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RESUMEN

TITULO:EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS ACEITES ESENCIALES Y
EXTRACTOS DE TRES QUIMIOTIPOS DE Lippia origanoides, POR LOS METODOS TEAC Y
ORAC, Y SU EFECTO PROTECTOR EN UNA MATRIZ PORTADORA DE VITAMINA F (ACEITE
DE SEJE)*.

AUTOR: Alejandra Gonzéalez Hurtado**; Laura Guarguati Guarguati**

PALABRAS CLAVES: Lippia origanoides, hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas
(MWHD), extraccién por solvente, peroxidacion lipidica, capacidad de absorcién de radicales
oxigeno, ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS™

La presente investigacion consistio6 en determinar la capacidad antirradicalaria de los aceites
esenciales (AE) y extractos de tres quimiotipos de la especie Lippia Origanoides, cultivada y
recolectada en la zona de siembra del CENIVAM, ubicado en el campus principal de la Universidad
Industrial de Santander (UIS), Bucaramanga, mediante los métodos ORAC y TEAC en un lector de
microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ Il Microplate Multimode Reader, con microplacas
de poli(estireno) de 96 pozos y equipado con médulos de absorbancia UV-Vis y fluorescencia
(Sunnyvale, CA, EE.UU.); y mediante el monitoreo del hexanal como producto del deterioro
oxidativo del acido linoléico presente en el aceite de seje, para lo cual, se empled la
microextraccién en fase solida en modo head-space (HS-SPME), y la cromatografia de gases con
detector de micro-captura de electrones (GC-u-ECD) para la medicién del derivado hidrazénico
obtenido por derivacion del hexanal con pentafluérfenilhidracina (PFPH).

Los resultados obtenidos en el ensayo ORAC mostraron que los AE y los extractos presentaron
mayor capacidad de atrapar radicales peroxilo frente a los antioxidantes comerciales, BHT y a-
tocoferol. Mientras que en el ensayo TEAC, solo los AE de los quimiotipos timol y carvacrol, fueron
los Unicos que presentaron mayor capacidad de atrapar el catién-radical ABTS™ Frente a los
antioxidantes comerciales. Por otro lado, el grado de proteccion del extracto del quimiotipo
felandreno (73 + 2%) y la mezcla de los aceites esenciales, quimiotipo carvacrol y timol, en
proporcién (1:1) (72 £ 2%), en la peroxidacion lipidica del aceite de seje, mostraron mayor
capacidad antirradicalaria con respecto a las sustancias control BHT (66 + 3%) y a-tocoferol (60 +
3%).

* Trabajo de grado
wk Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora, Elena E. Stashenko; Co-director: Jairo René
Martinez
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ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT CAPACITY OF THE ESSENTIAL OILS AND
EXTRACTS OF THREE CHEMOTYPES OF Lippia origanoides by TEAC AND ORAC METHODS,
AND ITS PROTECTIVE EFFECT IN A CARRIER MATRIX OF VITAMIN F (SEJE OIL)*.

AUTHOR: Alejandra Gonzalez Hurtado**; Laura Guarguati Guarguati**

KEYWORDS: Lippia origanoides, microwave assisted hydrodistillation (MWHD), extraction by
solvent, lipid peroxidation, absorption capacity of oxtygen radicals, Antioxidant activity applying an
improved ABTS radical cation decolorization assay.

The present investigation consisted in determine the antiradical capacity of the essential oils (AE)
and extracts from three chemotypes of Lippia origanoides species, cultivated and harvested in the
area of planting CENIVAM, located on the main campus of the Universidad Industrial de Santander
( UIS), Bucaramanga by ORAC and TEAC methods in a microplate reader Turner Biosystems Inc.,
ModulusTM II Microplate Multimode Reader microplate poly (styrene) of 96 wells and equipped with
modules of absorbance UV-Vis and fluorescence (Sunnyvale , CA, USA) and by monitoring the
hexanal as product of oxidative degradation of linoleic acid present in seje oil, for which was used
the solid phase microextraction head-space mode (HS-SPME ), and gas chromatography with
detector of micro-capture's electron (u-GC-ECD) for measuring the derivative obtained by derivation
hydrazonic with pentafluérfenilhidracina hexanal (PFPH).

The ORAC test results showed that the AE and the extracts showed greater capacity trapping
peroxyl radicals compared with commercial antioxidants, BHT and a-tocopherol. While in the TEAC
assay, only the AE of thymol and carvacrol chemotypes were the only ones that showed the
greatest ability to trap-radical cation ABTS ™ compared with commercial antioxidants. Furthermore,
the degree of abstract protection of phellandrene chemotype (73 + 2%) and the mixture of essential
oils, carvacrol and thymol chemotype, in proportion (1:1) (72 + 2%), in the seje oil's lipid
peroxidation showed higher antiradical capacity with respect to control substances BHT (66 + 3%)
and a-tocopherol (60 + 3%).

* Collegue thesis
b Sciences Faculty, School of Chemistry. Director, Elena E. Stashenko; Co-director, Jairo

René Martinez.
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales (AE) y extractos de plantas aromaticas han exhibido
actividad bioldgica, tales como antifingica, antiviral, insecticida, antioxidante, entre
otras [1]. Por ello, plantas con estas caracteristicas se convierten en una fuente
alternativa con propiedades bioldgicas capaces de sustituir componentes
artificiales. Colombia puede representar para los empresarios del sector de
Cosméticos y Productos de Aseo, entre otros, una gran oportunidad como lugar
para el establecimiento de sus empresas, ya que es un pais que posee una
ventaja comparativa grande, por su inmensa riqueza en recursos naturales [2].
Colombia, actualmente, es considerado el segundo pais, después de Brasil, con
mayor diversidad floristica, donde se reportan 50.000 especies de flora, en la que
6.000 cuentan con caracteristicas medicinales y 18.000 son especies endémicas
[2]. Por lo cual, la diversidad quimica y biolégica que poseen las plantas se

convierte en el principal objeto de estudio de muchos grupos de investigacion.

El desarrollo industrial creciente para satisfacer las necesidades de la sociedad,
ha impulsado la busqueda de sustancias de origen natural o sintético que puedan
presentar algun tipo de actividad biologica. Ejemplo de esto es el interés por
encontrar nuevos compuestos 0 mezclas antioxidantes, que sean ampliamente
utilizados como conservantes en cosméticos, alimentos, polimeros, combustibles,
lubricantes, productos de aseo personal, entre otros. En el caso particular del
sector cosmeético, el uso de productos cosméticos y de aseo personal, que
contienen antioxidantes sintéticos, puede causar en el consumidor lesiones en la
piel, relacionadas con diferentes formas de dermatitis, alergias, infecciones
bacterianas, problemas de pigmentacion e incluso un cancer [1]. En consecuencia,
el sector cosmético busca aumentar los beneficios de sus productos, innovando en

el mercado con productos naturales, especialmente, en los de origen vegetal. De
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ahi, que sea de particular importancia el desarrollo de métodos para la evaluacion

de las propiedades antioxidantes de las plantas.

La capacidad antioxidante se utiliza ampliamente como parametro para
caracterizar diferentes materiales vegetales. Esta capacidad se relaciona con
compuestos capaces de proteger un sistema bioldgico del efecto, potencialmente
dafino, de aquellos procesos que causan excesiva oxidacion e involucran
especies reactivas de oxigeno. Existen diversos métodos para la evaluacion de la
capacidad antioxidantes de muestras bioldgicas. Algunos de ellos utilizan la
produccion de un radical organico o especies reactivas del oxigeno, y otros se

basan en la oxidacién-reduccién de iones metalicos.

En el presente trabajo, se evaluaron in vitro las propiedades antioxidantes de
aceites esenciales y extractos obtenidos de tres quimiotipos de la especie Lippia
origanoides; Familia Verbenacea. Se utilizaron métodos colorimétricos de
screening (ensayos con el cation-radical ABTS™) y de fluorescencia (ORAC),
implementados en un lector de microplacas. Ademas, se evalu6 el grado de
proteccion de los AE y extractos contra el deterioro oxidativo, mediante el
seguimiento y monitoreo del hexanal, compuesto generado durante la oxidacion
del aceite de seje por la degradacion oxidativa del acido linoléico; el aceite fue
sometido a un proceso de oxidacion “acelerada” inducida por radiacion UVA. Con
el fin de cuantificar el producto de la oxidacion se realizd la derivacién con
pentafldorfenilhidrazina (PFPH), usando microextraccion en fase sélida (SPUE) y

cromatografia de gases con detector selectivo de p-captura de electrones.
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1 ESTADO DEL ARTE

1.1 Lippiaoriganoides

Lippia origanoides pertenece al género Lippia de la familia Verbenaceae. También
se le conoce como “orégano mexicano”, “orégano de monte” (Costa Rica,
Guatemala, Honduras y México) y “orégano de menudo” (Nicaragua) [3]. La familia
Verbenaceae se caracteriza por presentar especies con diversidad de quimiotipos,
para lo cual, la composicion quimica de los AE determina sus diferentes

aplicaciones [4].

Lippia origanoides es un arbusto delgado perenne, que crece de 1 a 2 m de altura,
presenta numerosas ramas, hojas aromaticas, ovadas, pilosas, con un margen
finamente delgado y textura rugosa, que presentan de 2 a 4 cm de largo [3]. Sus

flores dentadas son de color blanco y densamente pilosas [5]. (Figura 1).

Figura 1. Lippia origanoides cultivada en CENIVAM-UIS, Bucaramanga.

Fotos tomadas por Alejandra Gonzélez. Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: Agosto de 2012.
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Se ha reportado la existencia en diferentes partes de la planta de glicésidos
saponinicos, taninos, triterpenos y, en el AE, se ha encontrado compuestos como
borneol, canfeno, carvacrol, trans-B-cariofileno, 1,8-cineol, p-cimeno, eugenol,
humuleno, lapachol, mirceno, naringenina, a-pineno, B-pineno, pinocembrina,

terpinen-4-ol, a-terpineno, a-terpineol, a-tujeno y timol [3,5].

La planta es originaria de América; se distribuye desde el sur de Texas hasta el

norte de Costa Rica, en Colombia, Venezuela y el sur de Brasil [3,6].

Lippia origanoides se utiliza como hierba para culinaria o como medicina para
afecciones respiratorias y digestivas. Se le atribuyen propiedades antioxidante,
antiséptica, aromatica, carminativa, cicatrizante, desinflamante, digestiva,
emenagoga, espasmolitica, estimulante, estomaquica, expectorante, sudorifica y

ténica [3].

Estudios han demostrado que el AE de Lippia origanoides es un antioxidante, que
no presenta citotoxicidad en células Vero, inhibe el desarrollo de hongos de los
géneros Asperillas y Candida, promatigotes de Leishmania chagasi y algunas
bacterias incluyendo Escherichia coli, Staphylococcus aureus ATTCC 25923 y
Salmonella tiphymurium ATCC 13313 [7,8].

1.2 ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS

Los aceites esenciales son el resultado del metabolismo secundario de las
plantas. Son mezclas de varias sustancias quimicas, que se encuentran
almacenadas en las células vegetales, y que dan la fragancia caracteristica de

algunas flores, arboles, semillas, etc. Se les llama “aceites esenciales” porque
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presentan compuestos volatiles, que por su estructura molecular, generan

estimulos en el sistema olfativo del ser humano [9].

La actividad biol6gica, que presentan los AE, entre ellas, antimicrobiana,
antioxidante, fungicida, analgésica, sedativa, antiinflamatora, espasmolitica, se
derivan de los mecanismos de defensa desarrollados por la planta contra los
insectos, animales herbivoros, que disminuye, en algunos casos, el apetito de
estos por la planta. Dichas propiedades se aprovechan en las industrias
cosmeética, licorera, tabacalera, alimenticia, farmacéutica, entre otras [10,11].

Los extractos constituyen la fraccion no volatil de los principios activos y, por ser
no volatilizables o ser inestables con la temperatura, no se pueden extraer
mediante destilacion como ocurre con los AE, sino que se extraen mediante
diversas técnicas utilizando solventes, como agua, etanol o éter, que penetran el
material vegetal seco o fresco y disuelven las sustancias; luego el solvente se
evapora y se concentra a baja temperatura, para obtener la fraccion que se va a
utilizar [12].

1.3 COMPUESTOS FENOLICOS

Generalidades. Los compuestos fendlicos son estructuras quimicas formadas por
uno o mas anillos aromaticos unidos a uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo,
también, derivados funcionales como ésteres, metil ésteres, glicésidos, etc. Estos
abarcan un grupo amplio y diverso de compuestos, que presentan funciones,
como contribuir al crecimiento y desarrollo de la planta, hasta crear su propio

mecanismo de defensa contra agentes agresores externos, la radiacion UV, los
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microorganismos, insectos y otros animales herbivoros, y al entorno (medio
ambiente) [11].

De acuerdo con la diversidad quimica, los compuestos fendlicos tienen diversas
funciones en las plantas, y su presencia depende de la especie vegetal, asi como
también, de la parte de la planta considerada (frutos, semillas, hojas, tallos, etc.) y
las condiciones agrocliméticas de su cultivo. Estos compuestos se clasifican en
grupos, segun el numero de carbonos que conforman la molécula, por ejemplo:
acidos fendlicos, cumarinas, naftoquinonas, xantonas, estilbenos y flavonoides. De
modo general, su clasificacion se basa en la distincion entre compuestos
flavonoides y no flavonoides. En estos ultimos, se encuentran los &cidos fendlicos
y estilbenos; entre los acidos fendlicos, se destacan los acidos hidroxibencénicos y

hidroxicinamicos, derivados del acido benzoico y cinamico, respectivamente [11].

1.3.1 Flavonoides. Los flavonoides son polifenoles que se caracterizan por
poseer dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de tres atomos de
carbono, es decir, presentan un esqueleto carbonado Cgs-C3-Cg. Estan compuestos
por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano. Dentro
del grupo de esta gran familia, los més destacados, por su interés farmacolégico,
son las flavonas, flavonoles, flavanonas, antocianidinas, catequinas y sus

correspondientes glucésidos (Véase Figura 2) [11].

Los flavonoides se encuentran hidroxilados en las posiciones 3, 57, 3’, 4 5. La
presencia 0 ausencia de un grupo hidroxilo unido a la posicion 3 determina el tipo

de flavonoide.

Los flavonoides, en particular, exhiben una amplia gama de efectos bioldgicos,

incluyendo actividades antibacteriana, antiviral, antiinflamatoria, antialérgica,
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antitumoral, antifingica, como también, capacidad antioxidante de vitaminas y
acidos grasos insaturados, mediante su actividad atrapadora de radicales libres
[13].

Figura 2. Estructura basica y ejemplos de flavonoides
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La accion antioxidante de los compuestos fendlicos resulta de sus propiedades
guelantes para formar complejos con metales di- o trivalentes y de la capacidad
secuestradora de radicales libres [13]. Sus caracteristicas antioxidantes, se deben
a que estabilizan las especies reactivas de oxigeno (ERO), tales como el anion
superoxido y el radical hidroxilo; esto se debe a la presencia de grupos hidroxilo
unidos a un anillo bencénico, que facilitan, ademas, la deslocalizacion electrénica,

porque disminuyen la energia y la reactividad del nuevo radical formado [11].

