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Resumen

Los antioxidantes artificiales son ampliamente utilizados en la industria de alimentos, sin embargo
actualmente se investiga sobre los antioxidantes naturales, siendo esto Ultimo una tendencia mundial
en la preferencia del consumidor. Los aceites esenciales foliares (AE) de las especies Calycolpus
moritzianus y Minthostachys mollis, recolectadas en el departamento Norte de Santander (Colombia),
fueron estudiados con el fin de caracterizar su composicion quimica y determinar su actividad
antioxidante. La extraccion del AE se realizd por destilacion por arrastre con vapor de agua y la
identificacion de los componentes mayoritarios se hizo por Cromatografia de Gases de Alta Resolucion
(CGAR). Para determinar la actividad antioxidante de los AE se utilizaron 2 métodos: Capacidad de
atrapamiento del cation-radical ABTS+ y del radical DPPH.

Los componentes mayoritarios encontrados para C moritzianus fueron a-Pineno, Limoneno,
Eucaliptol, a-Terpineol, trans-F-Cariofileno y Guaiol, mientras que para M. mollis (variedad de
orégano) fueron Acetato de a-Eudesmol, Acetato de (-)-Isolongifolol, Germacreno-D, Eucaliptol y
Pulegona.

El AE Minthostachys mollis (orégano) presentd la mayor actividad antioxidante frente al método del
catidén-radical ABTS+ con un valor de ICsy (22.7 ppm) y el mayor valor de TEAC (estandar de
referencia) equivalente a 631.72 pmoles de Trolox por cada gramo de aceite, actividad que podria
estar asociada a los componentes mayoritarios del AE.

Palabras Clave: Actividad antioxidante, aceite esencial, Calycolpus moritzianus, Minthostachys
mollis, DPPH, ABTS.

Evaluation of antioxidant activity of the essential oil of Calycolpus moritzianus y
Minthostachys mollis of the North of Santander (Colombia)

Abstract

Synthetic antioxidants are widely used in food industry, however the interest has led in natural
antioxidants as these are considered safer and the trend toward consumer preference for the natural
products. The essential oil (EO) of leaves of Calycolpus moritzianus y Minthostachys mollis collected in
North of Santander (Colombia), were obtained by steam distillation and were studied to characterize
the chemical composition by High Resolution Gas Chromatography (HRGC) and determine its
antioxidant activity.

The major components of the EO of C. moritzianus were a-Pinene, Limonene, 1,8-Cineole, frans-3
Caryophyllene y Guaiol, and for M. mollis (orégano) were a-Eudesmol Acetate, Isolongifolol Acetate,
Germacrene-D, 1,8-Cineole y Pulegone.

The oil of Minthostachys mollis (orégano) presented the mayor ability to entrapment of the cation-
radical ABTS™*" with a value ICso de 22.7 ppm and the highest value of TEAC (standard) of 631.72
pmoles of Trolox per each gram of oil, activity that could be associated to the majority compounds of
the oail.
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Avaliacao da atividade antioxidante do 6leo essendial das folhas e mollis
Minthostachys moritzianus Calycolpus Norte de Santander

Resumo

Antioxidantes artificial sao amplmente utilzados na indUstria alimentar, no entanto
actuaimente investiga antioxidantes naturais, sendo este ultimo uma tendéncia mundial na
preferéncia do consumidor. Folha Oleos essenciais (AE) de espécies e Calycolpus
Minthostachys moritzianus mollis coletadas no departamento de Norte de Santander
(Coldbmbia), foram estudados a fim de caracterizar a sua composicao quimica e determinar
sua atividade antioxidante. AE extracao pode ser realizada por destilagdo a vapor de agua e
a identificacdo dos componentes principais por cromatografia gasosa foi de alta resolucao
(HRGC). Para determinar a atividade antioxidante do AE utilzando dois métodos: ABTS
encarceramento capacidade radicais cations + e DPPH radical. Os componentes principais
encontrados para C. moritzianus foram a-pineno, limoneno, eucaliptol, a-terpineol, trans-§-
cariofileno e guaiol, ao passo que M. mollis (variedade orégao) foram a-eudesmol, acetato
de etilo (-)-Isolongifolol, germacreno D, eucaliptol e pulegona. O AE Minthostachys mollis
(orégao) teve a actividade antioxidante mais elevada em comparacdo com o método dos
catioes radicais ABTS +, com um valor de IC50 (22,7 ppm) e o maior valor de TEAC (padrdo
de referéncia), equivalente a 631,72 mu mol Trolox por grama de éleo, uma actividade que
pode ser associado com os componentes principais do AE.
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Introduccion

