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RESUMEN

Debido a los posibles efectos carcinogénicos de algunos antioxidantes sintéticos
las investigaciones sobre la obtencion y evaluacion de antioxidantes naturales
tienen un creciente interés. En este trabajo se analizo la composicion y se evaluo
la capacidad antioxidante de una especie de orégano (LippiaoriganoidesH.B.K) que
crece de forma silvestre en la region del Alto Patia al suroccidente de Colombia.
El aceite esencial de las hojas de orégano (AEQ) se extrajo por la técnica de
arrastre con vapor. La compaosicion quimica se analizo por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), identificando los constituyentes
con base en sus patrones de fragmentacion y sus indices de retencion de Kovat’s.
La actividad antioxidante se evalué mediante los métodos espectrofotométricos
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de DPPHe y ABTS * +. Los componentes principales fueron timol (73,7%),
o-cimeno (10,5%), mirceno (3,1%) y y-terpineno (2,9%). Los valores de EC,,
(concentracion de aceite esencial que reduce el 50% de radicales DPPH )
para el AEO y para el BHT fueron 5,58 y 1,33 mg/mL, respectivamente;
por su parte los valores TEAC (actividad antioxidante equivalente al Trolox)
para el AEQ y para el BHT fueron 0,33 y 0,68 mg/mL respectivamente, lo
que indica que la capacidad antioxidante del AEQ es similar a la del BHT, lo
cual se puede atribuir a la accion sinérgica de sus compuestos fendlicos.
El alto rendimiento de extraccion y contenido de timol en el aceite esencial
de orégano del Alfo Patia hacen que esta especie tenga un alto potencial
para la obtencion de antioxidantes naturales.

ABSTRACT

Because of the potential carcinogenic effects of some synthetic antioxidants
research on the collection and evaluation of natural antioxidants have a
growing interest. In this work was analyzed the composition and evaluated
the antioxidant activity of an oregano species (Lippiaoriganoides H.B.K)
that grows wild in the region of Alto Patia, southwestern Colombia. The
essential oils were obtained from oregano leaves by steam distillation
technique. The chemical composition was analyzed by gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS), identifying the constituent based on their
fragmentation patterns and Kovat’s indices. The antioxidant activity was
evaluated by spectrophotometric methods DPPHe and ABTS « +. The main
components were thymol (73.7%), o-cymene (10.5%), myrcene(3.1%) and
ylterpinene (2.9%). EC,, values (essential oil concentration that reduces 50%
of DPPH« radicals) and TEAC (Trolox equivalent antioxidant activity) for the
oregano essential oils (OEQ) and BHT were 5.58 and 1.33 mg/mL and 0.33
and 0.68 mg/mL, respectively, indicating that the antioxidant capacity of the
OEQ is similar fo that of BHT, which can be attributed to the Synergistic action
of its phenolic compounds.The highextraction yieldand content ofthymol
inoregano essentialoilof Alto Patiamake this specieshas a highpotentialfor
obtainingnatural antioxidants.

RESUMO

Devido aos possiveis efeitos carcinogénicos que tém alguns antioxidantes
sintéticos, as pesquisas na obtengdo e avaliacao de antioxidantes naturais
tém um crescente interesse. Neste trabalho foi analisada a composigao e a
capacidade antioxidante de uma espécie de orégano (LippiaoriganoidesH.B.K)
que cresce em forma silvestre na regido de Alto Patiaao sudoeste da
Colémbia. O dleo essencial das folhas de orégano (OEQ),foi extraido pela
técnica de arraste com vapor. A composi¢ao quimica foi analisada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), 0s
compostos foram identificados baseado nos patroes de fragmentagao e
seus indices de retengdo de Kovat’s. A atividade antioxidante foi avaliada
mediante 0s métodos espectrofotométricos de DPPHe y ABTSe+. 0s
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principais componentes foram timol (73,7%), ¢-cimeno
(10,5%), mirceno (3,1%) y j-terpineno (2,9%). 0s
valores de EC,, (concentracao do oleo essencial que
reduz 0 50% de radicais DPPH+) e de TEAC (atividade
antioxidante equivalente ao Trolox) para o OEO e para
0 BHT foram 5,58y 1,33mg/mL e 0,33 e 0,68 mg/
mL respectivamente, isto indica que a capacidade
antioxidante do OEQ ¢ similar ao do BHT, que pode se
atribuir a agdo sinérgica dos compostos fenalicos. O
alto rendimento de extrag&o e contetido de timol no 6leo
essencial de orégano do Alto Patiafazem desta espécie,
um potencial para a obteng&o de antioxidantes naturais.