Este grupo de compuestos quimicos presenta un gran interés desde el punto de
vista tecnoldgico y nutricional, por su contribucion al mantenimiento de la salud
humana; este tema se estudia intensamente mediante ensayos in vivo € in vitro
[13]. Ademas, se destaca su papel protector preventivo en el desarrollo del cancer,

enfermedades cardiovasculares y en procesos de envejecimiento; asi mismo, en
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la industria cosmética se aprecian por su capacidad de disminuir la
hiperpigmentacion de la piel, que se produce durante el embarazo y durante la

vejez, y por presentar una actividad desodorante [13, 15].

1.4 METODOS DE EXTRACCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Existe una gran variedad de métodos empleados para la obtencién de los
metabolitos secundarios de las plantas, entre los cuales se encuentran la
hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas (MWHD), extraccién con
fluido supercritico (SFE), destilacion-extraccién simultanea (SDE), extraccion

sélido-liquido con metanol, etanol, acetona u otros disolventes. [15, 16].

1.4.1 Hidrodestilacién asistida por la radiacion de microondas (MWHD). Esta
técnica se basa en el mismo principio de métodos de extraccion como la

hidrodestilacién por arrastre con vapor o hidrodestilacién simple [17].

La técnica consiste en la transformacién de la energia de las microondas en
energia calorica, que entra en contacto con el material vegetal sumergido al agua.
Bajo el efecto de la radiacion, el agua se calienta hasta ebullicion, disolviendo
parcialmente el AE alojado en los tejidos vegetales. Las estructuras celulares, que
contienen a las esencias se rompen por efecto de su presion de vapor; el aceite se
libera, y se dirige, junto con el vapor de agua, al recipiente tipo Clevenger donde

se colecta, se condensa y se separa por decantacion [17, 18].

La técnica es eficaz para la extraccion de los aceites esenciales a escala de
laboratorio, debido a la sencillez del montaje, la rapidez para la obtencion del

aceite y su relativa economia. La ventaja de usar la energia de microondas, y no
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una fuente de calor en contacto directo, permite un calentamiento mas efectivo y

una rapida transferencia de energia [19].

1.4.2 Extraccién con disolvente. Esta técnica emplea una fase liquida, para
aislar los analitos de la matriz. Comunmente en la extraccion de compuestos
fendlicos se utilizan disolventes polares diluidos en diferentes proporciones con

agua, a saber: metanol, etanol y acetona [20].

En la SE (SE, Solvent Extraction, por sus siglas en inglés) los compuestos de
interés se aislan de la muestra, mientras el disolvente puede removerse del
extracto sin afectar la composicion de la muestra. La eficiencia de la extraccidon
depende principalmente de tres factores, a saber: (1) solubilidad, (2) transferencia
de masa y (3) efecto de matriz [18]. Aunque la extraccion con disolvente se utiliza
ampliamente, la técnica presenta desventajas, entre ellas, el consumo de
disolventes es alto y el tiempo de extraccion es prolongado, se generan residuos

no deseados y puede suceder la co-extraccion de interferencias [21].

1.5 SEPARACION E |IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS

1.5.1 Cromatografia de gases. Es una técnica analitica, utilizada para separar
los componentes de una muestra y, al mismo tiempo, determinar sus
concentraciones. Las separaciones cromatogréaficas utilizan repartos selectivos de
los componentes de la muestra entre una fase estacionaria, que permanece
inmovilizada en el interior de una columna, y una fase mévil, que la atraviesa. Una
columna GC capilar consta de dos partes principales: tubo y fase estacionaria.

Una pelicula fina (de 0,1 a 10,0 um) de un polimero térmicamente estable, con un
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elevado peso molecular, recubre la pared interna del tubo de diametro pequefio
(entre 0,05y 0,53 mm) [22,23].

La columna se encuentra dentro del horno, donde la temperatura se ajusta segun
los requerimientos de analisis. La temperatura optima de la columna depende del
punto de ebullicion de los analitos en la muestra y del grado de separacién
requerido. Los analitos, que eluyen de la columna, pasan a un detector, que
registra las diferentes sustancias y genera una sefal proporcional a su cantidad
[24,25].

1.5.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. La
combinacion de la cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC-MS,
por sus siglas en inglés, Gas Chromatography-Mass Spectrometry) es una de las
herramientas analiticas mas poderosas. En los ultimos afios, se ha demostrado
que es uno de los métodos mas eficientes y utilizados para el estudio de la

composicion de los AE de diversas plantas [26,27].

Los componentes del AE pueden ser simultaneamente separados e identificados
con base en los tiempos de retencion, indices de retencion lineal (LRI) y los

patrones de fragmentacion, Unicos para cada sustancia [29].

Los tiempos de retencién de la sustancia y de los de hidrocarburos lineales se
utiizan para determinar los llamados indices de retencion lineales (Véase
Numeral 3.4.1), que sirven para identificar tentativamente los compuestos, pues
todas las sustancias, que se analizan por GC, tienen LRI diferentes. Una
identificacién tentativa por espectrometria de masas se hace por comparacion del

espectro de masas de la sustancia con los espectros de distintas bases de datos,
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e.g., Adams, NIST, Wiley. La identificacion confirmatoria se hace con los patrones

certificados.

1.5.3 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Es la técnica més usada
para el andlisis de compuestos fendlicos en diferentes matrices. En general, para
el analisis de flavonoides se ha empleado principalmente la cromatografia liquida
en fase reversa (RP-HPLC), es decir, cuando la fase estacionaria posee menor

polaridad que la fase movil [29].

Los gradientes de elucidon se realizan con sistemas binarios de disolventes, tales
como: soluciones acuosas acidificadas con acidos acético, trifluoroacético,
perclorico, o-fosférico o férmico, o con buffer, acetato o formiato en agua (solvente

A) y con metanol, acetonitrilo como modificadores organicos (solvente B) [29, 30].

En cuanto a los sistemas de deteccion, tres, de los mas empleados, son UV-Vis,
detector con arreglo de diodos (DAD) y MS. Todos los compuestos fendlicos
contienen, por lo menos, un anillo aromatico; en consecuencia, absorben luz
ultravioleta [26]. Para el caso de los flavonoides, el primer maximo se encuentra
entre 240-285 nm, debido al anillo A y, el segundo maximo, se presenta en el
rango de 300-550 nm, debido al anillo C [29].

1.6 PRODUCTOS COSMETICOS

1.6.1 Definicion de productos cosméticos. Cosmetic Toiletry Fragance
Association (CTFA) define “cosméticos” como articulos que, ungidos, frotados,
introducidos o aplicados en el cuerpo humano, tienen como finalidad la limpieza, el
embellecimiento, el promover atractivo o alterar apariencia, no se incluyen los
jabones [31].
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1.6.2 Cosmecéuticos. El creciente interés de los consumidores por aquellos
productos que poseen ingredientes naturales ha abierto la puerta para los
denominados “cosmecéuticos”, término que se empled por primera vez en 1946,
pero sélo hasta 1981 este concepto tomé fuerza cuando Albert M. Kligman, lo usé
para describir un grupo de productos con caracteristicas cosméticas y
medicinales. Sin embargo, para la Food and Drug Administration (FDA) es un
medicamento. Para la industria de cosmética, los cosmeceéuticos se describen
como productos que se sittan en el limite de cosméticos y productos
farmacéuticos. Esta definicion ha sido adoptada por la compafiia de investigacion
de mercado Euromonitor, la cual define cosmecéuticos como la “difuminacion” de
la cosmética y la farmacéutica; que contienen ingredientes biolégicamente activos

y que tienen un efecto en el usuario [32].

De acuerdo con los estudios de mercado de CBI [33], la rapida evolucion de la
comercializacion de los cosmecéuticos esta relacionada con el uso de nuevos
ingredientes bioactivos, que mejoran la fisiologia interna de la piel. Su importancia
comercial se puede medir por el tipo de aplicacién de un producto o por la
constitucion quimica, donde los ingredientes activos estan presentes en su

composicion [33].

Los principales mercados de AE en productos cosméticos son para el cuidado de
la piel y el cabello, fragancias/perfumes y en aromaterapia. De esta manera, se
pueden considerar como materias primas, también, para elaborar productos
cosmeceéuticos, con el fin de aprovechar su bioactividad para el cuidado de la piel;
entre otras, la accion antioxidante, encargada de disminuir o prevenir el ataque de
los radicales libres; la accion antimicrobiana, utilizada para controlar infecciones
de tipo bacteriano y micético, y la accion antiinflamatoria, para lesiones

ocasionadas por dermatitis [33].
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1.6.3 Causas del deterioro en los cosméticos. Los microorganismos,
contaminantes potenciales de los cosméticos, son las bacterias, como el Bacillus
sp, Pseudomona sp, especialmente, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Streptococcus sp, Propioni bacterium acnés, Granulosumy avidem,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, y los hongos, entre ellos se encuentran
los mohos y las levaduras, Penicillium y Aspergillus sp, Candida albicans y
Trichophyton mentagrophytes. Estos pueden provocar la aparicion de toxinas,
productos catabdlicos, que reaccionan con acidos grasos y organicos, y pueden
producir reacciones alérgicas o irritacion primaria. Al mismo tiempo, degradan los
aceites y separan las fases de una emulsién, ocasionan cambios de color,
cambios en las propiedades organolépticas, aparicion de manchas en la superficie

y rancidez en el producto [31].

La oxidacién de los lipidos es otra causa del deterioro de los cosméticos. Es una
reaccion en cadena, es decir, que una vez iniciada, continda acelerandose hasta

la oxidacion total de las grasas [31,35].

1.7 ACEITE DE SEJE

El aceite de seje proviene de los frutos de la palmera seje, que puede alcanzar los
25 m de altura. Esta palmera pertenece a la especie Oenocarpus bataua de la
familia Arecaceae. La planta presenta frutos de color violeta, un mesocarpio
oleaginoso, semillas cubiertas por fibras delgadas y hojas dispuestas en forma de
cola de caballo. En Colombia, se le conoce como la palma de milpesos y Aricagua;
crece silvestre en las selvas del Chocd, el Amazonas y los Llanos Orientales [35,
36]. El aceite de seje contiene acidos grasos, entre ellos, &cido linoléico, linolénico,

estearico y araquidico [36].
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Gracias a su composicion quimica, rica en acidos grasos insaturados, el aceite de
seje ha presentado aplicaciones tanto medicinales, como cosméticas Yy
alimenticias. Se han utilizado para prevenir enfermedades respiratorias, como
asma, bronquitis y tos; también como laxante y estimulante en los movimientos
intestinales [36]. Se ha usado como tonico para el cabello; para la fabricacion de
jabones y velas, gracias al alto indice de saponificacion, y para la elaboracién de

cosmeéticos naturales como emoliente e hidratante [35, 36].

El aceite de seje es uno de los aceites vegetales que provee dos acidos grasos
esenciales. Se llaman asi, porque el organismo no los puede sintetizar y deben
ingerirse en la dieta. El acido linoleico y el acido linolénico, forman parte de la
vitamina F. Dicha vitamina, funciona como barrera en la epidermis para evitar la
eliminacion del agua, y ademas, permite combatir la excoriacion de la piel por
dermatitis escamosa, piel seca, desigual y agrietada; ayuda a mantener una piel

joven y un cabello saludable [37].

Figura 3. Especie Oenocarpus bataua (Familia Arecaceae).

Fotos tomadas de Expediciones botanicas siglo XXI [33].
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1.8 ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son un grupo amplio de compuestos: vitaminas, compuestos
fendlicos, minerales, colorantes naturales y enzimas, que, en bajas
concentraciones, previenen o inhiben la oxidaciébn de las grasas, vitaminas,
proteinas y otras biomoléculas, faciimente oxidables. Estas oxidaciones pueden
causar colores, olores y sabores desagradables en alimentos, productos
cosméticos y farmacolégicos, entre otros. Los productos de la oxidacién pueden

producir efectos nocivos en la salud [38].

Los antioxidantes pueden inhibir o retardar los procesos de oxidacion. Segun los

mecanismos de accion, se clasifican de la siguiente manera:

Antioxidantes preventivos: Son compuestos inhibidores de las reacciones que
implican la formacion de radicales libres (Etapa de iniciacion), al secuestrar o
formar complejos con sustancias iniciadoras como oxigeno singulete, oxigeno

triplete o iones metélicos [39].

Antioxidantes de ruptura de cadena: Actlan sobre los radicales generados
durante la peroxidacion lipidica (R, RO, ROy). Son compuestos ddonadores de
hidrégeno o electrén e interrumpen una reaccién en cadena. La vitamina E, los
galatos y los flavonoides son compuestos estables, que tienen la capacidad de
formar dimeros o reordenar su estructura, para permitir la reaccion con un radical

alcoxilo o peroxilo, detienen asi la reaccion de oxidacion del sustrato [39].

Los antioxidantes, también, pueden clasificarse segun su origen, como naturales o

sintéticos. La mayoria de los antioxidantes naturales, que son extraidos de

plantas o tejidos animales, son compuestos fendlicos, por ejemplo, tocoferoles,
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flavonoides, &cidos fendlicos y galicos y, en algunos casos, carotenoides y
terpenoides, que también han demostrado actividad antioxidante [40, 41]. Entre los
antioxidantes sintéticos, se encuentran también los de tipo fendlico; sus

capacidades antioxidantes estan relacionadas con sus estructuras quimicas [42].

Entre los antioxidantes disponibles comercialmente de uso mas frecuente, figuran
los siguientes: el butil-hidroxianisol (BHA), el butil-hidroxitolueno (BHT), la ter-
butilhidroquinona (TBHQ) y el galato de propilo (PG) [42]. Estudios sobre
antioxidantes sintéticos [43] han demostrado, que muchos de estos ejercen
efectos toxicos sobre los tejidos de animales, y pueden ser cancerigenos en altas
concentraciones, por lo que su uso en productos de consumo humano es bastante
cuestionable [44]. No obstante, algunos de estos antioxidantes pueden poseer
propiedades favorables, e.g., antimutagénicas y antitumorales [45].

Figura 4. Estructuras quimicas de algunos antioxidantes sintéticos usados en alimentos y
cosméticos. BHA: Butil-hidroxianisol; BHT: Butil-hidroxitolueno; TBHQ: ter-butilhidroquinona; PG:

Galato de propilo; a-tocoferol.
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1.9 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE.

Debido a la complejidad de los extractos de plantas y alimentos, el aislamiento de
cada antioxidante, para su estudio individual, resulta un proceso muy costoso y, a
menudo, ineficiente; se han desarrollado varios métodos para cuantificar la accion
de los antioxidantes presentes en extractos (mezclas complejas). Sin embargo, no

existe un método estandar, Unico, para esta determinacion [46].

La estandarizacion de estos métodos es necesaria para determinar la capacidad
antioxidante, realizar comparaciones significativas de alimentos o productos
comerciales, tener un control de las variables en las mediciones y cumplir con los
estandares de calidad en los resultados obtenidos [47]. Este es el caso de los
extractos de plantas, para los cuales es necesario desarrollar varias metodologias
porque la capacidad antioxidante no sé6lo depende de su composicion quimica,
sino también de las condiciones de medicion empleadas [48,49].

