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RESUMEN

Objetivo: extraer, caracterizar y determinar la actividad antioxidante del aceite
esencial de orégano francés (Plectranthus amboinicus L) cultivado en la zona norte
del departamento de Bolivar, Colombia.

Método: el aceite esencial se obtuvo por hidrodestilacidon e hidrodestilacion asistida
por radiacion con microondas, a partir de las hojas; se determind densidad relativa
a 20 °C, indice de refraccién; solubilidad de los aceites esenciales en etanol (70 %
v/Vv) y rotacién éptica. La composicidon quimica se evalué mediante cromatografia
de gases/espectrometro de masa. La actividad antioxidante fue determinada
mediante las técnicas de actividad antiradicalaria por los métodos DPPH-, ABTS -+,
y ORAC.

Resultados: los rendimientos oscilaron entre 0,05 y 0,78 %, dependiendo del
método de extraccion utilizado. Los resultados de la prueba de actividad
antioxidante mostro que los aceites esenciales de orégano francés (Plectranthus
amboinicus L) obtenidos mediante ambos métodos de extraccion tuvieron
resultados promisorios; ademas, estos aceites presentaron altos contenidos de
monoterpenos oxigenados con reconocida actividad antioxidante, como son el
carvacrol y el timol.

Conclusiones: El aceite esencial de orégano francés (Plectranthus amboinicus L)
se considera como promisorio para disefiar productos magistrales con actividad
antioxidante.
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ABSTRACT

Objectives: to extract, to characterize and to determine the antioxidant activity of
the essential oil of French Oregano (Plectranthus amboinicus L) grown in the
northern part of the Department of Bolivar, Colombia.

Methods: essential oil was extracted by distillation and radiation microwave-
assisted hydrodistillation, from the leaves; relative density at 20 °C, refractive
index; solubility of the essential oils in ethanol (70 % v/v) and optical rotation were
determined. The chemical composition was assessed using gas chromatography/
mass spectrometer. The antioxidant activity was determined using the techniques
of antiradical activity by the DPPH., ABTS.+ and ORAC methods.

Results: yields ranged from 0.05 to 0.78 %, depending on the extraction method
used. The results of the test of antioxidant activity showed that the essential oils of
French oregano (Plectranthus amboinicus L) obtained by both methods of extraction
had promising results; in addition, these oils had high contents of ,oxygenated
monoterpeneswith recognized antioxidant activity, such as carvacrol and thymol.
Conclusions: the essential oil of French oregano (Plectranthus amboinicus L) is
considered as promising to design products with antioxidant activity.

Keywords: antioxidant activity, essential oil, Plectranthus amboinicus L.

INTRODUCCION

Los antioxidantes son sustancias que pueden impedir, retrasar o inhibir las
oxidaciones cataliticas y los procesos que inducen a la formacion de radicales
libres.? Existe actualmente un creciente interés en los aditivos naturales como
antioxidantes potenciales, por lo cual en los Gltimos afios han sido objeto de estudio
muchas fuentes de origen vegetal.

Entre las propiedades antioxidantes de muchas plantas aromaticas se destaca la
capacidad de regular las alteraciones relacionadas con el estrés oxidativo inducido
por las especies reactivas de oxigeno (ERO) y radicales libres (RL), por lo cual
ganan en el interés de muchos grupos de investigacion.?3

Los aceites esenciales (AE) de plantas aromaticas y medicinales contienen
principios activos que exhiben bioactividades como la antioxidante, antifingica,
antimicrobiana, entre otras.*> En particular, el AE de la especie vegetal
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng perteneciente al género Plectranthus
conocida en Colombia como Orégano Francés, contiene compuestos fenolicos como
el timol y el carvacrol, a los cuales se les atribuye propiedades antisépticas,
bactericidas y antioxidantes.>”

Adicionalmente, hoy por hoy, la tendencia de los consumidores se inclina hacia el
consumo de “cosméticos naturales” libres de productos de sintesis y aditivos
quimicos (neutralizantes, preservantes, antioxidantes, colorantes y saborizantes),
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por lo que resulta interesante estudiar la actividad antioxidante de los aceites
esenciales (AE) de plantas nativas. Este se trazd como objetivo extraer,
caracterizar y evaluar la actividad antioxidante in vitro del aceite esencial del
Orégano francés (Plectranthus amboinicus L.) cultivado en la zona norte del
departamento de Bolivar, Colombia.