INTRODUCCION

Al suroccidente de Colombia, entre los departamentos
de Cauca y Narino, se encuentra la region del
Alto Patia,caracterizada por un clima tropical
muy seco, en la que crece de forma abundante
y silvestre una especie perteneciente a la familia
Verbenaceae, conocida popularmente como “orégano
de monte” (Lippiaoriganoides H.B.K).Investigaciones
etnobotanicas han encontrado que las hojas de esta
planta se usan como condimento y en medicina popular
sus infusiones se emplean como tratamiento contra
dolores de estomago, indigestion, diarrea, nauseas,
flatulencias, dolores menstruales, asi como antiséptico
oral [1, 2].También se ha demostrado que el aceite
esencial de orégano (AEQ) podria ser usado para el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias
multirresistentes [3].

En estudios previos sobre la composicion de los aceites
esenciales de ésta planta se han encontrado al menos
tres quimiotipos diferentes, en dos de los cuales los
componentes principales son timol y carvacrol y un
tercero menos comun donde estos compuestos no
estan presentes o lo estan en muy baja cantidad [4].

Un antioxidante puede definirse como una sustancia
que, cuando esta presente a baja concentracion
comparada con la de un substrato oxidable, previene o
retrasa significativamente la oxidacion del sustrato[5].

El butilhidroxianisol (BHA), y el butilhidroxitolueno (BHT)
son los antioxidantes sintéticos de mayor uso en la
industria de alimentos y farmacéutica; sin embargo, se
han encontrado efectos secundarios en humanos, como

el aumento del colesterol, hepatomegalia e induccion de
cancer hepatico, entre otras[6, 7, 8], por lo cual algunos
paises estan aplicando fuertes restricciones a su uso
y existe una tendencia a sustituirlos por antioxidantes
naturales, lo que ha ocasionado que actualmente exista
una demanda creciente por encontrar mas informacion
concerniente al potencial antioxidante de nuevas
especies de plantas para su utilizacion en las industrias
alimentaria, cosmeética y farmacéutica.

Adicionalmente, muchos desordenes de la salud como
cancer, enfermedad cardiovascular, aterosclerosis,
gastritis, dafos en el sistema nervioso central y
aceleracion del envejecimiento, entre otros, son
atribuidos a la accion de los radicales libres [9, 10].

Los alimentos juegan un papel importante en el control
del estrés oxidativo.Una dieta rica en antioxidantes como
vitaminas C, E, carotenoides, selenio, zinc y polifenoles
reduce la incidencia de cancer y enfermedades
cardiovasculares y degenerativas [11].

Los polifenolesson un grupo de compuestos con
propiedades reconocidas entre las que se encuentran la
estabilizacion de radicales libres, inhibicion de enzimas
hidroliticas y oxidativas y accion antiinflamatoria [12].
En varios casos se ha determinado que la actividad
antioxidante del extracto o del aceite esencial de una
planta esta relacionada directamente con la cantidad
de compuestos fendlicos presentes en ella[13], uno
de tales compuestos es el timol, el cual constituye
el componente mayoritario en el aceite esencial del
orégano de monte.

Celis et al.[14], estudiaron la actividad biologica de tres
plantas pertenecientes a la familia Verbenaceasiendo
Lippiaoriganoides la mas promisoria por su capacidad
de captura de radicales y su baja toxicidad.En otro
estudio se determind que el potencial inhibitorio de
radicales ABTS fue mayor en los aceites esenciales que
contienen fenoles como el timol y carvacrol

Debido al alto porcentaje de timol (73%) encontrado
en el aceite esencial del orégano del Alto Patia y a sus
caracteristicas comoun antioxidante promisorio para
usar en diferentesmedios, en este trabajo se evaluo
la capacidad de estabilizacion de radicales DPPH y
ABTS del AEO comparada con la de los antioxidantes
sintéticos BHA y BHT.
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METODO Para la identificacion de los compuestos por medio de

Material vegetal. EI material vegetal (solo hojas)fue
colectado enlazona conocida como Gordon Panamericano
del Alto Patia, municipio de Taminango, corregimiento de
El Remolino, en limites de los departamentos de Cauca
y Narifo, al suroccidente de Colombia. La region se
caracteriza por tener un clima calido y seco con altitud de
800 msnm y precipitacion media de 809 mm al afo, con
vegetacion tipica de un enclave subxerofitico La colecta se
realizo en la época inmediatamente posterior al periodo de
lluvias, entre los meses de julio y agosto. La identificacion
taxonomica de las muestras se realizé en el Herbario de la
Universidad de Narifio.