Colombia es un pais con diversidad de
ecosistemas y  microclimas, que
promueven una vegetacidon muy variada,
con la presencia de especies endémicas,
entre las cuales se tienen algunas que
poseen aceites esenciales (AE) con
principios activos, que resuttan
interesantes para la investigacion y
desarrollo de productos naturales (1).
Actualmente la tendenca de los
consumidores se inclina a alimentos libres
de productos sintéticos (pesticidas.
insecticidas, fungicidas, fertilizantes,
entre otros) y aditivos quimicos
(neutralizantes, preservantes,
antioxidantes, colorantes, saborizantes),
por lo que resulta interesante estudiar la
actividad antioxidante de los acettes de
plantas nativas, para recomendar su
potencial uso como aditivos naturales (2).
Los antioxidantes se definen segun el
Cddigo Alimentario como las sustancias
que por separado o mezcldas entre si,
pueden utilzarse para impedir, retrasar o
inhibir en los alimentos y bebidas, las
oxidaciones cataliticas y los procesos que
inducen el enranciamiento natural
originado por la presencia de luz, aire y
metales. Como ejemplos de antioxidantes
naturales tenemos el acido ascorbico o
vitamina C, que actla en el citoplasma;
el B-caroteno o vitamina A y el a-
tocoferol o vitamina E, que actian en la
membrana celular. Estos antioxidantes se
encuentran en ks frutas, verduras,
plantas y otras sustancias alimenticias
(3).Se ha demostrado que el orégano y
otros extractos de plantas, contienen
sustancias  antioxidantes, o cual
permitiria utilizarlos como aditivos en los
alimentos. La evaluacién de la actividad
antioxidante de aceites extraidos del
cilantro, orégano y romero, en
emulsiones de Agua/Aceite (margarina) y
de Acete/Agua, en un sistema de
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reaccion donde el deterioro oxidativo se
acelerd por medio de k radiacidon UVA-
VIS, reportd  diferentes  efectos
antioxidantes. El aceite de orégano
presentd la mayor proteccidn, seguido
por los de cilantro y romero (4). Otros
autores han determinado la capacidad
antioxidante de muchas especies, entre
ellas: el orégano y kb infusién de té,
debido a la presencia de polifenoles,
acido rosmarico y flavonoides (5).Dada la
complejidad quimica de los AE, el ensayo
de actividad antioxidante puede arrojar
resultados dispersos dependiendo del
test empleado. Por lo tanto, es
aconsejable un enfoque con mdtiples
ensayos. Entre la lista de métodos que
pueden usarse para la evaluacion de la
actividad antioxidante muy pocos de ellos
(TEAC, DPPH, PCL) son Utiles para
determinar la actividad de ambas
especies (hidrofilica vy lipofilica) vy
asegurar de este modo, una mejor
comparacién de los resultados (6,7).