Los métodos, que permiten evaluar la capacidad antioxidante de diversos tipos de
sustancias que los contienen, se pueden clasificar en dos grandes grupos: (1)
aquellos que determinan la capacidad de inhibir la oxidacién lipidica, y (2) los que

miden la habilidad para secuestrar radicales [50].

En el primer grupo, se usa el sistema modelo in vitro para el proceso de
peroxidacion lipidica, el cual se somete a una rapida oxidacion, que puede ser
inducida por radiacién UV o metales de transicion, que participen en reacciones de
transferencia de electrones, entre otros [50].

Por otro lado, los métodos que determinan la capacidad atrapadora de radicales,

imitan los mecanismos, que suceden en la oxidacion de lipidos, y miden la
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reduccion de radicales inestables por transferencia de un electrén o transferencia
de un atomo de hidrogeno (HAT). El resultado final de estos dos procesos es el

mismo, pero la cinética y las reacciones secundarias son diferentes [50].

Las reacciones de transferencia de electrones y las reacciones HAT pueden
ocurrir en paralelo. EI mecanismo dominante sera determinado por la estructura y
las propiedades del antioxidante individual o en mezcla, su solubilidad, el
coeficiente de particién y el disolvente del sistema. La energia de disociacion de
enlace (BDE) y el potencial de ionizacién (IP) son dos factores, que explican o

condicionan el mecanismo Yy la eficiencia de los antioxidantes [50].

Los antioxidantes individuales pueden, en algunos casos, actuar por los dos
mecanismos o0 por uno solo, dependiendo del sistema de reaccion. Ademas, la
respuesta de estos es diferente a la de las distintas fuentes radicalarias u
oxidantes [49].

1.9.1 Ensayo de decoloracion del catién-radical ABTS™ o TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity). Es un método espectroscopico que consiste
en la medicién de la disminucion de la coloracion de un radical preformado ABTS™
(Véase Figura 5), que presenta una coloracion azul-verde con méaximos de
absorcion en longitudes de onda de 415, 645, 734 y 815 nm [51].

Al exponer el ABTS™ al antioxidante, este dltimo lo reduce, al donarle un electrén,
para estabilizarlo; en consecuencia, hay una disminucion en la coloracion y en la
absorbancia, debido a que el ABTS™ pasa a ABTS, sustancia incolora. El grado de
decoloracién puede ser medido a diferentes longitudes de onda, y el porcentaje de
inhibicion se evalda como la capacidad de reduccion del antioxidante. Este

porcentaje determina la capacidad antioxidante en comparacion con la reactividad

39



relativa del Trolox® [47]. La cuantificacién se basa en la curva de calibracién con

Trolox®, un anélogo sintético hidrosoluble de la vitamina E.

Figura 5. Estructura quimica del cation-radical ABTS".
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1.9.2 Capacidad de absorciéon de radicales de oxigeno (ORAC). Es uno de los
metodos HAT. El mecanismo de reaccion se basa en la transferencia al radical
libre de un &tomo de hidrégeno del antioxidante. Para ello, se emplea un indicador,
para generar el radical peroxilo (ROO’). En presencia de un compuesto
antioxidante (AH), el radical forma un enlace con un 4tomo de hidrégeno del AH y
se origina un hidroperéxido (ROOH) y un radical antioxidante estable (A) [52].

Este ensayo es un ejemplo del rompimiento de reacciones en cadena, por
transferencia de un &tomo de hidrégeno proveniente de un compuesto
antioxidante. Los radicales peroxilo reaccionan con el indicador, un compuesto
fluorescente, fluorescina (FL) (Véase Figura 6), que se oxida para neutralizar los
radicales, formando un producto sin fluorescencia. La velocidad en la disminucion
de la fluorescencia puede reducirse en presencia de un antioxidante, ya que este
compite con el compuesto fluorescente para estabilizar el radical. La capacidad
antioxidante se determina por la disminucién en la fluorescencia y la cantidad de

producto formado en funcion del tiempo [49]. Esta metodologia puede ser
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adaptada para la deteccion de antioxidantes tanto hidrofilicos como hidrofébicos
[53].

La proteccion del antioxidante se mide a partir del area bajo la curva (ABC) de la
muestra y del blanco de reaccion. La diferencia de estos valores se extrapola en la

curva de calibracién del Trolox® [52].

Figura 6. Estructura quimica de la fluorescina.
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1.9.3 Peroxidacion lipidica. La peroxidacion de lipidos es un proceso de
degradacion oxidativa de los acidos grasos poliinsaturados expuestos a la
presencia de iones metalicos, calor, la radiacion y a especies reactivas de
oxigeno, tales como ion radical superéxido (O,), el oxigeno singlete (*0,), el
radical hidroxilo (OH’), peroxido de hidrégeno (H.O,) [54-56]. La mayoria de los
sistemas organicos e inorganicos presenta esta oxidacion, que conduce a los de

cambio de color, sabor y olor [55].

Este proceso consiste en una reaccion en cadena, que se lleva a cabo por varias

etapas, a saber: iniciacion, propagacion y terminacion.

Durante la etapa de iniciacion, se forma un radical alquilico por medio de la

abstraccion de un atomo de hidrogeno de un &cido graso (Véase Figura 7).
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Los radicales de los acidos grasos formados (R’), tienden a ser estabilizados,
mediante rearreglos intermoleculares conducentes a formar dienos conjugados
(Véase Figura 8), estos radicales dieno-conjugado pueden reaccionar con el O,
originando radicales peroxido ROO. Una vez formados los radicales peroxidos
ROO:, pueden abstraer un H' del acido graso insaturado para formar
hidroperéxidos LOOH y un nuevo radical del acido R, que también reaccionara
con Oy, para dar origen a un nuevo radical peréxido ROO-, y continuar asi la

reaccion en cadena (Véase Figura 9) [57, 58].

Los compuestos formados son los hidroperéxidos, susceptibles a la presencia de
metales, que generan reacciones de descomposicion e isomerizacion, en las
cuales se forman productos secundarios como hidrocarburos y compuestos
carbonilicos [57, 58].

Los hidroperoxidos (LOOH), en presencia de iones o complejos de metales de
transicion como Fe?* y Cu®*, originan los radicales alcoxilo (RO’ (Véase Figura
10), que pueden abstraer H de otras moléculas, para formar derivados
hidroxilados (a), perder H'y formar las respectivas cetonas (b) o sufrir una escision
B (B-esc), y asi formar un aldehido (c); y un radical alquilo (d), que puede dar
origen a un hidrocarburo por abstraccion de un H' de otra molécula (Véase Figura
11) [57,58].
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Figura 7. Formacién de radicales de acidos grasos (R’) por abstraccion de un hidrégeno H,

iniciadas por ERO o cualquier RL.
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Rx = CH4(CH,), :n=1,2, 3...

Figura 8. Estabilizacion de los radicales de &cidos grasos (R) por medio de rearreglos

intramoleculares y formacién de peréxidos por reaccion de estos radicales con oxigeno.
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Figura 9. Ataque de un radical peroxido (ROO) a una molécula vecina, abstraccion de H®y

propagacion de la reaccién en cadena.
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Figura 10. Formacién de radicales alcoxilo (RO’) en presencia de metales divalentes, durante la

finalizacion de peroxidacion lipidica.
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Figura 11. Productos finales generados durante el proceso de peroxidacion lipidica.
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De acuerdo con este proceso, por ejemplo, uno de los productos finales
mayoritarios de degradacion del acido linoléico es el hexanal [59]. EI ALH posee
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enlaces dobles en las posiciones 9 y 12, que debilitan el enlace C-H metilénico (76
kcal/mol de energia de enlace), con respecto a un hidrégeno en una cadena
saturada (96,3 kcal/mol de energia de enlace) y facilitan la abstraccion del
hidrogeno del grupo metilénico del C11, para formar el respectivo radical (ALe),
estabilizado por deslocalizacion del electron a través de los cinco atomos de
carbono (Figura 12 A) [60]. La distribucion electronica en el ALs permite la
formacion de los hibridos de resonancia conjugados. En presencia de oxigeno
triplete (°0,) se forman los correspondientes radicales peroxi 9- y 13-ALOOs, los
cuales reaccionan con el acido graso ALH para propagar la reaccion y generar los
9- y 13-hidroperoxidos, respectivamente. Los hidroperdxidos formados se

descomponen para dar compuestos de bajo peso molecular.

Figura 12. Generacion del hexanal durante la oxidacién del acido linoléico; A. Formacion de
hidroperoxidos a partir de la oxidacion del acido linoléico; B. Formacién del hexanal, mediante la

escision - del 13-hidroperoxido [13].
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El hexanal es el producto secundario mas abundante formado a partir de la
oxidacion del ALH, posiblemente, por la via de escision B- del 13-hidroperdxido
con la formacion de un radical de corta vida y el grupo carbonilo [60]. La Figura 12
B muestra las dos posibilidades (A y B) de la escision de los hidroperdxidos [60].

Sin embargo, el hexanal no es el Unico compuesto carbonilico formado.

2. CIENCIOMETRIA

Con el objetivo de analizar el estado de la produccion cientifica sobre la utilizacién
de los AE, extractos de plantas y sus principales constituyentes como
antioxidantes en cosmeéticos, se llevé a cabo un estudio cienciométrico, utilizando

la base de datos Scopus (Elsevier).

Los principales estudios de las propiedades biolégicas de los metabolitos
secundarios, han sido desarrollados por las areas de farmacologia, toxicologia y
farmacéutica (Véase Figura 13); y publicados en revistas como Journal of
Ethnopharmacology, Journal of Natural Products, Journal of Pharmaceutical and

Biomedical Analysis, Biological and Pharmaceutical Bulletin.
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En la Figura 14, se observa un incremento, en el transcurso de los afios, del
namero de publicaciones sobre a la aplicacion de AE y extractos en productos
cosmeéticos. La revision se hizo para los ultimos 18 afos y mostrd, una tendencia
creciente de la actividad cientifica en el estudio de extractos vegetales en
cosméticos. Dentro de dicho estudio, la investigacion de las propiedades
biolégicas de compuestos fendlicos, es un tema que se relaciona con la actividad
antirradicalaria en multiples articulos publicados y en revistas cientificas, como
Food Chemistry Food Research International, Clinica e Investigacion en

Arteriosclerosis, entre otras.

Figura 13. Numero de articulos cientificos publicados en diferentes areas de investigacién, sobre
aceites esenciales y extractos vegetales como antioxidantes en cosméticos. Fuente: Base de
datos: Scopus (Elsevier). Fecha de consulta 25 de septiembre de 2011. Ecuacién de busqueda:
TITLE-ABSTR-KEY (Antioxidant essential oil) y TITLE-ABSTR-KEY (Antioxidant plant extract).
Periodo de observacion: 1990-2012.
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En el analisis cienciométrico, se destacaron algunos articulos referentes al tema
de investigacion, por ejemplo: Shahidi et al. [61], demostraron que el efecto
antioxidante de las plantas aromaticas se debia a la presencia de compuestos

fendlicos y, asi mismo, dependia del nimero de grupos hidroxilos.

Figura 14. Niomero de publicaciones, por afio, sobre el uso de los AE y extractos vegetales en
productos cosméticos. Fuente: Base de datos: Scopus (Elsevier). Fecha de consulta: 25
septiembre de 2011. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABSTR-KEY (essential oil in cosmetics) y
TITLE-ABSTR-KEY (plant extract in cosmetics). Periodo de observacién: 1993-2012.
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Por otro lado, Milos et al. [62] encontraron que el AE del orégano, rico en
compuestos fendlicos como el timol y el carvacrol, tuvo un efecto antioxidante
considerable en el proceso de oxidaciéon de la manteca de cerdo. Igualmente,
otros estudios establecieron que el timol y el carvacrol inhiben la peroxidacion
dependiendo de sus concentraciones [63,64]. También, se encontré que el AE de
orégano era mas eficaz, que sus componentes activos principales (timol y
carvacrol), lo que sugiere un posible efecto sinérgico entre sus componentes [65-
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67]. Milos y Makota [63], efectivamente lograron demostrar efecto sinérgico entre

las mezclas de estos compuestos antioxidantes.

Actualmente, se observa una tendencia hacia la aplicacion y desarrollo de
productos de origen natural. El interés por la blisqueda de nuevos compuestos
antioxidantes presentes en plantas arométicas, conduce a la evaluacion confiable
de la capacidad antioxidante por diferentes métodos. Por ejemplo, Huang et al.
[68], explicaron que con diferentes ensayos (ORAC, TRAP, TEAC, FRAP, TOSC,
DPPH), se obtienen diferentes valores de capacidad antioxidante, segun las
condiciones experimentales de trabajo. Mientras tanto, Lado et al. [69],
determinaron la capacidad antioxidante de los principales componentes de los AE
de algunas plantas (alcaravea, manzanilla, cilantro, eucalipto, eneldo, hinojo,
hisopo, enebro, lavanda, perejil, menta, romero, salvia, milenrama y la moscatel
salvia) usando el ensayo FRAP. El felandreno mostro la capacidad antirradicalaria
mas alta (65.438 + 0.166 mmol/kg). [69]

Saija et al. [70], demostraron que la quercetina exhibe un alto poder antioxidante y
antirradicalario frente a radicales peroxilo, hidroxilo y aniones superoxidos, en
comparacion con otros tres flavonoides estudiados, entre ellos la naringenina. Los
resultados obtenidos se validaron en los estudios realizados por Bors et al. [71],
Sichel et al. [72], Ratty et al. [73], quienes sugirieron una relacién entre el poder
antioxidante y las caracteristicas estructurales de los flavonoides. La actividad
antioxidante esta relacionada con tres requisitos: 1. Presencia de un grupo o-
hidroxi (catecol) en el anillo B; 2. La existencia de una conjugacion entre el doble
enlace 2,3 con el grupo 4-oxo; 3. La presencia de tres grupos hidroxilos en las
posiciones 7-, 5-, 3-. Finalmente, la quercetina cumple con todas estas

condiciones estructurales.
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En los extractos etandlicos de propoleo uruguayo, Paulino et al. [74] identificaron

mediante HPLC en fase reversa ocho flavonoides, entre ellos: luteolina, quercetina

y pinocembrina. También, determinaron la capacidad antioxidante de estos
compuestos, por los ensayos DPPH y MLP; observaron, que la quercetina
presentd mayor capacidad antirradicalaria comparada con la luteolina y la
pinocembrina. Otros estudios, también, reportaron que la quercetina exhibia una
buena capacidad antioxidante. Esto se debe a los mecanismos estudiados
anteriormente, tales como la quelacion de metales, atrapamiento de radicales;

inhibicién de enzimas o la accién de enzimas protectoras [75-81].