El material vegetalfuepesado, seleccionado y se dejo
secar en sombra a temperatura ambiente (promedio
de 18 °C) por espacio de ocho dias.

Extraccion del aceite esencial. El proceso de
extraccion del AEO se realizo en la Planta Piloto de la
Facultad de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
de Narino, utilizando la técnica de arrastrecon vapor.
Las condiciones de operacion del equipo de extraccion
fueron tiempo 2h, densidad de lecho 80g/L y presion
de vapor 0,32 PSI. Se obtuvo un rendimiento de 3,27%
p/p (g de aceite/100 g de hojas secas).

Analisis de la composicion del aceite esencial
Se realizo en los Laboratorios Especializados de la
Universidad de Narifo utilizando un cromatografo de
gases Shimadzu GC 17A version 3, equipado con
un inyector split/splitless a temperatura de 250 °C,
relacion split 1:100 y un detector de ionizacion en
llama (FID) (280 °C). Los datos cromatograficos
fueron adquiridos y procesados con un programa
ShimadzuClass VP 4.3. Para la separacion de mezclas
se utilizé una columna apolar DB-5 (J&W) de 30 m
x 0,25 mm D.l. y 0,25 um de una fase estacionaria
de 5% fenil-polietilsiloxano. La temperatura del horno
fue programada de 40 °C (5 min) hasta 250°C a5 °C
min-'. El gas de arrastre y gas auxiliar empleado fue
helio (99.9995%, Aga-Fano S.A) a flujo de 1 ml min-
', las velocidades de flujo para gases de combustion
en el FID fueron 300 mL min-' para el aire y 30 mL
min-'" para el hidrogeno, el volumen inyectado de los
extractos fue de 1.0 ulL. Los espectros de masas se
obtuvieron en modo SCAN en un intervalo de masas
de 38 a 450 m/z.

indices de Kovats se utilizo como referencia la mezcla
de parafinas de C,— C,,. Para confirmar la identificacion
de los metabolitos secundarios del aceite esencial
se realizd un analisis por GC-MS en el Laboratorio
de Cromatografia de la Universidad Industrial de
Santander, en la cual se utilizo un cromatografo de
gases AgilentTecnologies6890N acoplado a un detector
selectivo de masas (MSD) AgilentTecnologies5975
Inert, operado en el modo barrido completo (full scan)
de radio frecuencia. La columna empleada en dicho
analisis fue DB-WAX (J & W Scientific, Folsom, CA,
USA). La identificacion de los compuestos quimicos se
baso en sus indices de retencion y por comparacion de
sus espectros de masas con aquellos de 1as librerias
de Wiley y Adams.

Evaluacion de la actividad antioxidante.

La capacidad de captura de radicales libres del AEO se
determiné mediante los métodos espectrofotométricos
de DPPH [15, 16] y ABTS [6].

El aceite de orégano se evalud en un intervalo de
concentraciones de 0,1-8,97 mg mL' ylas muestras de
BHA y BHT en concentraciones de 0,0085 — 0,102 mM.

Las mediciones del cambio de absorbancia que se
producen en la reaccion, se hicieron a temperatura
ambiente en un espectrofotoémetro Genesys 10
UV-VIS Scaning 335907. Las longitudes de onda
empleadas fueron 516y 734nmpara DPPHe y ABTS « +
respectivamente. Diariamente, antes de cada medicion
se equilibro el espectrofotémetro durante 10 minutos.
Para el blanco se utilizo etanol grado HPLC. Todas las
mediciones se realizaron por triplicado.

Ensayo de DPPH. Se prepar6 la solucion de
2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe) (Sigma Aldrich),
pesando 0,014 g de DPPHeque se disolvieron en 100
mL de etanol. Tras una agitacion de diez minutos, se
tomaron 20 mL se enraso hasta 100 mL en etanol y se
agito de nuevo.