METODOS

RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Las hojas de las plantas orégano francés (P. amboinicus), fueron recolectadas en el
barrio Membrillal, cerca de la carretera que conduce a la zona industrial de la
ciudad de Cartagena, Colombia, aproximadamente a 12 kildmetros de la region
suroriental. Se tomaron 1 000 g de hojas por semana, en el periodo comprendido
de febrero a marzo del 2014. El material vegetal fue identificado en el Herbario
Gabriel Gutiérrez V. (MEDEL) de la Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin, registro nacional de colecciones bioldgicas. El nUmeros de coleccion de
dicha planta fue conservado con N° de coleccién Torrenegra M. N°02.

PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

Las hojas colectadas fueron lavadas con agua y seleccionadas para garantizar buen
estado; seguidamente se trocearon, pesaron y procesaron inmediatamente.
Obtencidn del AE por HD, se realizé en un equipo de hidrodestilacidon del tipo
Clevenger 500 g del material vegetal, se introdujeron en el balén de extraccion, el
cual contenia 500 mL de agua destilada. El tiempo de extraccion fue de 3 horas.810

En la obtencién del AE por MWHD, se llevé a cabo en un equipo de destilacion tipo
Clevenger con un reservorio de destilacion Dean Stark adaptado a un sistema de
calentamiento por radiacion de microondas, un horno microondas convencional
marca (Samsumg, Estados Unidos), con una potencia del 70 %, dentro del cual se
colocd un balén de extraccién de 4 L con 500 mL de agua destilada y 500 g del
material vegetal. El tiempo de extraccién fue de 1 hora.810

En ambos casos los aceites esenciales obtenidos se separaron por decantacién e
inmediatamente fueron almacenaron en viales ambar a 4 °C hasta la realizacidon de
los respectivos analisis.

DETERMINACION DE PROPIEDADES FISICAS DEL AE

A cada muestra de AE se le midieron las siguientes propiedades fisicas: a) densidad
relativa a 20 °C; b) indice de refraccidon; c) solubilidad del AE en etanol 70% (v/v):
en un tubo de plastico con tapa de 1,5 mL se adicionaron 100 pL de etanol al 70 %
(v/v) y 2 uL del AE. La mezcla se homogenizé en un vértex a 200 rpm hasta
obtener una solucion homogénea; d) rotacion dptica: se prepard una disolucién al
10 % (p/v) del AE en etanol (96 %). El analisis fue realizado utilizando un
polarimetro (Sper Scientific, Estados Unidos) provisto de una celda de 10 mL, a una
temperatura de 20 °C y la linea D del sodio (589 nm).10-12
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ANALISIS DEL AE POR CROMATOGRAFIA DE GASES/ESPECTROMETRO DE MASA
(CG/EM)

Se empledé un equipo CG/EM 7890A/5975C Agilent (Estados Unidos) en interfase con un
detector selectivo de masas HP5973 Network conectado en linea con un sistema HP-MS
ChemStation y la base de datos NIST-2008. Las condiciones de operacion fueron:
columna capilar HP-5MS (5% phenyl methyl silox, 30 m x 250 ym x 0.25 pm),
temperatura inicial 45 °C, temperatura de la linea de transferencia de 280 °C y volumen
de inyeccion 1,0 yL en modo split (20:1), con temperatura del inyector de 250 °C.10-15
La deteccion de los compuestos se realizd por comparacion del espectro de masas, en
cada tiempo de retencién, con los reportados en la base de datos NIST-2008.

MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS AE

Para determinar la actividad antioxidante de cada AE se emplearon tres
metodologias: DPPH:, ABTS-*y ORAC.

METODO DEL RADICAL DPPHe

La actividad captadora de radicales libres DPPHe se determind empleando el
método descrito por Silva et al'® (con algunas modificaciones 75 pL de muestra
fueron adicionados a 150 pL de una solucién metandlica de DPPHe (100 ppm) y se
incubaron a temperatura ambiente durante 30 min, luego de los cuales se
determind espectrofotométricamente la desaparicion del radical DPPHe a 550 nm en
lector de microplacas Multiskan Ex (Thermoscientific). Se utilizé acido ascorbico

(25 pg/mL como control positivo de captacion de los radicales DPPHe).