Por otro lado, investigaciones basadas en la similitud estructural de los flavonoides
con el a-tocoferol (anillo aromatico con grupo OH), plantea la hipétesis de que
flavonoides, como la naringenina, podrian actuar de manera similar al a-tocoferol e
imitar su funcién como antioxidante en membranas celulares. El estudio se realiz6
en microsomas hepaticos (fragmentos de células hepéaticas) de ratas. En general,
se comprobd, que los flavonoides si pueden simular la capacidad antioxidante del
a-tocoferol y estas propiedades podrian aprovecharse para prevenir enfermedades

cardiovasculares [82-85].
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 REACTIVOS, SOLVENTES Y MATERIAL DE REFERENCIA
CERTIFICADO

3.1.1 Reactivos

Los reactivos y patrones utilizados en el trabajo fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich (St. Louis, EE.UU.): Trolox® (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico; 97%), a-tocoferol (97%), butilhidroxitolueno (BHT, 99%), timol (99%),
carvacrol (98%), pinocembrina (95%), luteolina (98%), naringenina (95%) ABTS
(sal de diamonio del acido 2,2 -azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico; 98%),
fluorescina (FL), persulfato de potasio (PDS, 97%), pentaflGorfenilhidrazina (97%).
Los solventes metanol y etanol, de grado analitico, fueron obtenidos de
Mallinckrodt Baker Inc. (J.T. Baker, Phillipsburg, EE.UU.); y el hexanal (98%), de
Merck (Darmstadt, Alemania). El agua tipo | se obtuvo en un equipo Millipore,
Synergy UV (Millipore S.A., Molsheim, Francia).

3.1.2 Material vegetal

El material vegetal se cultivd en una parcela de 25 m? y fue recolectado (febrero
de 2012) en el Complejo Agroindustrial Piloto del Centro Nacional de
Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas
Medicinales Tropicales (CENIVAM), en la Universidad Industrial de Santander.

Todas las plantas se identificaron debidamente en el Herbario Nacional
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Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales, en la Universidad Nacional de

Colombia, sede Bogota (Tabla 1).

Tabla 1. Identificacion taxondmica y nimero de voucher de las especies bajo estudio.

Especie N° COL*
L. origanoides, quimiotipo felandreno 519798
L. origanoides, quimiotipo timol 519799
L. origanoides, quimiotipo carvacrol 512075

* La identificacién taxonémica fue realizada por el Dr. José Luis Fernandez (UN, Bogota).

3.2 OBTENCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR MWHD

Los aceites se obtuvieron por hidrodestilacion asistida por la radiacion de
microondas. ElI material vegetal, previamente pesado, se sometié al proceso de
extraccion en un equipo tipo Clevenger con reservorio de destilaciéon Dean-Stark,
adaptado a un sistema de calentamiento por la radiacion de microondas en un
horno convencional (SAMSUNG, modelo MS-1242zk, 1200 W de potencia); cada
balon fue sometido a una radiacion de aproximadamente 720 W, en tres
intervalos, cada uno de 15 min, con un tiempo de reposo de 2 min, entre éstos
[86]. Al finalizar el proceso, el AE se separ6 por decantacion, y la humedad se
eliminé con el sulfato de sodio anhidro, Na,SO,4. La destilacion se realiz6 por
triplicado, y los AE obtenidos se pesaron para calcular su rendimiento, con base
en el peso inicial de material vegetal. Posteriormente, se almacenaron en tubos de
ensayo, protegidos de la luz, a una temperatura de 4 °C. El montaje del equipo de

destilacion de observa en la Figura 15.
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Figura 15. Montaje de hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas.

Fotografia tomada por Laura G. Guarguati. Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: 17 Junio de 2012.

3.3 OBTENCION DE EXTRACTOS CON SOLVENTE

Para la extraccion de los compuestos fendlicos se siguid el procedimiento descrito
por Hertog et al. [87], sin su posterior hidrélisis. Al material vegetal, previamente
picado y seco (0,5 g), se le adiciond una solucién acuosa de metanol al 62,5 % (40
mL). Posteriormente, la mezcla de extraccion se coloco en ultrasonido durante 45
min, en intervalos de 15 minutos. Luego, el extracto obtenido se filtro y se llevé a

sequedad bajo corriente de nitrégeno.

3.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO

3.4.1 Andlisis por GC-MS. La separacion e identificacion de los metabolitos

secundarios de los AE se realiz6 en un cromatografo Agilent Technologies 6890
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Series (Véase Figura 16) (Agilent, Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un
detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973. Para la separacion
de los compuestos se utilizaron dos columnas, una, con la 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.l. 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.I. x 0.25 uym, d¢. Como gas de arrastre se empled helio (99.995%, gas AP,
Linde, Colombia), con una presién de entrada en la cabeza de la columna de
16.47 psi, y un flujo volumétrico de 1 mL/min. En el inyector la temperatura fue de
250 °C; la inyeccion se realizé en el modo Split (1:30), y un volumen de inyeccion
de 1 L.

Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones con la energia
de 70 eV. Las temperaturas de la camara de ionizacién y de la linea de
transferencia permanecieron a 230 y 285 °C, respectivamente.

Figura 16. Cromatégrafo de gases Agilent Technologies 6890 Series GC System, acoplado a un
detector selectivo de masas Agilent Technologies 5973 Network, equipado con un puerto de

inyeccion split/splitless y un inyector automatico Agilent 7863 Series.

Fotografia tomada por Laura G. Guarguati. Lugar: Laboratorio de Instrumentacién, CENIVAM, UIS.
Fecha: Junio de 2012.
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Los metabolitos presentes en los AE se identificaron por medio de los indices de
retencion lineales, calculados utilizando los tiempos de retencion de hidrocarburos
C10-C25, que se analizaron bajo las mismas condiciones operacionales que las

muestras de aceites esenciales, segun la Ecuacion 1:

e —thn } Ecuacién 1

LRI =100 x n +100[
RN _tRn
Donde:

LRI: indice de retencion lineales del compuesto de interés;

n y N: Numero de a&tomos de carbono del n-hidrocarburo que eluye antes y

después del compuesto de interés;
trx: Tiempo de retencién del compuesto de interés;

trn Y trn: Tiempos de retencion de los n-hidrocarburos que eluyen antes y después

del compuesto.

Los espectros de masas obtenidos experimentalmente se compararon con los
espectros almacenados en las bases de datos ADAMS, NIST y WILEY, utilizando
el software MS-ChemsStation E. 02. 02. del equipo cromatografico Agilent

Technologies.

3.4.2 Anélisis por GC-FID. La cuantificacion de los metabolitos identificados se
realiz6 mediante estandarizacién interna, empleando n-tetradecano, como patrén

interno, segun la Ecuacion 2:
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c A .,
C, = ~lstd=x Ecuacién 2
Alstd

Donde:

Cy: Concentracion (g/L) del analito en la muestra;
Cista: Concentracion (g/L) del patron interno (istd);
A,: Area del pico cromatogréfico del analito, cuentas;

Aista: Area del pico cromatografico del patron interno, cuentas.

La cuantificacion se realizé en un cromatografo de gases Agilent Technologies
6890N (Agilent, Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector de
ionizacion en llama (FID) equipado con un puerto de inyeccion split/splitless y un

inyector automatico Agilent 7683B Series (Véase, Figura 17)

La separaciéon de los compuestos se llevé a cabo en una columna capilar con f.e.
apolar 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 empleo helio (99.995%, gas
AP, Linde, Colombia) como gas de arrastre, 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 inyector fue de 250 °C, modo de inyeccion split (1:30)
y un volumen de inyeccion de 1 pL. La temperatura del horno cromatografico se
programé asi: el calentamiento inici6 a 45 °C, temperatura que permanecio
constante durante 5 min; luego, la temperatura se elevo hasta 250 °C, a una taza
de calentamiento de 5 °C/min. La temperatura del detector fue de 280 °C; flujos de
300 mL/min de aire (99.005%, zero AP, Linde, Colombia), 30 mL/min de hidrogeno
(99.995%, gas AP, Linde, Colombia) y 30 mL/min de nitrégeno (99.995%, gas AP,
Linde, Colombia).
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Figura 17. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890N (Agilent, Palo Alto, California,

EE.UU.), acoplado a un detector de ionizacién en llama (FID), equipado con un puerto de inyeccion
split/splitless y un inyector automatico Agilent 7683B Series.

Fotografia tomada por Laura G. Guarguati. Lugar: Laboratorio Instrumental, CENIVAM, UIS.
Fecha: Agosto de 2012.

3.4.3 Anadlisis por HPLC-DAD. El andlisis cromatografico se realizO en un

cromatografo Agilent Technologies 1200, con una bomba cuaternaria Agilent Tech

-nologies G1354A, un inyector automatico y un detector UV-Vis de arreglo de
diodos (DAD) G1315B (Véase Figura 18).

La separacion de los compuestos antioxidantes se realizé en una columna apolar
Kinetex C18 (4.6 mm x 100 mm, 2.5 ym). El procesamiento de los datos se realiz6
a través del software Agilent Techonologies ChemStation, Version B.04.02 (SP1).
La fase movil consistio en &cido acético, al 0.3 %, y acetonitrilo. La temperatura
de la columna fue de 35 °C, con un flujo volumétrico de 1 mL/min, y un volumen de

inyeccién de 20 pL. Los cromatogramas se registraron a 210 nm.
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Figura 18. Cromatdgrafo Agilent Technologies 1200, con bomba cuaternaria Agilent Technologies
G1354A, equipado con inyector automatico y acoplado a un detector UV-Vis de arreglo de diodos
(DAD) G1315B.

Fotografia tomada por Laura G. Guarguati. Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: Agosto de 2012.

La identificacion de los compuestos antioxidantes de los extractos se llevé a cabo
comparando sus tiempos de retencion (tgr) y los espectros UV-Vis con los de una
mezcla de sustancias de referencia certificadas, catalogadas como antioxidantes,
entre ellos: quercetina, apigenina, kaempferol, luteolina, naringenina,
pinocembrina, acidos carndsico, rosmarinico, ursélico, caféico, p-cumarico); acidos
fendlicos (vanilico, ferulico, cinamico, galico, p-hidroxibenzoico); y catequinas (-)-
epigalocatequina (EGC), (+-)-catequina (C), (-)-epigalocatequina galato (EGCG), (-
)-epicatequina (EC), (-)-epicatequina galato (ECG).

3.4.4 Anélisis de acidos grasos (FAME). El analisis de los acidos grasos (FA)
del aceite de seje, se llevd a cabo mediante la obtencion de sus ésteres metilicos
(FAME), segun la norma ISO 5509 y 5508, Animal and Vegetables Fats and Oil —
Analysis by GC of Methyl Esters of Fatty Acids.

Se tomaron 100 mg del aceite de seje, se adicionaron 5 mL del complejo trifluoro

de boro al 14% en metanol. La mezcla, con agitacion, se sumergio en un bafio de
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aceite a 85-90 °C durante 45 min, tiempo optimizado previamente en el
Laboratorio de Cromatografia CROM-MASS. Posteriormente, la muestra se retird
del bafio de aceite y se dejo reposar durante 5 min. Finalmente, se realiz0 la
extraccion de los FA, en forma de sus metilésteres (FAME) con 3 x 1 mL de n-
hexano. Del extracto organico, se tomaron 0.5 mL, que se aforaron a 1 mL con n-

hexano. De la solucion final, se inyecté 1 uL en el GC/FID.

La identificacion de los FA en el aceite de seje, se realizd por comparacion de los
tr de sus ésteres metilicos, con los de las mezclas certificadas de FAME GLC10,
GLC50, GLC70, GLC80 7 GLC100, adquiridas de Matreya, Inc. (Pensylvania,
EE.UU.). Los patrones se analizaron bajo las mismas condiciones
cromatograficas, que la muestras de aceite de seje. La identificacion de los FA

adicionalmente se confirmé con base en sus espectros de masas.

3.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE ACEITES
ESENCIALES Y EXTRACTOS

3.5.1 Evaluacién de la capacidad antirradicalaria de los AE y extractos de
Lippia origanoides. La determinacion de la capacidad antioxidante de
compuestos fendlicos de alta pureza, AE y extractos (SE) se efectud siguiendo
dos metodologias diferentes, en un lector de microplacas Turner Biosystems Inc.,
Modulus™ I Microplate Multimode Reader, con microplacas de poli(estireno) de
96 pozos y equipado con modulos de absorbancia UV-Vis y fluorescencia
(Sunnyvale, CA, EE.UU.) (Véase Figura 19). Las mediciones se realizaron con
cada una de las metodologias (capacidad de absorcion del oxigeno radical, y
capacidad antioxidante total equivalente al Trolox®), por triplicado, y los resultados

se expresaron como la media + desviacion estandar.
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Figura 19. Lector de microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ 1l Microplate Multimode
Reader, con microplacas de poli(estireno) de 96 pozos, que se encuentra equipado con médulos
de absorbancia UV-Vis y fluorescencia (Sunnyvale, CA, EE.UU.).

Fotografia tomada por Laura G. Guarguati. Lugar: Laboratorio Instrumental, CENIVAM, UIS.
Fecha: 13 de septiembre de 2012.

3.5.1.1 TEAC o ensayo de decoloracién del cation-radical ABTS". La
determinacion de la capacidad antioxidante de los AE y extractos (SE), de las
sustancias control (BHA, BHT, vitamina E) y patrones de fenoles se realizdé con
base en el procedimiento reportado por Arias [88], mediante espectroscopia UV-
VIS, a 750 nm, en un lector de microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ II
Microplate Multimode Reader, con microplacas de poli(estireno) de 96 pozos.
Inicialmente, se preparo el cation-radical ABTS, tras la mezcla de una solucion de
ABTS con persulfato de potasio (PDS). Esta se homogeneiz6 con ultrasonido

aplicado y se dejo reaccionar a 4 °C durante 24 h, en ausencia de luz.

Una vez formado el radical, éste se adicion6 a soluciones de diferentes
concentraciones de AE, extracto, sustancia control o patrén de fenol, con una
absorbancia de 0.700 + 0.03. Fue necesario realizar una dilucién de la muestra

para garantizar, que se obtuvieran porcentajes de inhibicion entre el 10 y el 80%
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del blanco de la absorbancia. De acuerdo con la Ecuacion 3, se calcul6 el

porcentaje de inhibicion de los AE, extractos (SE) y sustancias control.

Inhibicion de Aj= 750 (%) = (1-As/ Ap) x 100
Ecuacion 3

Donde:
A: Porcentaje de inhibicion,
A: Longitud de onda (nm).

A:s. Es la absorbancia medida 30 min después de la adicion del posible

antioxidante.

Ao: Es la absorbancia del blanco de reaccion (cation-radical sin inhibir).

La capacidad antioxidante se determiné mediante la disminucién en la coloraciéon
azul-verdosa del cation-radical ABTS™, que, al reaccionar con el posible

antioxidante, produce el ABTS neutro, que es incoloro, asi:

ABTS"™ + AH ABTS + A"+ H'

Los valores de la capacidad antioxidante de las muestras se expresaron como
umol Trolox®/ g muestra. Estos valores se calcularon como la relacion entre las
pendientes de las gréficas de inhibicion (%) versus la concentracién del

antioxidante evaluado y el estandar Trolox®.
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3.5.1.2 Capacidad de absorcion del oxigeno radical (ORAC). La
capacidad antioxidante de los AE, extractos, sustancias control y sustancias
patron de fenoles, se midi6 evaluando la inhibicion en la disminucion de la
fluorescencia de la fluoresceina, que se utiliz6 como indicador molecular y blanco

de ataque de los radicales peroxilo generados por el compuesto AAPH [88].