La recta de calibracion resultd del promedio de tres
ensayos, utilizandoconcentraciones de DPPHede 0
a 0,025 mM.Se tomaron 30 uL de cada una de las
concentraciones de aceite esencial y se adicionaron
a 3,0 mL de a solucion de DPPHe midiéndose la
absorbancia cada 5 minutos hasta la estabilizacion de la
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reaccion.El valor de absorbancia que se obtuvoen cada
ensayo se extrapolo en la recta de calibrado deDPPHe,
para obtener el equivalente a la concentracion de
DPPHe atiempot, (Cy,p,. ). cON el cual se calculd el
porcentaje de DPPH e remanente (% DPPH e rem)usando
la ecuacion que se muestra a continuacion:

CoppH(t=0)

% DPPHrem = * 100

CoppH (t=0) (Ee.D)
La grafica del porcentaje de DPPHe remanente frente al
tiempo, es la representacion de la cinética de la reaccion,
y con lagréfica del porcentaje de DPPH e remanente frente
a la concentracion del aceite en el medio de reaccion
(mg/mL), se determiné por regresion de minimos
cuadrados la ecuacion que permiti6 encontrar el valor
EC,, (concentracion eficaz al 50%)que se define como la
cantidad de antioxidante (mg/mL) necesario para reducir
la concentracion de DPPHe a la mitad.

También se calculo el porcentaje de estabilizacion,
segun la ecuacion (2), como sigue:

[A-At]
A

%E = #100 (Ec.2)

Donde:

A =Absorbancia en el tiempo 0
At = Absorbancia después de un periodo de tiempo
en reposo.

Con la ecuacion encontrada en la representacion del
porcentaje de estabilizacion frente alas concentraciones
se calculo el valor EC, que corresponde al valor de la
concentracion de aceite esencial que estabiliza el 50%
del radical libre.

Ensayo de ABTS. En un tubo de ensayo se
mezclaron la solucion deABTSe+ (2,2 "-azinobis-3-
etil-benzotiazolina-6-sulfonico) (Sigma Aldrich) 7mMy
persulfato de potasio 2,45mM en proporciones 1:1(v/v).
La solucion de ABTSe +fue preparada diluyendo
la mezcla con etanol gradoHPLC hasta alcanzar
absorbancia 0,700+/-0,050 en una longitud de onda de
734 nm. La solucion fue almacenada en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 12-16 h antes de su uso.

La actividad antioxidante se expresdcomo porcentaje de
estabilizacion, segun la ecuacion (2).0tro indicador que
se obtuvo es el TEAC (actividad antioxidante equivalente

al Trolox, mM y mg/mL) que se calculd tomando la curva
de patron Trolox (analogo vitamina E).

RESULTADOS

Composicion del aceite esencial de L.

origanoides. Los componentes mayoritarios
presentes en el aceite esencial de orégano utilizado en
este estudio son en su orden:timol (73,7%), o-cimeno
(10,6%), mirceno (3,1%) y y-terpineno (2,9%). Por
picnometria se determindque la densidad del aceite es
0,9546 g/mL.

Los resultados obtenidos en cuanto a la composicion del
aceite esencial coinciden con el quimiotipo Il citado el
trabajo de Ruiz et al.[17], cuyos compuestos mayoritarios
fueron timol (56,3%), o-cimeno (11,8%) y y-terpineno
(7,3%) y con el quimiotipo C descrito por Stashenkoet
al. [4], en el cual el timol es el componente mayoritario
(56%), seguido de o-cimeno (9,0%) y y-terpineno (5,0%).

Los constituyentes volatiles del AEO del Alto Patia
fueron iguales a los encontrados por Mufoz et al. [18],
aunque con diferencias en sus cantidades relativas timol
14,3% y carvacrol 44,4%, lo que sugiere que Se trata
de quimiotipos diferentes. Rojas et al.[19], evaluaron
la composicion del aceite esencial de Lippiaoriganoides
colectado en dos estaciones del afo (lluviosa y seca) en
Venezuela, encontrando que el timol fue el componentes
principal, aunque su presencia fue mayor en la estacion
lluviosa (61,9%) que el 1a seca (44,7%).

Evaluacion de la actividad antioxidante

Ensayo de DPPH. La figural muestra una velocidad
de reaccion proporcional a la concentracion del aceite,
de esta manera, la mayor concentracion de AEO (8,97
mg/mL) deja cerca del 20% de DPPH remanente. El
estado estacionario para las reacciones de DPPHe se
alcanzo en el intervalo de 90-120 min.

A un tiempo estacionario (te) de reaccion de 105 min
se determinaron los porcentajes de DPPHe remanente
para cada concentracion de AEO, los resultados se
presentan en el cuadro 1.