% Inhibicion= [(AO - AF) /AO] x 100 (Ecuacion 1)

Donde AO y AF son los valores de absorbancia del blanco (solucion de DPPH en
alcohol) y la muestra (solucion de DPPH mas antioxidante disueltos en alcohol)
respectivamente.

METODO DEL RADICAL ABTSe*

La actividad captadora del radical libre ABTSe se determind empleando el método
descrito por Re et al'’ con algunas modificaciones. El radical ABTSe se formé tras la
reaccion de 3.5 mM de ABTS con 1.25 mM de persulfato potasico (concentracion
final). Las muestras fueron incubadas entre 2-8 °C y en oscuridad durante 16-24 h.
Una vez formado el radical ABTS se diluyé con etanol hasta obtener una
absorbancia de 0,7+£0,05 a 734 nm. A un volumen de 190 uL de la dilucién del
radical ABTS se le adicionaron 10 yL de la muestra de AE y se incubd a temperatura
ambiente durante 5 minutos; luego de transcurrido este tiempo, se determiné
espectrofotométricamente la desaparicion del radical ABTS a 734 nm en el lector de
microplacas Multiskan Ex (Thermoscientific). Se utilizé acido ascérbico (4 pg/mL)
como control positivo de captacién de los radicales ABTSe,
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METODO ORAC

a) ORAC hidrofilico: en esta evaluacién se empled trolox como estandar y
condiciones controladas de temperatura (37 °C) y pH (7,4). Las lecturas se
realizaron a una A de excitacidon de 493 nm y de emisidon de 515 nm. Para el
desarrollo de la técnica se utilizaron soluciones de fluoresceina 1x102 M en PBS
(75 mM) y AAPH 0,6 M en PBS (75 mM). La muestra se prepardé mezclando 21 pL
de fluoresceina, 2,899 uL de PBS, 30 uL del extracto (muestra problema) y 50 uL
de AAPH. Como referencia se uso trolox. El efecto protector del antioxidante se
calculd usando las diferencias de areas bajo la curva de decaimiento de la
fluoresceina con el blanco y la muestra, y el resultado se comparé con la curva
obtenida para el trolox. Los resultados se expresaron en micromoles de
equivalentes de trolox por cada 100 gramos de muestra (umol Tx/100 g muestra),
de acuerdo a la siguiente ecuacion (2).181°

ORAC = [(AUC — AUC®)/(AUCrroix — AUC®)] x f (Trolox) (Ecuacion 2)

Donde AUC es el area bajo la curva de la muestra, AUC® es el area bajo la curva
para el control, AUCrolox area bajo la curva para el trolox, f es el factor de dilucion
de los extractos.

b) ORAC lipofilico: se siguid el procedimiento previamente descrito a excepcién de
que la muestra y el trolox fueron preparados con ciclodextrina metilada (7 %) y en
una mezcla de acetona-agua al 50 %. Las disoluciones se agitaron durante 1 hora y
se procedié al analisis de acuerdo con lo descrito en el método ORAC hidrofilico.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los ensayos se realizaron por triplicado siguiendo los protocolos establecidos
anteriormente, los resultados se expresaron como el promedio + el error estandar
de la media (ESM) y se analizaron mediante Prueba t de Student. Valores de
P<0,05 fueron considerados significativos. Para los analisis estadisticos el paquete
GraphPadPrism Versién 5 para Windows.

RESULTADOS

La eficiencia de la extraccion, las propiedades fisicas y el analisis de la composicion
quimica del AE por CG/EM se presentan en la tabla 1 y 2.

La actividad antioxidante del AE de P. amboinicus, se evalud por tres métodos
diferentes: DPPHe, ABTSe* y ORAC. Los antioxidantes pueden actuar por multiples
mecanismos, dependiendo del sistema de reaccion o de la fuente radicalaria u
oxidante utilizada.?° Los resultados se expresan como actividad antiradical o ICso, la
cual esta definida como la concentracion del antioxidante que disminuye la
absorcion del radical a un 50% de la cantidad inicial.?!