En la presente investigacion se utilizaron
dos métodos para determinar |l
capacidad antioxidante: El ensayo TEAC
(por sus siglas en ingkés: Trobx
Equivakent  Antioxidant Capacity) o
ensayo del acido 2,2-azinobis-(3-
etibenzotioazolin-6-sulfénico) (ABTS™),
el cual esta basado en la captacion de los
antioxidantes por el radical cation ABTS™
generado en el medio de reaccion,
usando como patron el acido 6-hidroxi
2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico
(Trolox), un analogo sintético
hidrosoluble de la vitamina E. Este radical
cation ABTS™ posee una coloracion
verde-azulada con un maximo de
absorcion a 415 nm y una serie maximos
secundarios de absorcibn a 645, 660,
734, 815y 820 nm(8).

El segundo método se basa en Ia
reduccion del radical DPPH" (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) por los compuestos
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antioxidantes de la muestra del AE. El
radical es estable y tiene una coloracion
purpura que se pierde progresivamente
cuando se afiade la muestra conteniendo
sustancias antioxidantes. La decoloracion
del radical se determina a 515 nm y
cuantificacion se realiza por lo general,
empleando soluciones patron de Trolox.
En particular, las moléculas pequefias con
mejor accesbilidad al centro activo del
radical poseen aparentemente una mayor
actividad antioxidante por este método
(9).El ensayo DPPH es un método rapido
y sencilo que no requiere un
equipamiento  sofisticado, solo un
espectrofotometro. Es un  método
adecuado para medir l actividad
antioxidante en alimentos y extractos
vegetales, mientras que no se considera
adecuado para la deteminacion de la
capacidad antioxidante del plasma o
suero, ya que las proteinas precipitan con
el metanol del medio de reaccion (8).

El presente estudio evalué la capacidad
antioxidante del AE foliar de las especies
recolectadas en  nuestra  region:
Calycopus moritzianus, conocida como
arrayan o cinaro y Minthostachys molls,
conocida como orégano, cuyos resuttados
podrian utilzarse como una alternativa
interesante en futuros estudios que
busquen reemplazar los antioxidantes
artificiales en los alimentos.

Materiales y Métodos

Seleccion de la Materia Prima Vegetal
con base en los registros de colecciones
del Herbario Regional Catatumbo-Sarare
(HECASE) de la Universidad de
Pamplona, las facilidades de
desplazamiento 'y las  condiciones
ambientales se escogieron cinco (5)
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veredas en los municipios de Pamplonita,
Chinacota, Toledo, Ocafia y Salazar, para
la recoleccidn de C. moritzianus. Con la
cartografa  de cada municipio vy
monitoreos preliminares de las especies,
se determinaron en las veredas
seleccionadas, las poblaciones con la
mayor abundancia de individuos, en
rangos altitudinales que oscilaron entre
1420 m en la vereda Las Coloradas,
sector del Agua de la Virgen, municipio
de Ocafia y en laderas al noroccidente
cerca al casco urbano de Salzar de las
Palmas; 1600 m en ka vereda Pantanos,
municipio de Chinacota; 1630 m en la
vereda El Cucano en el municipio de
Pamplonta y 1670 m en la vereda
Buenavista, municipio de Toledo. Se
establecieron parcelas para estimar el
comportamiento de cada poblacion. En
cada parcela de 10 por 10 m se hizo un
monitoreo de cada especie y se
recolectaron aproximadamente 5 Kg de
hojas bajo ka supervision del Magister en
Sistematica  Vegetal, Luis  Roberto
Sanchez Montafio quien realizé la
identif icacion taxondmica de las especies.
Las muestras de orégano fueron
recolectadas en el municipio de
Pamplona, en la vereda de Los Animes en
la carretera que conduce de Pamplona a
Bucaramanga, kildbmetro 5, regidn
oriental montafiosa, area despoblada y
de dificil acceso, siendo una especie
endémica que crece en los humedales,
en regidon boscosa y bajo sombra; la
muestras pertenecen al material foliar de
plantas adultas, con hojas enteras y
verdes. Las hojas fueron recolectadas en
la Ultima semana de Junio de 2009 en
horas de la tarde, en época de invierno.
Para evitar el deterioro del material
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vegetal, las hojas se guardaron en el
laboratorio, en cajas de cartdn, en sitio
aireado y fresco, a temperatura ambiente
(25 °C), durante 15 dias.