Se realizaron diluciones de las muestras, para garantizar que la reaccion llegara a
su final, es decir, que se alcanzara un valor de fluorescencia final menor del 5%
del valor inicial. La respuesta a la capacidad antioxidante de las muestras fue el
area bajo la curva (ABC) de éstas, con respecto a la curva del blanco, que
representa la disminucién de la fluorescencia de la FL, la cual es directamente
proporcional al valor ORAC expresado en umol de Trolox®/g de muestra. Las
mediciones se realizaron en el lector de microplacas, empleando el modulo de
fluorescencia con filtros, que manejan longitudes de onda de 490 nm de excitacion

y 510-570 nm de emision.

3.5.2 Peroxidacion lipidica

A los AE y extractos (SE) de la especie L. origanoides y sustancias de control, a
saber: BHT y a-tocoferol; se les midi6 el efecto protector contra el deterioro
oxidativo de una matriz lipidica, rica en vitamina F (aceite de seje), sometido a
radiacion UVA. El estudio se realizd6 mediante el seguimiento del hexanal,
producto final principal de la degradacion oxidativa del acido linoléico presente en

el aceite de seje.
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3.5.21 Analisis por GC-ECD del derivado PFPH-hexanal. El analisis del
derivado PFPH se realiz6 en un cromatografo de gases Hewlett-Packard (Palo
Alto, CA, EE.UU.), HP 6890 Plus (Véase Figura 20), acoplado a un detector de
captura de electrones (ECD, ®Ni, 280 °C), equipado con puerto de inyeccion
split/splitless (se inyect6 en modo split 1:10). Se empled una columna HP-5 de 30
m X 0.25 mm D.I x 0.33 um, d; 5%-fenil-poli(dimetilsiloxano). Se utilizé helio como
gas de arrastre (99.995% Aga-fano S.A), con flujo volumétrico de 1 mL/min y como

gas auxiliar argon/metano (9:1).

Las temperaturas del inyector y del detector fueron de 260 y 280 °C,
respectivamente. La temperatura fue programada de la siguiente manera: 100 °C
(5 min) hasta 250 °C (2 min) con un flujo de 10 °C/min.

Figura 20. Cromatografo de gases Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, EE.UU.), HP 6890 Plus,
acoplado a un detector de captura de electrones (ECD, ®Ni), equipado con puerto de inyeccién

split/splitless.

Fotografia tomada por Laura G. Guarguati. Lugar: Centro de Cromatografia y Espectrometria de
Masas, CROM-MASS, Laboratorio Instrumental, CENIVAM, UIS. Fecha: 5 de Octubre de 2012.
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3.5.2.2 Calibracion externa del derivado PFPH del hexanal. Para
cuantificar el hexanal generado durante la degradacion oxidativa, por la accion de
la radiacion UV en el sistema lipidico de aceite de seje, se recurrio al método
analitico cuantitativo de calibracién externa. Se prepard una solucion "stock” del
hexanal en metanol (500 ppm). La fibora de PDMS/DVB de 65 pm, se expuso a una
solucion acuosa de PFPH (2 mL, 500 ppm, 1000 rpm, 10 min). Después de su
saturacion con PFPH, la fibra se expuso al headspace de las diferentes diluciones
de la solucién patrén del hexanal (0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10 ppm). Los derivados
formados sobre la fibra, se desorbieron, durante 10 minutos a 250°C, en el puerto
de inyeccion del cromatdgrafo de gases. Los valores de concentracion, tiempo de
retencion (tr) y las areas cromatograficas de cada derivado, se utilizaron para
calcular la reproducibilidad y repetitividad de las areas cromatograficas de sus
respectivas concentraciones de la solucion patron de hexanal. Para esto, se
determinaron el valor promedio (X), la desviacion estandar (S) y el porcentaje del
coeficiente de variacion (CV) de las areas cromatograficas de la sefal del hexanal,

usando las Ecuaciones 4-6:

XX Y(X; — X)? S
== - == - - 0 = =
X " S -1 %CV * 100

Ecuacion 4 Ecuacion 5 Ecuacion 6
Donde:
X: Valor promedio de la variable X (area);

x;: Valor “iésimo” obtenido para la variable X en una medicion.
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3.5.2.3 Peroxidacion lipidica en el aceite de seje sometido a radiacion UV.
La degradacion oxidativa del aceite de seje, producida por la exposicion a la
radiacion UVA, se evalué con 400 mg del aceite de seje en tubos coénicos de
poli(propileno), sellados herméticamente con un séptum, papel parafina y teflén,
para evitar, que algunos de los compuestos volatiles generados durante la
irradiacion, se escaparan. La radiacion fue emitida por un reactor UV, desarrollado
por Contreras [34] (Véase Figura 21). Las muestras se colocaron en el
portamuestras del reactor y se irradiaron durante 12 h, manteniendo una
temperatura de 55°C, para garantizar la presencia de los compuestos
antioxidantes de interés. Luego, las muestras se retiraron del reactor y se llevaron
a enfriamiento a 4°C, en una nevera industrial INDUFRIAL. Este procedimiento se

realiz6 por triplicado para cada una de las muestras.

Figura 21. Reactor UV, equipado con un refrigerante y 6 lamparas fluorescentes F6TS5BLB de 16 x

225.1 mmy 6 Watt.

w«t::a ~1

RfS ERiL.

Fotografia tomada por Laura G. Guarguati. Lugar: Laboratorio Instrumental, CENIVAM, UIS.
Fecha: Noviembre de 2012.

PASO 1: Pre-equilibrio de la PFPH. En un vial ambar de 4.5 mL, sellado con
teflon, se adicionaron 2 mL de la solucién de PFPH (500 ppm), a temperatura
ambiente y agitacion magnética (1000 rpm), durante 5 min.
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PASO 2: Saturacién de la fibra. La fibora de PDMS/DVB, se expuso al espacio de
cabeza de la solucion de PFPH durante 10 min.

PASO 3: Pre-equilibrio de la muestra. Simultdneamente a la saturacion de la
fibora con PFPH, se colocd la muestra, previamente refrigerada, en un bafio de

agua a 40 °C durante 10 min, con agitacibn magnética.

PASO 4: Derivatizacion del hexanal en la muestra. Después de alcanzar el pre-
equilibrio de la muestra, se expuso la fibra saturada con la PFPH en el espacio de

cabeza de la muestra durante 40 min.

PASO 5: Desorcion de los compuestos volatiles. La desorcion de los derivados
hidrazoénicos se realiz6 en el puerto de inyeccion del GC-uECD, a 260 °C, durante

10 min.

3.5.24 Evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro de los AE y
extractos de L. origanoides, quimiotipos timol, carvacrol y felandreno, en el
aceite de seje sometido a radiacién UV.

Se pesaron 2 mg de cada muestra junto con 398 mg de aceite de seje en tubos
conicos de poli (propileno), para alcanzar una concentracion de 0.5% p/p. En el
caso de mezclas, éstas se prepararon en proporcion 1:1; a cada una de ellas se
les realizo el procedimiento descrito en la Seccion 3.5.2.2. Las muestras fueron
irradiadas en el reactor UV, siguiendo la metodologia descrita en la Seccidn

3.5.2.3. El grado de proteccion (%0GP) de las muestras en el sistema lipidico, i.e.,
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aceite de seje, contra su degradacion oxidativa, se calcul6 utilizando la Ecuacién
7.

Ao_Ax

%GP = [( -

)* 100] Ecuacion 7

Dénde:

Ao: Area cromatografica del pico del hexanal medida en el sistema lipidico

sometido a radiacion UV, sin antioxidante;

Ax: Area cromatografica del pico del hexanal medida en el sistema lipidico

sometido a radiaciéon UV, con antioxidante;

El grado de proteccion se determind con base en la cantidad del hexanal
generado, que es uno de los aldehidos que se producen en mayor proporcion

durante la peroxidacion lipidica del acido linoléico.

3.5.2.5 Validacién del sistema lipidico modelo. La validaciéon consistié en
evaluar, también, los efectos protectores de dos antioxidantes sintéticos, el a-
tocoferol (vitamina E) y el BHT, a los cuales se les realiz6 el procedimiento

descrito en las Secciones 3.5.2.2 y 3.5.2.3.
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4.1 ANALISIS DE RESULTADOS

4. 1RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL DE Lippia origanoides

Los AE se obtuvieron por la técnica de MWHD, bajo las condiciones descritas en
el Numeral 3.2. En la Figura 22, se reporta el rendimiento de extraccion de los AE

con base en el peso inicial del material vegetal fresco.

El rendimiento de extraccion se encontro dividiendo el peso del AE obtenido, sobre
el peso de material vegetal (MV) introducido en el balon de extraccion. Se utilizé la

siguiente ecuacion:

Wag

Rendimiento = x 100%

MV

Donde:

W e= Peso del aceite esencial (g); Wwuv= Peso del material vegetal (g).

El AE de Lippia origanoides, quimiotipo carvacrol, presentd mayor rendimiento de
extraccion (1.1 £ 0.2 %), con respecto a los quimiotipos timol (0.84 + 0.04%) y
felandreno (0.14 + 0.01%). Este dltimo presentd menor porcentaje de obtencion.

Olveira et al. [89], estudiaron la composicién quimica del AE rico en carvacrol de la
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especie Lippia origanoides cultivada en Oriximina, Brasil y encontraron su
rendimiento de 1%, que fue semejante al que se logro en el presente trabajo con

la planta estudiada, correspondiente al quimiotipo carvacrol.

Figura 22. Rendimientos de los AE obtenidos por MWHD, de los tres quimiotipos de Lippia

origanoides bajo estudio, colectados en el Complejo Agroindustrial Piloto CENIVAM.
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4.2 CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES Y
EXTRACTOS

4.2.1 Identificacion de los metabolitos secundarios volatiles de Lippia
origanoides, aislados por MWHD. La identificacion preliminar de los
componentes de los AE aislados de la especie L. origanoides, quimiotipos timol,
carvacrol y felandreno, se realiz6 con base en sus indices de retencion lineales

(LRI) calculados experimentalmente en dos columnas, apolar (DB-5MS) y polar
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(DB-WAX), y mediante la comparacién de los espectros de masas experimentales
y reportados en diferentes bases de datos (ADAMS, NIST y Wiley) (Véanse
Tablas 2-4).

Estudios previos de diferentes muestras de AE de L. origanoides realizados por
Morais et al. [90] y Gallino et al. [91], indicaron que si existian diferentes
quimiotipos para especies como ésta, de la misma forma, que le ocurria al
Origanum vulgare (Fleisher et al. [92]), la Lippia alba (Matos et al [93]; Zoghbi et al.
[94]), entre otras, y que ademas, esta caracteristica se debia a las condiciones del
cultivo, que tenian la capacidad de afectar la produccion de los metabolitos
secundarios de las plantas (Edris et al. [95]). Finalmente, Santos et al. [96], apoy0
la existencia de dos quimiotipos diferentes, timol y carvacrol, para la especie
Lippia origanoides, de acuerdo con los estudios realizados a los AE de esta planta
procedente del estado de Piaui y del estado Para, en Brasil. Por otro lado, Galvis
et al. [97], mediante el analisis GC-MS a los AE de la especie L. origanoides,
encontraron tres quimiotipos, entre esos el timol; en el cual, se identificaron como
componentes mayoritarios: timol (59,7%), carvacrol (12,2%), p-cimeno (8,8%) v y-

terpineno (4,5%).

En el AE de L. origanoides, quimiotipo timol, se identificaron 35 compuestos, que
corresponden al 98.33% del area cromatografica total. Dentro de la totalidad de
metabolitos secundarios volatiles, se encontraron 5 mayoritarios, a saber: timol,
B—mirceno, p-cimeno, y-terpineno, carvacrol y trans-B-cariofileno, que
corresponden al 85.48% del area cromatografica total. Ademas, el 78.73%

corresponde a los monoterpenos oxigenados presentes en el AE.
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Figura 23. Perfil cromatografico tipico del AE de L. origanoides, quimiotipo timol, obtenido por

MWHD. Columna DB-5 (60 m). Split 1:30. La identificacion de los picos aparece en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicién quimica del AE de L. origanoides, quimiotipo timol, obtenido por MWHD.

NC Pico LRI Cantidad rel_ativa, % Compuesto
DB-5 DB-WAX Tipo (*s,n=3)

1 930 1026 HM 0.50 +* 0.08 a-Tujeno

2 937 1029 HM 0.23 = 0.01 a-Pineno

3 980 1451 HM 0.10 + 0.04 1-Octen-3-ol

4 991 1168 HM 310 + 0.25 B —Mirceno

5 1021 1186 HM 1.23 + 0.10 a-Terpineno

6 1028 1279 HM 6.40 %= 0.52 p-Cimeno

7 1035 1203 HM 0.24 = 0.04 Limoneno

8 1040 1218 HM 0.20 = 0.01 B-Felandreno

9 -- 1222 MO 0.13 =+ 0.02 1,8 Cineol

10 1048 1254 HM 0.12 + 0.08 trans-f-cimeno

11 1063 1252 HM 450 = 0.37 y-Terpineno

12 1075 1557 MO 0.41 =+ 0.08 cis-Hidrato de sabineno

13 1090 1291 HM 0.10 + 0.03 Terpinoleno

14 1101 1554 MO 0.29 = 0.01 Linalol

15 1187 1603 MO 0.70 + 0.50 Terpinen-4-ol

16 1189 1657 MO 0.60 + 0.46 Umbellulona

17 1235 1601 MO 222 %= 0.06 Timol metil éter

18 1299 2193 MO 65 = 5 Timol

19 1305 2224 MO 340 = 0.70 Carvacrol

20 1358 1860 MO 1.80 + 0.11 Acetato de timilo

21 1438 1619 HS 3.23 + 0.05 trans-B-Cariofileno

22 1448 1599 HS 0.80 = 0.10 trans-a-Bergamoteno

23 1475 1690 HS 1.87 += 0.04 a-Humuleno

24 1510 1746 HS 0.13 + 0.05 Biciclogermacreno

26 1518 1735 HS 0.48 =+ 0.09 B-Bisaboleno

27 1603 2003 HS 055 + 0.01 Oxido de cariofileno
HM: Hidrocarburo monoterpénico MO: Monoterpeno oxigenado HS: Hidrocarburo sesquiterpénico
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En el AE de L. origanoides, quimiotipo carvacrol, se identificaron 29 compuestos,
gue corresponden al 93.3% del area cromatografica total. Dentro de la totalidad de
metabolitos secundarios volatiles, se encontraron 5 mayoritarios, a saber: p-
cimeno, y-terpineno, timol, carvacrol y trans-p-cariofileno, que corresponden al
76% del area cromatografica total. Ademds, el 68.37% corresponde a los

monoterpenos oxigenados presentes en el AE.

