se
obtuvo en el tratamiento con concentracion de enzima 0,1% y tiempo de tiempo de
incubacion 30 min. En el tiempo de incubacion de 30 min, los compuestos
mayoritarios tienen a disminuir al aumentar la concentracion de enzima. La
concentracion del p-cimeno disminuyd con el tratamiento enzimatico, teniendo la
mayor concentracion en los blancos de extraccion, los cuales no fueron tratados
con enzima. Esto puede estar influenciado por la enzima, como se mencioné
antes, al aumentar la concentracion de enzima disminuye la actividad de la misma,
lo cual puede producir que algunas células donde se almacenan estos

compuestos no sean afectadas, manteniéndolos retenidos en el material vegetal.
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Figura 13. Variacidén en la concentracién de los componentes mayoritarios en los
aceites esenciales extraidos con tratamiento enzimatico con Celluclast®, con

tiempos de incubacion de 30 y 60 min.
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Figura 14. Variacidén en la concentracién de los componentes mayoritarios en los
aceites esenciales extraidos con tratamiento enzimatico de tiempo de incubacion
de 90, y variacion de la concentracion de timol a diferente tratamiento enzimatico

con Celluclast ®.
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5.2.1 Andlisis de los componentes principales (PCA) del AE extraido bajo
diferente tratamiento enzimético Para establecer las comparaciones entre los
tratamientos enzimaticos, se realizd el analisis de componentes principales (PCA,
STATISTICA Version 8), construido con base en las combinaciones lineales de las
cantidades de los componentes presentes en los aceites esenciales (Tablas 12 —
16). Con estos datos, el analisis de componentes principales mostroé que al utilizar
los primeros tres componentes (factores 1 a 3), se representa el 65,4% de la

informacion (el factor 1 representa el 34,22%, el factor 2 el 16,54% y el factor 3 el
14,74%)

Figura 15. Analisis de los componentes principales (PCA) del AE extraido bajo
diferente tratamiento enzimético.
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En la Figura 15 se aprecia que el blanco de extraccion y los aceites resultantes
del tratamiento con la enzima Viscozyme®, con excepcién del experimento 4,
tuvieron una composicion muy similar. Este grupo (Zona sombreada de color
verde en la Figura 15) se distingue por tener un mayor contenido de trans-B-
cariofileno (13,3 g/L), trans-a-bergamoteno (2,2 g/L), a-humuleno (8,4 g/L) y 1,8-

cineol (0,5 g/L), en comparacién con los demas aceites.

La zona sombreada de color rojo (Figura 15), hace referencia a algunos aceites
resultantes del tratamiento enzimatico con Celluclast®; estos aceites se

caracterizan por tener un mayor contenido de Limoneno (1,36 g/L).

Los aceites resultantes de los experimentos 14, 18 y 19 tuvieron las cantidades
mas altas de timol (814, 759y 722 g/L, respectivamente) y carvacrol (19,2, 18y 17
g/L, respectivamente). En estos tres casos, se utilizé la enzima Celluclast®; para el
experimento 14, se registrd el mayor rendimiento de extraccion del AE.

El experimento 3, tratado con Viscozyme®, y el experimento 6, un blanco de
extraccion, son los AE con el contenido de timol mas bajo (645 g/L), aun asi,
difieren en su posicién en la grafica, debido a que el experimento 3 posee una
cantidad de trans-B-cariofileno, trans-a-bergamoteno, a-humuleno y 1,8-cineol,

similar a los experimentos de la Zona sombreada de color verde.

Se observé que, no solo el rendimiento de extraccion del AE fue afectado por el
tratamiento enzimatico, también, la concentracion de sus compuestos
mayoritarios, asi como lo reportaron Sowbhagya y colaboradores (2010), quienes
observaron que el componente mayoritario del AE de comino fue afectado por el
tratamiento enzimatico, el y-terpineno aumentd levemente del 25 al 29%, con
celulasa, y del 25 al 27,5%, con Viscozyme®. Hosni y colaboradores (2013)

observaron un fendmeno similar en el AE de romero, en el que el componente
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mayoritario, 1,8-cineol, disminuy6 su cantidad de 55,9 a 49,9%, en un tratamiento
enzimatico con celulasa, mientras que el alcanfor presente en el mismo AE,

incrementd su cantidad de 10,6 a 12,6%.

La efectividad del tratamiento enzimatico, puede variar para cada planta o material
vegetal con el cual se trabaje, debido, en gran parte, a la forma en la cual se
encuentre la celulosa (cristalina o amorfa), que forma la pared celular de las
células vegetales, razon por la cual los resultados encontrados por otros autores
no son comparables entre si, debido a que estas enzimas solo actuan sobre la
celulosa amorfa: entre mas celulosa amorfa componga la pared celular en estas

plantas mayor sera su actividad.
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6. CONCLUSIONES

1. El analisis de la varianza muestra que solo la concentracién de enzimay el
tiempo de incubacion tuvieron una influencia significativa sobre el

rendimiento de extraccion del AE.

2. Los tratamientos enzimaticos se llevaron a cabo con dos enzimas,
Celluclast® y Viscozyme®, los cuales presentaron un incremento maximo en
el rendimiento de extraccion del aceite esencial con respecto al blanco de
extraccion de 24%, para Viscozyme®, y 24,9%, para Celluclast®, en el
tratamiento con la enzima en concentracién de 0,1% y el tiempo de

incubaciéon 90 min.

3. En el tratamiento enzimatico con Celluclast®, el rendimiento de extraccion
de AE fue influenciado por la concentracion de enzima. Al aumentar la
cantidad de enzima, el rendimiento de extraccion disminuyd, para tiempos
de incubacién de 30 y 90 min. Con la enzima Viscozyme®, el rendimiento de
extraccion presenté la misma tendencia, solo en los tratamientos realizados

a 60 min de tiempo de incubacion.

4. La composicion quimica de los aceites esenciales no presentd una
variacion en el niumero de compuestos, pero si se observé, que la cantidad
de los compuestos mayoritarios varid. Para los tratamiento realizados con
Viscozyme®, el carvacrol, p-cimeno y 6xido de cariofileno, no variaron
significativamente con relacion al blanco; caso contrario se presenté con el
timol y trans-B-cariofileno, los cuales disminuyeron al aumentar la
concentracién de enzima. En los tratamientos con Celluclast®, el timol,
carvacrol, oxido de cariofileno y trans-p-cariofileno tuvieron su maxima

concentracion en el tratamiento con enzima al 0,1% y tiempo de incubacion
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de 30 min, y se observé que la concentracion de estos compuestos

disminuy0 al incrementar la concentracién de enzima.

Los tratamientos que presentaron un mayor rendimiento de extraccion del
AE y en los cuales se obtuvieron las concentraciones mas altas de sus
compuestos mayoritarios son tiempo de incubacion 90 min y concentracion
de enzima 0,1% (Viscozyme®) y tiempo de incubacién 30 min vy
concentracion de enzima 0,1% (Celluclast®).
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7. RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos para cada tratamiento enzimético, se
recomienda llevar a escala industrial el presente estudio para realizar un estudio

de costos mas detallado.
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