Obtencion y analisis del AE

La obtencidon del AE se realizd por el
método de destilacién por arrastre con
vapor de agua. Se empleé manta de
calentamiento para un baldn de 4 litros.
Se tomaron 400 g de material vegetal y
se adicionaron 1000 ml de agua. El
tiempo de extraccion fue de 2 V2 h. EI AE
se colectd en un recipiente tipo Dean
Steark. El AE se separé por decantacion,
fue medido en jeringa de 2 ml y
almacenado en 1 vial de 4 ml de vidrio
color ambar.

El rendimiento de cada AE obtenido, se
cakuld mediante la formula:

% Rendimiento = [(ml AE) / (W mv)] x 100

Donde, ml AE es el volumen (ml)
obtenido del aceite y donde W mv
corresponde al peso en gramos (g) del
material vegetal.

Posteriormente a cada muestra de AE se
ke midieron las siguientes propiedades
fisicas: La densidad relativa a 20°C (en
picndmetro de 2 ml), la rotacidon dptica
(en Polarimetro), el indice de refraccidon
(en Refractdmetro ABBE) y ka solubilidad
en etanol (70% V/V). Para este Udkimo
caso, se emplearon cuatro soluciones
etandlicas de 20, 40, 60 y 80% vV/v.
Tomando 100 pL de cada solucidn, se
agregaron lentamente pequenos
volimenes (2 pL) del AE, hasta que
solucidbn se tornd turbia (punto de
saturacion). Cada determinacion se hizo
por duplicado.
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El andlsis de los componentes
mayoritarios de cada AE se realizd por la
técnica de Cromatografia de Gases de
Ata Resolucidbn (CGAR). Muestra: Se
tomaron 30 pL de cada AE y se
disolvieron en 1mL de diclorometano. El
equipo utilizado fue un CGAR HP6890
Series, 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-
2005. Se inyectdé 1.0 pL, modo split
(10:1). Temperatura inyector 250 ©°C.
Columna capilar HP-5MS (30m x 0.25mm
diametro interno x 0.25 pm de espesor).
Helio (Aga-Fano) como gas de arrastre,
presion del gas 150 pKa, flujo constante
de 1 mimin y velocidad lineal de 36
cm/seg. Temperatura inicial 50°C.
Temperatura de la cdmara de ionizacion y
linea de transferencia de 180 y 280°C,
respectivamente. Energia de la fuente de
electrones 70 eV. Los espectros de masas
(EM) se obtuvieron por Ionizacion
Electronica, barrido automatico en el
rango de masas m/z 50-550 u.m.a., a 2.4
scan/s. Cada EM fue comparado con los
estandares de la base de datos y los
datos reportados en la literatura. Para
obtener los indices de Kovats (IK)
relativos a los patrones de alcanos C8-
C32, el andlisis se realzd en un CGAR HP
6890A Series II con detector FID a 250
OC. Flujos de aire y de hidrogeno para el
detector FID de 300 y 30 mL/min. Flujo
de Nitrégeno, gas auxiliar de 30 ml/min.
Los datos se procesaron con un HP
ChemStation 3365-1I, columna capilar no
polar HP-5, wusando las mismas
condiciones del CGAR-EM. Para la
identificacion y cuantificacion de los
componentes de cada AE se utilizé el
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criterio cromatografico (IK
experimentales y tedricos) y el criterio
espectal  (EM). La composicion
porcentual por CG-FID de <da
componente se analizd por el método de
normalizacion de areas (10,11).