Escobar et al. [98] encontraron, mediante un analisis cromatografico, que dos de
las muestras estudiadas de la especie L. origanoides presentaron un alto
contenido de monoterpenos oxigenados; una de las muestras contenia: carvacrol
(46,2%), p-cimeno (12%) y y-terpineno (9,5%); la otra muestra contenia carvacrol
(38,8%), timol (15,1%), y-terpineno(12,6%) y p-cimeno (11,5%). Por otro lado,
Acevedo et al. [99] identificaron como componentes mayoritarios, mediante GC-
MS, carvacrol (44,4%), timol (14,3%), p-cimeno (9,5%) y y-terpineno (10,0%).

Figura 24. Perfil cromatogréfico tipico del AE de L. origanoides, quimiotipo carvacrol, obtenido por

MWHD. Columna DB-5 (60 m). Split 1:30. La identificacion de los picos aparece en la Tabla 3.
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Oliveira et al. [89] encontraron que el AE de L. origanoides presentaba como

compuestos mayoritarios carvacrol (38.6%) y timol (18.5%). También, identificaron

sesquiterpenos como el trans-B-cariofileno y monotepernos como el p-cimeno y y-

terpineno; estos dos Ultimos, precursores biogenéticos a través hidroxilacion

enzimatica del timol y carvacrol, generalmente se encuentran como principales

hidrocarburos monoterpénicos [100,101].

Tabla 3. Composicién quimica del AE de L. origanoides, quimiotipo carvacrol, obtenido por MWHD.

LRI Cantidad relativa, %
o pi _ N _3 Compuesto
N° Pico DB-5 DB-WAX Tipo (s, n=3)
1 930 1026 HM 0.90 + 0.40 a-Tujeno
2 937 1029 HM 0.30 + 0.10 a-Pineno
3 955 1070 HM 0.07 + 0.01 Canfeno
5 980 1451 HM 2.40 + 0.90 1-Octen-3-ol
6 1012 1173 HM 0.19 + 0.07 a-Felandreno
7 1028 1278 HM 12 + 4 p-Cimeno
8 1035 1205 HM 0.40 + 0.10 Limoneno
9 1040 1217 HM 0.40 + 0.10 B-Felandreno
10 1048 1255 HM 0.16 + 0.04 trans--Ocimeno
11 1063 1253 HM 8 + 2 y-terpineno
12 1075 1555 MO 0.26 + 0.03 cis-Hidrato de sabineno
14 1101 1550 MO 0.43 + 0.05 Linalol
15 1106 1473 MO 0.18 + 0.04 trans-Hidrato de sabineno
16 1187 1603 MO 1 + 0.30 Terpinen-4-ol
17 1235 1600 MO 1.50 + 0.30 Timol metil éter
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Continuacion Tabla 3

NC Pico LRI Cantidad rel_ativa, % Compuesto
DB-5 DB-WAX Tipo (s,n=3)

18 1299 2191 MO 10 + 2 Timol
19 1305 2221 MO 41 * 4 Carvacrol
20 1356 1859 MO 0.26 * 0.06 Acetato de timilo
21 1358 - MO 1.80 + 0.40 Acetato de carvacrilo
22 1438 1617 HS 5.00 + 0.80 trans-p-Cariofileno
23 1448 1597 HS 0.90 * 0.30 trans-a-Bergamoteno
24 1475 1689 HS 2.90 * 0.50 a-Humuleno
25 1510 1748 HS 1.40 + 0.20 Biciclogermacreno
26 1518 1733 HS 0.24 * 0.04 6-Cadineno
27 1534 1847 HS 0.28 + 0.05 cis-Calameneno
28 1603 2003 HS 1.33 * 0.04 Oxido de cariofileno

HM: Hidrocarburo monoterpénico

En el AE de L. origanoides, quimiotipo felandreno, se identificaron 35 compuestos,
que corresponden al 92.91% del &rea cromatografica total. Dentro de los
metabolitos secundarios volatiles, se encontraron 7 mayoritarios, a saber: a-
felandreno, p-cimeno, limoneno, B-felandreno, timol, trans-B-cariofileno y a-
humuleno, que corresponden al 60% del area cromatografica total. Ademas, el

19.18% corresponde a los monoterpenos oxigenados presentes en el AE. La

MO: Monoterpeno oxigenado

identificacion de los picos aparece en la Tabla 4.
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Figura 25. Perfil cromatografico del AE de L. origanoides, quimiotipo felandreno, obtenido por

MWHD. Columna DB-5 (60 m). Split 1:30. La identificacién de los picos aparece en la Tabla 4.
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Tabla 4. Composicién quimica del AE de L. origanoides, quimiotipo felandreno, obtenido por

MWHD.
LRI Cantidad
N° Pico _ relativa, % Compuesto

DB-5 DB-WAX Tipo (+ s, n=3)

1 930 1026 HM 193 + 006 o-Tujeno

2 937 1029 HM 050 * 021 o-Pineno

3 955 1070 HM 033 = 0.03  Canfeno

4 976 1126 HM 146 =+ 0.08  Sabineno

5 980 1451 HM 044 + 003 1-Octen-3-ol

6 982 1115 HM 046 +  0.04 B-Pineno
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Continuaciéon Tabla 4.

LRI Cantidad relativa, %
N°Pico DB-5 DB-WAX Tipo (s, n=3) Compuesto
7 991 1166 HM 220 = 0.11 B-Mirceno
8 1012 1173 HM 1290 =+ 0.61 a-Felandreno
9 1021 1185 HM 290 + 0.04  a-Terpineno
10 1028 1278 HM 7.00 =+ 0.30  p-Cimeno
11 1035 1205 HM 720 = 0.30 Limoneno
12 1040 1217 HM 9.70 0.50 B-Felandreno
13 -- 1220 MO 3.27 0.05 1,8-Cineol
14 1048 1255 HM 0.85 + 0.01 trans- 3-Cimeno
15 1063 1253 HM 250 + 0.20  y-Terpineno
16 1075 1555 MO 0.84 + 0.02  cis-Hidrato de sabineno
17 1090 1290 HM 0.71 0.02 Terpinoleno
18 1101 1550 MO 0.87 =+ 0.02 Linalol
19 1106 1473 MO 042 + 0.03 trans- Hidrato de sabineno
20 1181 1725 MO 0.76 =+ 0.04 Borneol
21 1187 1603 MO 1.00 =+ 0.05 Terpinen-4-ol
22 1235 1600 MO 022 +* 0.02  Timol metil éter
23 1299 2191 MO 480 =+ 0.40  Timol
24 1438 1617 HS 12.67 + 0.09 trans-B-Cariofileno
25 1448 1597 HS 0.67 =+ 0.03 trans-a-Bergamoteno
26 1475 1689 HS 6.74 £ 0.03 a-Humuleno
27 1495 1724 HS 120 = 0.01 Germacreno D
28 1510 1748 HS 240 + 0.50 Biciclogermacreno
29 1518 1733 HS 0.64 = 0.03 B-Bisaboleno
30 1529 1768 HS 165 + 0.01 ©-Cadineno
31 1534 1847 HS 040 = 0.02 cis-Calameneno
32 1603 2003 HS 328 0.02  Oxido de cariofileno
HM: Hidrocarburo monoterpénico MO: Monoterpeno oxigenado HS: Hidrocarburo sesquiterpénico
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4.2.2 Identificacion de flavonoides aislados por extraccion con solvente.
Aplicando las metodologias desarrolladas para la obtencién y analisis de los
extractos mediante HPLC [102] (Secciones 3.3 y 3.4.3 ), se identificaron los
compuestos fendlicos presentes en la planta de L. origanoides, quimiotipos

carvacrol, timol y felandreno.

Con respecto a la mezcla de sustancias de referencia certificadas de 24 analitos,
se logro identificar luteolina en el extracto del quimiotipo carvacrol. Mientras que
en el extracto del quimiotipo timol se detectaron luteolina, quercetina y
naringenina. Para el extracto del quimiotipo felandreno unicamente se identifico la

pinocembrina.

Cala [102] identific6 en los extractos con solvente, de los tres quimiotipos de L.
origanoides, naringenina, luteolina y pinocembrina. L. origanoides, quimiotipos
carvacrol y timol, presentaron contenido mas alto de naringenina (1,3-1,8 mg/g de
planta), seguido de luteolina (0,14-0,20 mg/g de planta) y pinocembrina (0,038—
0,047 mg/g de planta). Por el contrario, L. origanoides, quimiotipo felandreno,
presentd contenido alto de pinocembrina (7,3 mg/g de planta), seguido de
naringenina (0,27 mg/g de planta) y luetolina (0,14 mg/g de planta). Ademas,
Stashenko et al. [103] y Ruiz [104] identificaron pinocembrina (3,65 %) como
compuesto mayoritario en los extractos aislados con fluido supercritico. En la
Figura 26, se observan los perfiles cromatograficos de cada uno de los extractos

bajo estudio.
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Figura 26. Perfil cromatografico de extractos SE de la especie Lippia origanoides: A. Quimiotipo
timol; B. Quimiotipo carvacrol y C. Quimiotipo felandreno; obtenidos por HPLC-DAD-UV-Vis en la
columna apolar Kinetex C18 (4.6 mm x 100 mm, 2.5 uym); 1- Quercetina, 2- Luteolina, 3-

Naringenina, 4- Pinocembrina.
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4.3 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE ACEITES
ESENCIALES Y EXTRACTOS

4.3.1 Comparacién de la capacidad antirradicalaria de los AE y extractos de
L. origanoides, quimiotipos timol, carvacrol y felandreno. La capacidad
antirradicalaria, determinada por los métodos ORAC y TEAC, se midi6 para los AE
y extractos SE de la especie L. origanoides, quimiotipos timol, carvacrol y
felandreno. Asi mismo, de sustancias de referencia, tales como a-tocoferol y BHT,
los que se usan ampliamente en plasticos, gomas, polimeros y alimentos [105].
Ademas, se realizaron las mediciones por los dos métodos implementados de dos
fenoles y cuatro flavonoides, componentes mayoritarios de los AE y extractos,
respectivamente.

Todo esto, con el fin de establecer si los AE y extractos analizados tuvieron
capacidades antirradicalarias mayores, menores 0 comparables con las de

algunas sustancias de referencia.
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Tabla 5. Capacidad de atrapar radicales medida por el método de decoloracién del ABTS*

Muestras evaluadas

Métodos de medicidn

ABTS*

ORAC

pmol Trolox®/g muestra*

BHT

a-Tocoferol

Timol

Carvacrol

Luteolina

Pinocembrina

Naringenina

Quercetina

AE, quimiotipo felandreno

AE, quimiotipo carvacrol

AE, quimiotipo timol

Extracto, quimiotipo felandreno®
Extracto, quimiotipo carvacrol®

Extracto, quimiotipo timol®

4560 * 29

2080 + 12

6000 + 130

4700 =117

186.8 + 0.4

99 +5

164 + 4

600 + 7

340+ 15

5200 + 260

5100 + 140
350 + 23

170 + 21

170 £ 53

480+ 9

550 + 18

2800 + 126

3680 + 21

2410+ 77

1540 + 71

2300 + 150

6100 + 20

1340 + 33

2800 + 230

2680 + 33

8020 + 4

3720 + 290

3810 + 80

Valor promedio + desviacion estdndar (n=3). Flavonoides identificados:

'Pinocembrina; ? Luteolina; * Luteolina, quercetina, naringenina.
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En la Tabla 5, se reportan los valores de TAC (Total Antioxidant Capacity) para los
compuestos antioxidantes analizados, expresados como pmol de Trolox®/g de

antioxidante.

43.1.1 TEAC o ensayo de decoloracion del catién-radical ABTS™. Se
evalué la capacidad de atrapar radicales in vitro de la mezcla de componentes de
origen natural. Con respecto a los extractos, la planta rica, en felandreno, exhibié
mayor capacidad antirradicalaria, aunque no supero a las sustancias de referencia
evaluadas. Para los AE, ricos en timol y carvacrol, los valores de dicha actividad
secuestradora de radicales, fueron mayores comparados con los antioxidantes
comerciales, los extractos y con el patrén certificado de carvacrol (4700 = 117
umol de Trolox®/g de antioxidante); sin embargo, mostré mayor actividad el patron
de timol (6000+ 130 pumol de Trolox®/g de antioxidante), que los propios AE que lo
contenian. Entre los AE, fue mas activo, segun este método, el AE, quimiotipo
carvacrol (5200 + 260 umol de Trolox®/g de antioxidante), que presenté un valor
mayor con respecto al estudio de Mufioz et al. [106] quienes reportaron para el AE
de Lippia origanoides, rico en carvacrol, un valor de 2040 + 21 pumol de Trolox®/g

de antioxidante.

La capacidad antioxidante de los AE se atribuye a los compuestos activos
presentes en ellos, es decir, que se debe tanto a los componentes principales
como a la presencia de aquellos constituyentes en pequefias cantidades, o la
sinergia entre ellos.

Segun la determinacion realizada por GC-MS, el contenido de compuestos
fendlicos de los AE aislados, quimiotipos carvacrol y timol, fue alto, 68.37 y
78.73%, respectivamente. Entre ellos, el timol y el carvacrol fueron los compuestos

fendlicos, que se encontraron en mayor proporcion.
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La capacidad antioxidante, que presentaron los AE, depende de sus componentes
fendlicos. Esto no solo se debe a las caracteristicas estructurales que poseen los
compuestos fendlicos, sino también a otros factores como la concentracion, la
temperatura, la luz, el tipo de sustrato y el estado fisico del sistema, asi como la
forma en la que actian sus componentes (prooxidantes o sinérgicos) [107].

Los valores de capacidad antioxidante obtenidos mediante el método TEAC
confirmaron que los AE, de los quimiotipos timol y carvacrol, poseen mejor
capacidad antioxidante, que el AE del quimiotipo felandreno (Véase Tabla 5), este
efecto se debe a la presencia del timol y el carvacrol, pero también a un posible
efecto sinérgico entre los compuestos que contienen oxigeno. Esto se demostré
en un estudio realizado sobre la composicion quimica y capacidad antioxidante del
AE del orégano (Origanum vulgare), que crece en Croacia [62]. Todo esto, porque
el orégano (Origanum vulgare) tiene en comdn con L. origanoides algunos
compuestos, como el timol y el carvacrol. En otros estudios, se evalué como
puede afectar la capacidad de secuestrar radicales el comportamiento cinético de
algunos compuestos [107]; a los componentes lentos en reaccionar, su influencia
sobre la capacidad antirradicalaria se le atribuy6 a la complejidad del mecanismo

de reaccion.

El AE, del quimiotipo felandreno, presentd menor capacidad antioxidante para
ambos métodos; esto pudo ser porque sus constituyentes estan involucrados en
una o mas reacciones secundarias que dieron como resultado la lenta reduccién
del cation-radical ABTS™ y del radical AAPH, o que sus componentes presentan

una accion anti- o prooxidante [107-108].
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En la Figura 27, se observa el porcentaje de inhibicion de la absorbancia exhibida
por el catién-radical ABTS", en presencia del antioxidante Trolox®. El cation-
radical residual se cuantificé espectrofotométricamente en un periodo de tiempo
dado (30 min) donde la disminucién en la concentracién es funcién del tiempo, y
se produce por la oxidacién del Trolox® a una concentracién dada (50-550 pM). La
decoloracion del cation-radical ABTS™ se calculé respecto a la reactividad del

Trolox®, lo que permitié obtener la curva de calibracién para este ensayo.