El valor ICso mide la capacidad captadora de radicales ABTS*t o DPPH* de los AE
con respecto a un estandar antioxidante como el acido ascérbico, el cual cede un
hidrégeno, produciéndose una transferencia de electrones de doble enlace, hacia el
oxigeno, que sufrid la pérdida de un electrdn, repitiendo la misma accién en el
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siguiente atomo de oxigeno, que sufrid la pérdida del atomo de hidrégeno, hasta
establecerse el equilibrio de energia. De acuerdo a esta reaccién, el acido ascérbico
cede dos hidrogenos.??

Tabla 1. Rendimiento v propiedades fisicas de los AE de |a especie Plectranthus
obtenidos a través del método de hidrodestilacion por arrastre de vapor (HD) &
hidrodestilacion asistida por microondas (MWHD)

P, amboinicus

ANALISIS HD MWHD
Rendimiento (%) 0,05+0,002= 0,078+0,001b
Indice de refraccién 20 2C 1,4753+0,00042 | 1,5065+0,00045¢
Solubilidad ELOH 70 % (v/v) Positiva Positiva
Rotacién dptica -0,283+0,02887 | -0,267+0,02887"
Densidad (g/mL} a 20 2C 0,9471+0,0052 = 0,9473+0,0043=

Filas sin ninguna letra en comdn pressentaron diferencias estadisticas
significativas a un nivel de confianza (P=0,05).

Tabla 2. Componentes mayaritarios detectados en &l
AE de P, amboinicus obtenido meadiante HD v MWHD

%% Abundancia relativa , (tz, min}

Compuesto P. amboinicus
HD MWHD

p-Cimeno M.P 2,31 (5,957
a-pineno 0,59 (9,357 M.P
B-Mirceno M.P MN.P
o-Cimena 6,71 (13,464) M.P
Limoneno M.P M.P
y —Terpineno 6,25 (14,709) 0,91 (6,485)
Linaloo M.P M.P
Timo 10,11 (22,148) 10,74 (20,854)
Citral M.P 6,45 (10,102)
Carvacro 64,55 (22,521) 69,97 (11,684)
Eugeno M.P MNP

aricfileno 4,00 (25,361) 2,75 (12,58)

Tiempo de retencion (tr) v abundancia relativa (%) de los
aceites esenciales, No prasento (NP}, identificados por comparacion
con espectro de masas de referencia de la base de datos NIST-2008,

En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos en la determinacion de la
capacidad antioxidante de las muestras provenientes de los AE extraidos por los
métodos HD y MWHD analizadas por los métodos DPPH*, ABTS*+ y ORAC.
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Tabla 3. Capacidad anticxidante del AE de P. ambainicus extraides por los métodos
HD v MWHD analizadas por los métodos DPPH®, ABTS v ORAC

Metodos para determinar la actividad antioxidante

Aceite Método de ORAC
Esencial extraccion DPPH" ABTS"+ umol trofox/100 g de muestra
IC_5|:| IC_ED
(ug/mL) (ug/mL) Hidrofilico Lipofilico
P, HD 327,5+2,35 23,97+0,07 3492 082
amboinicus 918,53=0,12 952,00=0,05
MWHD 240.3+4.60 | 29,08x0.09 244 375

093,1520,26 294,10=0,22

DISCUSION

Los AE de la especie vegetal obtenidos por los dos métodos de extraccion
presentaron propiedades fisicas en comun, tales como: olor intenso y caracteristico,
liguidos a temperatura ambiente, arrastrables por vapor de agua e insolubles en
ella, rango de color amarillo palido a intenso.

Con respecto al rendimiento se encontraron diferencias estadisticas significativas
por ambos métodos; cabe resaltar que para MWHD, ademas de utilizar menos
tiempo de extraccién, mostré un porcentaje de rendimiento mayor que el valor
obtenido por el método de HD, esto posiblemente puede atribuirse a que las
microondas involucran un flujo de calor mas eficiente que el obtenido por los
métodos clasicos de calentamiento conductivo, las microondas pueden calentar
toda la muestra casi simultdneamente y a un ritmo muy alto, generando un menor
consumo de energia.®12:23

La prueba de solubilidad en etanol al 70 % fue positiva para los diferentes AE
obtenidos ambos métodos. El comportamiento de solubilidad es semejante al
reportado por Torrenegra;!° lo anterior, se debe principalmente al contenido de
compuestos oxigenados en los AE. La presencia de compuestos oxigenados
aumenta la afinidad por el solvente y, adicionalmente, los aldehidos y alcoholes
poseen la capacidad de formar puentes de hidrégeno; por tal razén, el contenido de
compuestos oxigenados, ademas de proveer las notas aromaticas agradables a los
AE, aumentan su solubilidad en etanol haciéndolos mas aptos para su aplicacion en
la industria.?10

Los resultados de los analisis de CG/EM indican que en ambas metodologias se
obtienen componentes que aparecen a un mismo tiempo de retencién y con un
porcentaje de abundancia relativa similar.