Evaluacion de la actividad antioxidante
de cada AE:

Se evalué por dos métodos: el del DPPH
y el del ABTS". De forma exploratoria, se
realzaron ensayos preliminares a una
concentracion de 100 ppm para cada
muestra de AE y de acuerdo con los
resultados obtenidos, se evalud h
capacidad antioxidante a diferentes
concentraciones, entre 1y 100 ppm.
Método del radical DPPH:

Se usd la metodologia(9). Para preparar
el reactivo (Ver Figura 1) se tomaron 150
mg de DPPH (Sigma) y se disolvieron en
7 mL de MeOH (Merck) y lk solucion se
llevé a oscuridad por 24 h. Pasado este
tempo, se tomaron alicuotas y se
diluyeron con MeOH hasta una
absorbancia ajustada de 0.300 £+ 0.05
medidos a A = 517 nm en el
espectrofotdmetro, ajustado con MeOH
como blanco del equipo.

Tubo de reaccion: Se prepararon
soluciones concentradas de las muestras
de 10000 ppm, 50 mg en 5ml de DMSO
(Merck), y a partir de ésta se prepararon
soluciones  diluidas a  diferentes
concentraciones de 50, 100, 150, 200,
250 y 300 ppm. De cada una, se tomaron
40 L adicionando 1960 L de la solucion
del radical DPPH". Ensayo por triplicado.
Blanco de muestra: De las celdas con las
soluciones diluidas, se tomaron 40 uL y
en un tubo de ensayo se le adicionaron
1960 pL de MeOH.
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Referencia: A 40 uL de DMSO se le
adicionaron 1960 pL de la solucidn del
radical DPPH®. Los tubos de ensayo
fueron llevados a oscuridad por 30 min.
Posteriormente se midid la absorbancia a
517 nm empleando un espectrofotometro
Genesis 20 Themo Spectronic modelo
4001/4, se anotaron los datos y se
calkuld el porcentaje de inhibicion (%
Inh) usando la ecuacidn (1).

Yalnh = [1— Atucar=

Método del catién radical ABTS™:
Desarrollado por (12) segun
modificaciones de (9), en el cual ks
muestras con capacidad antioxidante se
afiaden una vez que el ABTS" se ha
formado (Ver FIGURA 2) y se determina,
entonces la  disminucion de l
absorbancia debida a la reduccién del
radical, es decir la decoloracion de éste
(8)

Preparacion de la solucion madre de
ABTS*: Inicialmente se tomaron 17.5 mg
de ABTS (Sigma) y se disolvieron en 9.9
ml de H,0 estéril y 34 mg de persulfato
de potasio (K;S0s) (Merck) que se
disolvieron en 1 mL de H,O. Para k
preparacion de la solucion madre se
mezclaron 9.9 mL de la solucion de ABTS
(3.5 mM) y 0.1 mL de solucién de K,S,04
(1.25 mM), la solucién obtenida fue
almacenada en lk oscuridad por 24 h.
Pasado este tiempo, se tomaron alicuotas
que fueron diluidas con un buffer fosfato
de pH 7.4 hasta obtener una absorbancia
ajustada de 0.700 £ 0.05 auna A = 734
nm en el espectrofotometro, el cual es
encendido previamente durante 30 min. y
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ajustado con buffer fosfato pH 7.4 como
blanco del equipo.

Preparacion del buffer fosfato pH 7.4:
Se tomaron 0.270 g de NaH,PO,eH.0 y
0.426 g de Na,HPO, (Baxter) y se aford
hasta 500 mL con H;O estéril.

Evaluacion de la muestra:

Tubo de reaccion: Se prepararon
soluciones concentradas de las muestras
de cada AE de 10000 ppm (50 mg en 5
ml de DMSO) y a partir de cada solucion
concentrada, se prepararon soluciones
diluidas a diferentes concentraciones
entre 50, 100, 150, 200, 250 y 300 ppm.
De cada wuna de las soluciones
preparadas se tomaron 40 pL y se
llevaron a tubos de ensayo donde se
diluyeron agregando 1960 pL de Ila
solucion del radical catidnico ABTS™.
Todos los ensayos se realzaron por
triplicado.