Figura 27. Curva de calibracion del Trolox® por el ensayo de decoloracién del catidn-radical
ABTS™.
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4.3.1.2 Capacidad de absorcion del oxigeno radical. El ensayo midi6 la
degradacion oxidativa de la fluoresceina, en presencia de un compuesto

antioxidante, después de haber sido mezclado con el generador de radicales
AAPH.
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La capacidad antirradicalaria entre los AE fue mayor en los quimiotipos carvacrol y
timol. Sin embargo, los extractos de L. origanoides, de los tres quimiotipos
presentaron mayor capacidad para atrapar los radicales AAPH, comparada con los
AE, los antioxidantes comerciales y los patrones certificados. Entre ellos, fue mas
activo, segun este método, el extracto de L. origanoides, quimiotipo felandreno,
(8020 + 4 pmol Trolox®/g muestra); se le puede atribuir su efecto antioxidante a su

alto contenido de pinocembrina.

Al comparar los resultados con el trabajo de Jiménez et al. [109], quienes
evaluaron la capacidad antioxidante del extracto (SE) del orégano liofilizado
(Lausanne, Suiza) por este ensayo, se encontro que los extractos y los AE de la
planta bajo estudio en el presente trabajo, exhibieron mayor capacidad
antirradicalria que el extracto de orégano de Lausanne, Suiza (1168 = 105 pmol

Trolox®/g muestra).

Los resultados reportados en la Tabla 5, demuestran que la alta capacidad de los
extractos para “secuestrar’ radicales, se debe al contenido de compuestos
fendlicos presentes (determinados por HPLC-DAD), dentro de los cuales se
encuentran la pinocembrina, luteolina, naringenina y quercetina. Estos
compuestos no se extraen por destilacion, pero si con solvente (metanol-agua),

por ser compuestos mucho mas polares y menos volatiles.

Varios flavonoides han sido reportados como “extinguidores-secuestradores” de
especies activas de oxigeno; ademas inhiben in vitro la oxidacion de lipoproteinas
de baja densidad [110-113]. Algunos de ellos, se caracterizan por compartir un

esqueleto similar con un nimero y posicién variable de los grupos hidroxilo (Véase
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Figura 28); este es el caso de los cuatro flavonoides identificados mediante

HPLC-DAD en los extractos de la planta estudiada.

La capacidad antioxidante de la luteolina, naringenina, pinocembrina y quercetina,
presentes en los extractos metandlicos de los tres quimiotipos de L. origanoides,
se relaciona con el niamero y la posicion de los grupos hidroxilo presentes en los

anillos aromaticos de sus respectivas estructuras (Véase Figura 29) [114].

Figura 28. Esqueleto compartido por los cuatro flavonoides encontrados en los extractos de los

tres quimiotipos de L. origanoides.

Con base en las estructuras de los flavonoides (Figura 29), la quercetina tiene el
mayor nimero de grupos hidroxilo. Las posiciones 3 del anillo C y 4’ del anillo B,
las ocupan dos de los grupos —OH, que estabilizan el radical fenoxilo formado y
gue atrapan eficientemente radicales peroxilo, lo cual contribuye a un mayor efecto
antioxidante. Para el caso de la luteolina, la naringenina y la pinocembrina, que no
contienen el grupo OH en la posicion 3 del anillo C, su capacidad antioxidante se
disminuye comparada con la quercetina.

Asi mismo, se puede suponer, que la capacidad antirradicalaria de la luteolina se
debe a la estructura orto-dihidroxi del anillo B, lo cual la hace mejor “antioxidante”,
que la de la naringenina y la pinocembrina. Para el caso de la naringenina, su
capacidad antioxidante se puede atribuir a la presencia del grupo hidroxilo, en la
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posicion 4’ del anillo B, que le confiere estabilidad al radical formado. La
pinocembrina presenta una baja capacidad antioxidante comparada con los otros
flavonoides estudiados. Se puede suponer, que la falta de grupos OH en el anillo

B es lo que no le confiere una alta estabilidad al radical formado.

Figura 29. Estructura de los cuatro flavonoides identificados en los extractos con solvente. A.

Luteolina; B. Quercetina; C. Naringenina y D. Pinocembrina.

OH

HO o HO o

La razon por la cual las posiciones juegan un papel importante en la capacidad
antioxidante de estos flavonoides es que los grupos hidroxilo, en algunas
posiciones, se vuelven mas vulnerables, con respecto a otras, a la pérdida de un
proton. Esto explica por qué las posiciones 3, 3, 4 y 3, 4’, ocupadas por los

grupos hidroxilo, en la quercetina y la luteolina, respectivamente, las hacen mas
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efectivas como antioxidantes [111]. Esto se ve reflejado en los valores medidos
por los métodos ORAC y TEAC de capacidad antioxidante de los tres flavonoides.
(Ver Tabla 5). Sin embargo, el mayor efecto antioxidante se exhibié en el extracto
del quimiotipo felandreno, rico en pinocembrina. Aunque la pinocembrina no
presenta la mayor capacidad “secuestradora” de radicales con respecto a los
demas flavonoides identificados en los diferentes extractos, pudo deberse a su
alto contenido en el extracto o, también, a la presencia de otros compuestos

antioxidantes, que no se identificaron.

Trouillas et al. [114] estimaron la entalpia de disociacibn de enlace para la
quercetina, estructura molecular presentada en la Figura 29 B, que contiene
grupos hidroxilo en las posiciones 5y 7 en el anillo A (sustituciones, que estan
presentes en los demas flavonoides estudiados); 3, en el anillo C, y 3’ y 47, en el
anillo B (al igual que la luteolina). En dicho estudio, determinaron la secuencia
energeética creciente favorable para la transferencia de atomos de hidrogeno de los
grupos -OH de la quercetina, correspondiente a: 4’-OH < 3’-OH < 3-OH < 7-OH <
5-OH. Considerando los resultados obtenidos para la capacidad antioxidante de la
guercetina, con los demas flavonoides utilizados evaluados, se puede suponer, en
términos de su estructura, que la presencia del grupo hidroxilo en la posicion 3 en
el anillo C, junto con sustituciones de hidroxilo en el anillo B, incrementan
notablemente la capacidad antioxidante, debido a que son los méas favorecidos

energéticamente para reaccionar atrapando radicales libres, y mas aun si existe el

grupo catecol en dicho anillo, en conjunto con el doble enlace 2,3- conjugado con
el 4-oxo en el anillo C; asi mismo, los grupos hidroxilo en las posiciones 5y 7 del
anillo A, son menos “importantes” debido a que se encuentran menos favorecidos
energéticamente para la transferencia de protones requerida para atrapar

radicales libres [115].
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En general, se observé que los AE, extractos y sus componentes mayoritarios
presentaron mayor capacidad antirradicalaria que los antioxidantes de referencia,
BHT y a-tocoferol. La capacidad antioxidante del BHT y del a-tocoferol, no
depende del namero, ni de las posiciones de los grupos hidroxilo, debido a que
solo presentan un grupo hidroxilo en sus estructuras (Véase Figura 4), en
comparacion con los cuatro flavonoides, que si presentan varios grupos hidroxilo.
Sin embargo, la eficacia de un antioxidante, también, se determina por mas
factores, incluyendo su energia de activacion, velocidad constante, el potencial de
oxido-reduccion, la estabilidad térmica del radical intermediario y la hidrofobicidad
[116].

La capacidad antioxidante, que presenta el BHT, se debe a los dos grupos tert-
butilo y al grupo metilo que lo hacen mas hidréfobo y, por consiguiente, mas
soluble en disolventes organicos. Por otro lado, la capacidad antioxidante del a—
tocoferol se basa en un sistema redox tocoferol-tocoferilquinona [117]. Esta
vitamina se oxida facilmente en el aire, sobretodo, en presencia de hierro y otros
metales; cuando esto ocurre, el grupo hidroxilo del anillo cambia a un grupo oxi, el
anillo se abre y se forma primero una quinona, la tocoferol-quinona, que no posee
actividad biolégica. Luego, esta especie puede reducirse a tocoferol hidroquinona,

eliminando/secuestrando los radicales libres, que contienen oxigeno [118-120].

Se ha sugerido que la larga cadena de fitlo (cadena de cuatro unidades de
isopreno) permite al tocoferol repartirse entre las membranas lipéfilas de células y
organulos, donde ejercerian su accion antioxidante, evitando el dafio oxidativo
[117].

Aunque en el ensayo ORAC se demostrd, que los valores de capacidad

antioxidantes, de los patrones certificados de los flavonoides, en orden
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descendente fueron: quercetina > luteolina > naringenina > pinocembrina, el
ensayo TEAC no pudo detectar la diferencia antirradicalaria entre la luteolina y la
naringenina. Esto indico, que el ensayo ORAC fue mas sensible, que el método
TEAC, en el andlisis de la capacidad antioxidante de los flavonoides evaluados. Lo
mismo sucedidé con los antioxidantes sintéticos de referencia BHT y a-tocoferol, en
el ensayo ORAC: la capacidad antioxidante del a-tocoferol (550 + 18) fue superior
a la del BHT (480 % 9), mientras que en el ensayo TEAC el BHT (4560 * 29) fue
mejor antioxidante que el a-tocoferol (2080 + 12).

Por lo anterior, se podria concluir, que el método ORAC fue mas adecuado que
TEAC, para determinar las propiedades antioxidantes de los extractos (SE) de L.
origanoides. De esta manera, podria suponerse que los extractos, ricos en
flavonoides (quercetina, luteolina, naringenina y pinocembrina), pueden presentar
un mayor efecto antirradicalario mediante la transferencia de atomos de hidrogeno
(por ruptura directa del enlace O-H), para formar el radical fenoxilo y estabilizar

radicales peroxilo, tipicos del ensayo ORAC.

La Figura 30, muestra la actividad antioxidante del Trolox® medida con la
inhibicion de los radicales peroxilo y la disminucion en la velocidad de la

fluorescencia de la FL por la presencia de un antioxidante (Trolox®).

Se puede concluir, que la capacidad antioxidante depende del método, de la
concentraciéon y de la naturaleza de las propiedades fisicoquimicas de los
antioxidantes estudiados [56]. Este hecho se observa claramente en la Tabla 5, en
la cual los valores de la capacidad antioxidante evaluados por el método ORAC y
TEAC, difieren significativamente. En estudios analogos se confirmd, que las
mismas muestras antioxidantes exhibieron diferentes valores antioxidantes, segun

la concentracién y los parametros medidos [121,122].
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Figura 30. Curva de calibracién del Trolox® obtenida por el método de ORAC.
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4.3.2 Andlisis del contenido de acidos grasos en el aceite de seje. La
determinacion de los FA se llevo a cabo a través de una extraccion con solvente,
seguida de su derivatizacion (Véase Seccion 3.4.4). En el Anexo A, se presenta
el perfil cromatografico obtenido para el aceite de seje. En la Tabla 6, se muestran
las cantidades relativas (%) de los FA presentes en el aceite de seje. El acido
laurico (C12: 0; 34.4 %) fue el mayoritario entre los acidos grasos presentes. Sin
embargo, también se evidencia la presencia del acido graso de interés, acido
linoléico (C18: 3n3; 5.2%)

Tabla 6. Cantidad relativa (%) de los acidos grasos presentes en el aceite de seje (Véase Anexo
1).

_ o Cantidad
N° Pico Acido )
relativa, %
1 Acido Caproico 0.31
Acido Capirilico 4.71
3 Acido Céaprico 3.97
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Continuacién Tabla 6.

N° Pico Acido Cantidad
relativa, %
4 Acido Laurico 34.4
5 Acido Miristico 14.2
6 Acido Palmitico 8.43
7 Acido Estearico 2.82
8 Acido Oléico 9.91
9 Acido Linoléico 5.16
10 Acido Linolénico 12.6

4.3.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro de los AE y extractos
en un sistema lipidico. En esta etapa, se evalud la capacidad antiradicalaria de
antioxidantes sintéticos y naturales en un sistema lipidico sometido a la radiacion

UVA, tal como se describe en el Numeral 3.5.2.

El perfil cromatografico de los derivados hidrazonicos de los compuestos
carbonilicos, producto de la descomposicion de los acidos durante la peroxidaciéon
lipidica, inducida durante 12 horas en el aceite de seje. Los aldehidos
reaccionaron con el agente derivatizante (PFPH), con posterior extraccion por HS-

SPME. En la Figura 31, se observa su perfil cromatografico.
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Figura 31. Perfil cromatogréfico tipico de derivados carbonilicos generados en el aceite de seje,

sometido a la radiacion UVA.
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La presencia del acido linoléico en el aceite de seje se relaciona con la
concentraciéon del hexanal generado durante la degradacion oxidativa de este
acido graso. En el cromatograma (Figura 31), se puede observar la formacion de
aldehidos, no soélo hexanal, ya que se obtienen aldehidos derivados de la
peroxidacién de los &cidos grasos que hacen parte de la composicién del aceite de
seje (Véase Tabla 6) y que se generan en diferentes cantidades.

Al someter el aceite de seje, en presencia de los AE y extractos, a la radiaciéon
UVA, utilizando la metodologia descrita en la Seccién 3.5.2, se observé que todas

las muestras presentaron, en menor o mayor grado, un efecto protector, actuando
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como secuestradores de los radicales libres y generando especies estables que

protegieron la consecuente degradacion de la matriz.

En la Tabla 7, se observa el grado de proteccion de los AE, extractos y sustancias
de control, ademas, la concentracién de hexanal generado durante el proceso de
oxidacion de la muestra de aceite de seje. La curva de calibracion del hexanal se
realizd en un intervalo de concentraciones de 0.1 hasta 10 ppm (Véase Anexo 2).
Con base en los resultados, se determiné la concentracién de hexanal formado en

cada una de las muestras.

Los resultados obtenidos muestran, que el empleo del extracto de la especie L.
origanoides, quimiotipo felandreno (73%), presentd el mayor grado de proteccion
con respecto a los demas AE, extractos y sustancias control (BHT y a-tocoferol).
También, se evalud el efecto protector en las mezclas de los AE y los extractos.
Entre dichas muestras evaluadas, la mezcla de los AE, de los quimiotipos timol y
carvacrol, present6é un 72% de proteccion frente a la peroxidacion, valor similar al
obtenido para el extracto, quimiotipo felandreno, y mayor para los valores
obtenidos de las sustancias control, a-tocoferol (60%) y BHT (66%). Esto permite
deducir, que el extracto del quimiotipo felandreno y la mezcla de los AE de los
quimiotipos timol y carvacrol son buenos antioxidantes en el sistema lipidico
evaluado. Esta actividad antioxidante alta, puede atribuirsele a la presencia de
compuestos monooxigenados como el timol y el carvacrol, que son componentes
mayoritarios en los AE, y moléculas de tipo flavonoide (pinocembrina), para el

extracto, quimiotipo felandreno.