Con los datos del cuadro 1 se obtuvo una ecuacion para
la recta de ajuste (R>= 0,99) con la cual se determind
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Figura 1. Porcentaje de DPPHe remanente respecto al tiempo para
diferentes concentraciones de AEQ
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Cuadro 1. % DPPH rem a diferentes concentraciones de AEQO en el
tiempo estacionario

AEO mg/mL % DPPHerem
0,10 87,59 + 0,95
3,05 66,07 + 1,24
6,01 46,73 £ 1,02
8,97 27,81 +0,88

que la concentracion de AEO necesaria para disminuir
la concentracion de DPPH inicial al 50% (EC,j)es
5,58+0,035 mg AEQ/mL DDPH.

Ensayo de ABTS. Se elabord una curva de calibrado
con diluciones de concentracion conocida del patron
Trolox, obteniéndose la ecuacion y = -0,205x +
0,691 (R? = 0,999)que relaciona la absorbancia con
la concentracion de Trolox. Con los datos obtenidos
en la curva de calibrado se calcularon los porcentajes
de estabilizacion y se determin6 la concentracion
de antioxidante que da el mismo porcentaje de
estabilizacion que 1 mM de Trolox. Los resultados de este
ensayo se suelen expresar en unidades TEAC (actividad
antioxidante equivalente a Trolox). Se determind que 1
mM de Trolox (0,250 mg/mL), estabiliza el 30,16% de
radical ABTS « +, este dato se utilizd para calcular el TEAC
de los antioxidantes evaluados.

Con los datos del porcentaje de estabilizacion de radicales
ABTS a diferentes concentraciones de AEO a 1 min de
reaccionse calculd el TEAC, obteniendo como resultado
1,160,5 mg/mL, por lo tanto, con 1,16 mg/mL de AEO
se consigue el mismo porcentaje de estabilizacion del
radical ABTS « + que con 1 mM de Trolox, equivalente a
30,16% de reduccion del radical ABTS e +.

Al evaluar la capacidad para estabilizar los radicales

Figura 2. EC,* para AEQ y antioxidantes sintéticos

ECso (mg/mL)
O B N W b U1 O

.__I

AEO BHT BHA

*EC50 = Concentracion de antioxidante que reduce en 50% la cantidad
de radicales DPPH. Valores menores indican mayor actividad antioxidante

Figura 3. TEAC*para AEQ y antioxidantes sintéticos
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*TEAC= Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox. Valores menores
indican mayor actividad antioxidante.

DPPHe y ABTSe+ de los antioxidantes sintéticos
BHA y BHT se obtuvieron resultados similares a los
reportados en la literatura [6, 20, 21]. En las figuras
3y 4 se presenta una comparacion de la actividad
antioxidante del AEQ frente a la del BHA y BHT.

El orden de actividad antioxidante segln el método
DPPH fue BHA> BHT >AEQ, mientras que en el
método ABTS se evidenci6 que AEO > BHA > BHT. Se
debe resaltar que en ambos métodos la capacidad de
estabilizacion de radicales libres del AEQ fue semejante
en orden de magnitud a la de los antioxidantes sintéticos
BHT y BHA.

Algunas veces los resultados obtenidos por diferentes
métodos no son comparables, debido a varios factores
como: la estructura fisica del sistema, la naturaleza
del substrato, la presencia de compuestos que pueden
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interactuar, la forma de iniciar la oxidacion y el método
para medir la oxidacion [22, 23].

Algunas investigaciones relacionan la actividad
antioxidante de los aceites esenciales con su contenido
de compuestos fendlicos [24], para el caso del aceite
esencial de oréganodel Alto Patia(L. origanoides)
empleado en esta investigacion esta capacidad
antioxidante puede atribuirse principalmente a su alto
contenido de timol(73%).

La actividad antioxidante del aceite esencial de L.
origanoides (EC,,= 5,58 +0,035 mg/mL DDPH *)resulto
ser muy superior frente a la de los aceites esenciales
de otras plantas de la misma especie tales como Lippia
alba (quimiotipocarvona), Lippia alba (quimiotipocitral) y
Phyladulcis que mostraron valores de EC,, de 289, 305
y 8,47 mg/mg DPPH e respectivamente [20].

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidosindican que el aceite esencial
delorégano silvestre del Alto Patia (L. origanoides)
presenta una capacidad de estabilizacion de radicales
libres superior a la de los aceites esenciales de otras
plantas de la misma especie y que la misma es
comparable a la de los antioxidantes sintéticos BHA
y BHT. Dicha actividad se atribuye principalmente a
su alto contenido de timol (73%)lo que sumado al alto
rendimiento de extraccion (3,27%) convierten a esta
planta en una especie promisoria para la obtencion de
antioxidantes naturales.
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