Mufoz-Acevedo y otros encontraron como componente mayoritario del aceite
esencial de Plectranthus amboinicus al carvacrol (53,7 %), © resultado que este
compuesto esta presente en el perfil cromatografico mostrados y es el componente
mayoritario igualmente.

Sin embargo es visible una pequefia variacion con respecto a los componentes
minoritarios encontrados por Mufioz-Acevedo,® ocasionado por el efecto de
diferentes factores ambientales sobre el contenido de compuestos en plantas
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medicinales.?1%12 | a intensidad de la luz y el fotoperiodo, que varian de regién en
region; época de recoleccién y edad de las plantas afectan la composicion del aceite
esencial.?*

Castillo et al®® y Loziene et al*® encontraron que la oxidacién del AE de orégano es
dependiente del contenido de timol y carvacrol. Por su parte, el grupo de
Yanishlieva y Marinova?’ informa sobre algunos aspectos del mecanismo vy la
cinética de la oxidacién de diferentes sistemas lipidicos inhibidos por la presencia
timol y carvacrol, hallando mayor efectividad del timol, debido a la mayor
estabilidad del radical timoil, originada por el efecto inductivo del grupo isopropil
localizado en la posicidn orto con relacion al grupo hidroxilo.

Los resultados de la actividad captadora de radicales DPPH" y ABTS"+ del AE de P.
amboinicus obtenido por los dos métodos de extraccion variaron entre 240,3 y

327,5 ug/mL para el DPPHe, y de 23,97 a 29,08 pg/mL para el ABTS**. De los dos AE
que se estudiaron el mas promisorios, debido a que mostré actividad significativa, fue
el AE de P. amboinicus obtenido por HD. Es posible inferir que cada técnica de
extraccidon por sus condiciones de reaccion y solubilidad propicie la existencia de
diversos compuestos con potencial antioxidante en la mezcla.

Los resultados muestran que para los dos AE los valores obtenidos con el ABTS ™ y
expresados como pg/mL, son menores que los obtenidos con la técnica del DPPH";
el método de la decoloracién del catién-radical ABTS ** es aplicable a antioxidantes
lipofilicos e hidrofilicos lo que le permite ser implementado para sistemas tanto
acuosos como lipofilicos,1728:2° ademas, el ABTS es muy soluble en agua y
guimicamente estable,3°-32 en cambio, el DPPH" solo puede disolverse en medio
organico por lo que mide preferentemente la capacidad antioxidante de compuestos
poco polares o no polares.32

La mayor actividad antioxidante se obtuvo para el AE de P. amboinicus obtenido por
HD. El valor ORAC lipofilico e hidrofilico fue de 682 952,60 y 392 918,53 pmol
trolox/100 g de muestra, respectivamente. El resultado anterior demuestra que
este AE tiene una alta capacidad de inhibir la decoloracion de la molécula de
fluoresceina.

La mayor actividad antioxidante del AE de P. amboinicus se obtuvo por el método
ORAC lipofilico, obteniéndose el menor valor de decoloracién que representa la
mayor actividad antioxidante con un valor de 682 952.60 pmol trolox/100 g de
muestra, este valor supera los reportados en la literatura para muchas frutas,
vegetales, aceites y legumbres.18:19,33,34

Se puede decir que el rendimiento del AE de P. amboinicus es dependiente del
método de extraccién utilizado para su obtencion. El mayor contenido de AE se
obtiene cuando se emplea la extraccion mediante hidrodestilacién asistida por
microondas (MWHD), en comparacion con el método de hidrodestilacion (HD) y
guimicamente el aceite esencial contiene mayoritariamente monoterpenos siendo el
carvacrol el que se encuentra con un mayor porcentaje de abundancia relativa,
destacando que AE obtenido por HD presentd resultados promisorios; lo cual,
convierte a este AE, en un excelente activo para el disefio de productos magistrales
con actividad antioxidante.
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