Blanco de muestra: De las celdas de las
soluciones diluidas, se tomaron 40 puL y
se llevaron a tubos de ensayo donde se
les adicionaron 1960 pL de buffer fosfato
pH 7.4.

Referencia: A 40 pL de DMSO se les
adicionaron 1960 uL de la solucidn del
radical catidnico ABTS™. Los tubos de
ensayo fueron llevados a oscuridad por
30 min. Posteriormente se leyd k
absorbancia a 734 nm, se anotaron los
datos y se calkuld el porcentaje de
inhibicion usando la ecuacidn (1).

Con los valores obtenidos de % Inh, se
hallé el valor de la concentracion media
inhibitoria (ICsp) de la muestra. El ICs, de
cada AE se determind realzando una
grafica de concentracidon (ppm) vs.
porcentaje de inhibicibn (% Inh),
obteniendo asi, una ecuacidn para l
recta y calkculando luego la concentracion

Bistua:Revista de la Facultad de Ciencias Basicas.2012.10(1):12-23

feb

para la cual el porcentaje de inhibicién es
del 50%. Para ambos métodos (ABTS™ y
DPPH) se usé como estandar Trolox,
cuya capacidad antioxidante se evalud a
las mismas condiciones de trabajo de las
muestras. Luego, los resultados de ICs
de los AE son expresados como
capacidad antioxidante equivalente al
Trolox (TEAC: umol de Trolox/g de AE).

Analisis estadistico:

Se uso el programa OriginPro version 8E
para graficar los datos y realizar las
regresiones lineales para obtener asi los
valores de ICs,. Los datos obtenidos
fueron analizados por ANOVA y lka prueba
de comparacién de medias de Tukey (p <
0.05) con la herramienta Megastat de
Microsoft Excel y Statgraphics Plus
version 5.1.

Discusion de Resultados

Los AE de las especies vegetales
presentaron propiedades fisicas comunes,
tales como ser liquidos a temperatura
ambiente, arrastrables por vapor de agua
e insolubles en agua, con olor intenso y
caracteristico, y color amarillo palido. En
b Tabla 1 se muestra el rendimiento
obtenido en la extraccion del AE y las
propiedades fisicas medidas. El
rendimiento de AE estuvo entre 1.2 y
0.6%, encontrandose un valor bastante
bajo para M. molls, si se tiene en cuenta
que el resultado esperado a nivel general
esta entre el 1 y el 3%. Segun(13), en
estudios realizados con M. mollis (Mufa)
se pudo observar que su rendimiento fue
muy bajo, de sélo 0.19 %. Las
densidades a 0.92 g/mly los indices de
refraccion de 1,47 son caracteristicos de
los AE de diversas especies(14) .
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El AE de C. moritzianus para cada uno de
los cinco (5) municipios presenté el
mismo quimiotipo, es decir los mismos
compuestos quimicos, los cuales sdlo
varian ligeramente en las concentraciones
relativas. Se destacan los monoterpenos
a-Pineno, Eucaliptol y a-Terpineol, los
cuales son ligeramente mas abundantes
en el AE proveniente de muestras del
municipio de Pamplonta. De igual
manera, el contenido del monoterpeno
oxigenado 1,8-Cineol o  Eucaliptol
también fue mas elevado en el AE de
muestras de los municipios de Chinacota
y  Ocafa, mientras que, los
sesquiterpenos  trans-p-Cariofileno vy
Guaiol resultaron con mayor
concentracion en el AE extraido de
muestras recolectadas en el municipio de
Salazar(15). De acuerdo con el perfil
cromatografico del AE del orégano
(Figura 3) se identificaron y cuantificaron
11 componentes mayoritarios (Tabla 2),
entre los que se encuentran los
monoterpenos Eucaliptol y Pulegona y se
destacan por su mayor concentracion los
sesquiterpenos Germacreno-D (11.85%),
Acetato de Eudesmol (21.32%) y Acetato
de Isolongifolol (20.94%), los cuales
podrian estar asociados con la actividad
antioxidante.