El sinergismo de los compuestos antioxidantes, o el nimero de grupos hidroxilo
presente en los flavonoides, pudo ser la razén del aumento en la eficacia

antirradicalaria, que superé a los antioxidantes comerciales.
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Los flavonoides retiran oxigeno reactivo, especialmente, en forma de aniones
superoxidos, radicales hidroxilo, hidroperéxidos y peréxidos lipidicos, bloqueando
la oxidacion de estas sustancias sobre las células [123]. Ademas, pueden ofrecer
una alternativa para la proteccion de lipidos de la oxidacién. Algunos de estos
flavonoides han demostrado, en estudios previos, la inhibicibn de la oxidacion
lipidica en alimentos como la carne [124,125], el aceite de pescado [123,126] y la
manteca de cerdo [127]. Por ejemplo, se ha venido estudiando efectos inhibidores
de la quercetina en la oxidacion del &cido linoléico [128], el colesterol [129] y en
emulsiones. La donacién de los grupos hidroxilo, presentes en el flavonoide, de
un hidrégeno y un electron a diversos radicales hidroxilo, peroxilo, superéxido y
peroxinitrito, conduce a la pérdida de la reactividad como consecuencia de la
estabilizacion del radical; se forma, ademas, un radical flavonoide, relativamente
estable [130]. Esta donacién se basa en el potencial de reduccion del flavonoide,

gue depende de su estructura molecular [131].

En estudios realizados sobre la capacidad antioxidante de cinco flavonoides, en el
aceite de canola, en una emulsibn y en membranas de células de ratas, se
observd, que la quercetina presentdé mayor proteccion contra la oxidacion del
aceite de canola, seguido por la mircetina [116]. Resultados similares se
obtuvieron en otro estudio, en el cual se evaluaron los efectos inhibidores de la
quercetina y la morina sobre la oxidacion del aceite de pescado [125]. Sin
embargo, en el presente estudio, el extracto del quimiotipo timol, que contenia los
flavonoides de mayor capacidad antioxidante, entre ellos, la quercetina, reflejo un
menor grado de proteccidon en la matriz lipidica. De lo anterior, podria deducirse
que los flavonoides presentes, no identificados e identificados por HPLC-DAD,
presentan un efecto contrario al sinérgico, disminuyendo su efecto protector sobre

el aceite de seje.
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Entre los antioxidantes sintéticos de referencia, al igual que en los estudios
realizados por Chen [116], el BHT presentd un mayor porcentaje de proteccion con
respecto al a—tocoferol y los extractos, debido a que este antioxidante es mas
hidrofébico y mas soluble en el aceite de seje; ademas, pudo ser mas estable a las
altas temperaturas (40 °C), a las cuales fue sometido.

Una estructura catecol en 3,4’ del anillo B favorece enormemente la inhibicion de
la peroxidacion lipidica, como deberia ser en la quercetina y luteolina, con una
capacidad para eliminar radicales peroxilo. Cuando el grupo catecol esta presente,
la oxidacion de los flavonoides se produce en el anillo B, se obtiene un radical
orto-semiquinona bastante estable, que facilita la deslocalizacion electronica. La
influencia de la disposicién de otros grupos hidroxilo en la actividad antioxidante
del flavonoide es menos destacada, sobre todo, por lo que respecta al anillo A
[130]. Sin embargo, la pinocembrina no presenta el grupo catecol, y fue el extracto
de felandreno (rico en pinocembrina), que presentd el mayor porcentaje de
inhibicion de la peroxidacion lipidica. La alta concentracion de este flavonoide, con
respecto a los demas presentes, en los diferentes extractos, pudo ser el que
potencializo el efecto antioxidante, ademas, de la presencia de otros compuestos

polifendlicos no identificados.

Los porcentajes de proteccion de los AE individuales, no superaron a los dos
antioxidantes sintéticos, pero si lo hicieron las mezclas de los AE de los
guimiotipos timol y carvacrol (72%) y timol y felandreno (69%). Mientras que la
mezcla de los extractos de los quimiotipos carvacrol y felandreno arrojo un efecto
protector mayor (63%), que el del a-tocoferol (60%), pero menor que el del BHT
(66%) (Véase Figura 32).
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En estudios realizados por Salgar [132], el autor muestra que el AE de L.
origanoides, rico en timol, presentd diferente efecto protector segun el sistema
lipidico modelo evaluado. En el aceite de girasol a 220 °C, el AE (22%) mostré un
efecto protector menor, que el BHT (65%) y el a-tocoferol (44%). Sin embargo,
para un sistema lipidico modelo del &cido linoléico, en medio acuoso, inducido por
la oxidacion de FeSO,, el AE (78%) exhibié un efecto protector mayor o igual, que
el BHT (79%) y a-tocoferol (55%). En cuanto al presente trabajo, el efecto
protector del AE del quimiotipo timol en el aceite de seje, sometido a la oxidacién
acelerada por la radiacion UVA, presentd un valor de 51%.

Rojas y Santamaria [133], evaluaron el efecto protector del AE, rico en timol
(31.9%) y carvacrol (32.4%). La matriz lipidica fue el aceite de girasol, que fue
irradiado durante 12 horas con luz UVA. Los resultados mostraron un efecto
protector del aceite sobre la matriz en un 33%. Sin embargo, el efecto protector del
extracto SFE, rico en carvacrol (60%), presentd, sobre la misma matriz lipidica, un

efecto protector de solo 50%.

En términos generales, todas las muestras individuales o mezclas a estudiar,
presentaron una disminucién del hexanal, aldehido monitoreado durante la

oxidacion inducida por la luz UVA, en el sistema lipidico estudiado.

En el Anexo C, se observan los perfiles cromatograficos obtenidos, donde se
muestra el hexanal generado por la oxidacion del aceite de seje irradiado con luz

UVA, de los AE, extractos y sustancias control bajo estudio.

Las investigaciones realizadas ponen en evidencia, que en los estudios de la
actividad secuestradora de radicales libres, y en la inhibicion de la peroxidacién
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lipidica de los compuestos fendlicos presentes en los AE y extractos de la especie
L. origanoides, influyen los siguientes factores: los aspectos estructurales; las
condiciones del ensayo; la concentracion efectiva, que se alcance en el sitio donde
se forma la ERO; la estabilidad del radical del antioxidante formado al donar un
atomo de hidrégeno al radical atacante; la lipofilicidad o hidrofilicidad, el pH del

medio y la naturaleza del radical [134].

Figura 32. Evaluacion del efecto protector de los AE y extractos bajo estudio, contra la

peroxidacion lipidica del aceite de seje, acelerada por la radiaciéon UVA (Véase Tabla 7).
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El uso de diferentes métodos para evaluar la capacidad antioxidante, es
necesario. Un estudio donde se aplicaron varios métodos para evaluar la
capacidad antirradicalaria mostrd, que ningdn método solo es suficiente para
evaluar la capacidad antioxidante de una muestra. La combinacién de los tres
métodos fue una buena eleccién para estudiar la capacidad antioxidante del AE de
orégano y esto fue la recomendacién en las investigaciones similares [121,122].
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Tabla 7. Porcentaje de proteccidon de los AE, extractos, mezclas de aceites, mezclas de extractos,

BHT y a-tocoferol en el aceite de seje.

Grado de Concentracién
No. Muestra proteccion, % del hexanal, ppm
(xs,n=3)
BHT 66 + 3 0.210 £ 0.006
a-Tocoferol 60 +3 0.320 + 0.008
1 AE, quimiotipo timol 51+3 0.46 £ 0.01
2  AE, quimiotipo carvacrol 53+1 0.43+0.01
3 AE, quimiotipo felandreno 42+ 3 0.623 £ 0.007
4  Extracto, quimiotipo timol 44 + 4 0.526 £ 0.003
5  Extracto, quimiotipo carvacrol 52+2 0.443 £ 0.007
6  Extracto, quimiotipo felandreno 73+2 0.10+0.01
Mezclas:
7 MAECT 72+2 0.121 £ 0.009
8 MAETF 69+ 0.2 0.17 £0.01
9 MAECF 58+ 3 0.35+0.01
10 MECT 53+ 4 0.422 + 0.009
11 METF 43+2 0.601 £ 0.005
12 MECF 632 0.261 £+ 0.004

MAECT: Mezcla de los AE de los quimiotipos carvacrol y timol (1:1).
MAETF: Mezcla de los AE de los quimiotipos timol y felandreno (1:1).

MAECF: Mezcla de los AE de los quimiotipos carvacrol y felandreno (1:1).

MECT: Mezcla de los extractos (SE) de los quimiotipos carvacrol y timol (1:1).

METF: Mezcla de los extractos (SE) de los quimiotipos timol y felandreno (1:1).

MECF: Mezcla de los extractos (SE) de los quimiotipos carvacrol y felandreno (1:1).
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CONCLUSIONES

1 Los metabolitos secundarios se aislaron de las plantas L. origanoides,
quimiotipos timol, carvacrol y felandreno, mediante dos técnicas diferentes
de extraccibon, MWHD vy extraccion con solvente. Se obtuvieron
componentes mayoritarios, el timol y el carvacrol, en los AE, y en los
extractos, se detectaron cuatro flavonoides, quercetina, Iluteolina,
naringenina y pinocembrina, a los cuales se les atribuye, principalmente, la

capacidad antioxidante de los extractos estudiados.

2 Se pudo concluir, que las diferencias entre los métodos de determinacion
de la actividad antioxidante utilizados, se deben a los mecanismos de
reaccion de cada ensayo, a la naturaleza del radical, al medio de reacciéon y
a las cantidades de muestra de antioxidantes, que se evaluaron. De
acuerdo con los analisis realizados a los patrones de referencia, a los AE y
extractos, se pudo observar, que el método ORAC tiene mayor sensibilidad,
que el método TEAC, lo que produjo que este ultimo no estableciera
diferencias, por ejemplo, entre los valores de capacidad antioxidante de los
flavonoides luteolina y naringenina, y entre los extractos de los quimiotipos

carvacrol y timol.

3 Se evalud la capacidad antirradicalaria de antioxidantes comerciales, AE y
extractos SE de la especie L. origanoides, mediante el método ORAC.
Se pudo observar que, tanto los AE como los extractos, presentaron mayor
capacidad de atrapar radicales peroxilo frente a los antioxidantes
comerciales, BHT y a-tocoferol. Se observd, que la presencia de los

flavonoides en los extractos potencializ6 el efecto antirradicalario.
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4 Se evalud la capacidad antirradicalaria de antioxidantes comerciales, AE y
extractos de la especie L. origanoides, mediante el ensayo TEAC. Los AE
de los quimiotipos timol y carvacrol, presentaron mayor capacidad de
atrapar el cation-radical ABTS™ frente a los antioxidantes comerciales, BHT
y a-tocoferol. Estos resultados indican la estrecha relaciéon entre la
concentraciéon de los compuestos fendlicos en los AE y su capacidad

antioxidante.

5 Se evalud el efecto protector de los aceites esenciales y extractos de la
especie L. origanoides, quimiotipos carvacrol, timol y felandreno, y dos
antioxidantes sintéticos (BHT y a-tocoferol) mediante el monitoreo del
hexanal generado en el proceso de peroxidacién lipidica del aceite de seje
acelerada mediante la exposicion a radiacion UVA. El efecto protector sobre
el aceite de seje fue mayor en el extracto del quimiotipo felandreno (73 %
2%) y en la mezcla de los aceites esenciales, quimiotipo carvacrol y timol,
en proporcion (1:1) (72 = 2%), con respecto a las sustancias control BHT
(66 = 3%) y a-tocoferol (60 £ 3%).

6 El extracto del quimiotipo felandreno presentd, la mayor capacidad de
inhibir radicales piréxilo, y el mayor efecto protector frente a la peroxidacion
del aceite seje, el cual es altamente utilizado en la industria cosmética.
Ademads, su capacidad antirradicalaria lo convierte en una alternativa, para

ser utilizado como conservante antioxidante en formulaciones cosméticas.
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RECOMENDACIONES

1. Mediante la medicion del hexanal, como producto de descomposicion del
acido linoléico presente en el aceite de seje, se recomienda evaluar el
proceso oxidativo Unicamente del &cido linoléico, para evaluar la capacidad
antioxidante de las diferentes muestras estudiadas y determinar cuénto
puede afectar la matriz portadora del &cido graso a dicha capacidad

antirradicalaria.

2. Realizar otro tipo de ensayos de actividad antioxidante, tales como: la
degradacion oxidativa mediante iones Fe (ll) y/o DPPH; y determinar el
contenido de fenoles, mediante el método Folin-Ciocalteu. Lo anterior,
permitiria  comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo
utilizando los quimiotipos de la especie vegetal estudiada.
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ANEXO A. PERFIL CROMATOGRAFICO DE LOS ACIDOS GRASOS
PRESENTES EN EL ACEITE DE SEJE.

Figura 1.1. Perfil cromatografico de los FA presentes en el aceite de seje. Columna DB-5 (60m),
Split 1:30. FID. 1- Acido caproico, 2— Acido caprilico, 3— Acido céaprico, 4— Acido laurico, 5— Acido
miristico, 6— Acido palmitico, 7— Acido esteéarico, 8- Acido oléico, 9— Acido linoléico y 10— Acido

linolénico.
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ANEXO B. CURVA DE CALIBRACION DEL HEXANAL REALIZADA POR GC-
ECD.

Figura 2.1. Curva de calibracion del hexanal.
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ANEXO C. PERFILES CROMATOGRAFICOS, OBTENIDOS POR GC-ECD DEL
HEXANAL ANALIZADO EN FORMA DE SU DERIVADO HIDRAZONICO,
GENERADOS EN EL ACEITE DE SEJE SOMETIDO A LA RADIACION UVA.

Figura 3.1. Perfil cromatogréfico de los productos secundarios generados en el aceite de seje con

AE de Lippia origanoides, quimiotipo carvacrol.
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Figura 3.2. Perfil cromatografico de los productos secundarios generados en el aceite de seje

sometido con aceite esencial de Lippia origanoides, quimiotipo timol.
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Figura 3.3. Perfil cromatogréafico de los productos secundarios generados en el aceite de seje con

aceite esencial de Lippia origanoides, quimiotipo felandreno.

H=
s Lt ]

BEDDIED
2D
250D
e ]
TEDDID

T

Haxanal

S0

[#]
=

128



Figura 3.4. Perfil cromatografico de los productos secundarios generados en el aceite de seje con
BHT.
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Figura 3.5. Perfil cromatogréafico de los productos secundarios generados en el aceite de seje con

a-tocoferol.
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Figura 3.6. Perfil cromatografico de los productos secundarios generados en el aceite de seje con

extracto de Lippia origanoides, quimiotipo timol.

H=z
400000
00000
200000 =
[ -
' %
100000 E £
; i
5 . T A
—r T 1 T I I I
5 10 15 20

Figura 3.7. Perfil cromatografico de los productos secundarios generados en el aceite de seje con

extracto de Lippia origanoides, quimiotipo carvacrol.
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Figura 3.8. Perfil cromatografico de los productos secundarios generados en el aceite de seje con

extracto de Lippia origanoides, quimiotipo felandreno.

Hx=
A ]

25D
2D
R
e
AEDD D
T

E

9

=0 min

131