Al evaluar la capacidad antioxidante de
las muestras de AE a diferentes
concentraciones frente al radical DPPH se
obtuvieron los datos de absorbancia que
fueron reemplazados en la ecuacion (1)
que se describe en la metodologia,
encontrando asi los valres de
porcentajes de inhibicion (%Inh), que se
observan en la Tabla 3. Al realizar los
ensayos con las muestras de AE de cada
especie vegetal, se observd que a 100,
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150, 200, 250y 300 ppm, el %Inh con el
método del radical DPPH', en ninglin caso
se alcanzaron valores superiores al 15%,
razon por la cual se descartd continuar la
evaluacién de la actividad antioxidante
con este método, porque los valores
esperados deberian ser superiores al
30%. Se podria decir que en las
muestras evaluadas no se encuentran
presentes compuestos que estabilicen al
DPPH:, lo cual puede explicar ka baja
actividad mostrada frente a este radical.
Al evaluar la capacidad antioxidante de
las muestras de AE a diferentes
concentraciones frente al radical catidnico
ABTS™ se obtuvieron los datos de
absorbancia que fueron reemplazados en
la  ecuacidbn (1) descrta en la
metodologia, para encontrar los valores
de porcentajes de inhibicion (% Inh), que
se observan en la Tabla 4.

A 100 ppm se observa que el porcentaje
de inhibicién (% Inh) en M. molis fue el
mas alto (77.83 %), lo cual sugiere que
se encuentran presentes compuestos
donadores de hidrogeno o de electrones
que puedan estabilizar al radical catidnico
ABTS™, mientras que a la misma
concentracion de 100 ppm para C
moritzianus el valor estuvo por debajo
del 20%, razén por k cual se descartd
continuar  trabajando la  actividad
antioxidante con este AE. Sin embargo,
se destaca que este AE presenta
actividad a concentraciones mayores de
200 ppm. También es necesario resaltar,
que a medida que se aumenta k
concentracion entre 200 y 300 ppm con
M. molls se alcanzaron valores
superiores al 80% de inhibicién, valores
que tienden a estabilzarse a medida que
aumenta la concentracién. Teniendo en
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cuenta que con el método ABTSY,
utilizando una concentracidn de 100 ppm
del AE de M. molls se obtuvieron
porcentajes de inhibicion superiores al
40%, se procedid a realzar ensayos con
concentraciones menores entre 1 y 50
ppm respectivamente con el fin de
determinar la concentracidon minima a la
cual el AE mantiene su capacidad
antioxidante. En la Tabla 5 se aprecia que
utilizando una concentracion de 50 ppm
del AE de M. mollis el % Inh se mantiene
por encima del 40% esperado. De
acuerdo con la Figura 4, se grafican el %
de inhibicibn en funcibn de h
concentracion del estandar para calcular
el ICs, del estandar Trolox, es decir, la
concentracion a ka cual el porcentaje de
inhibicién es del 50% (Y=50). De igual
manera, se hace con el AE de M. molls.
En la Tabla 6 se muestran los datos del
analisis de la regresion lineal (grafica de
% Inh en funcion de la concentracion AE
de M. molk), el valor de ICsx, vy la
Capacidad Antioxidante Equivalente a
Trolox (TEAC). De esta manera el valor
ICso calculado para el AE de M. molls es
22.7 ppm.

Con los valores de ICs, encontramos el
valor de TEAC, de acuerdo con la
siguiente formula:

umol
mlé)
IC50 de la muestra {ﬂ]

IC50 DEL Trolox (
TEAC =

El valor de TEAC encontrado fue de
631.72 pmol de Trolox/ g de extracto.
Este valor de equivalentes Trolox hace
referencia a la cantidad de Trolox que
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estaria presente en un gramo de
extracto, fraccibn o  compuesto.
Obviamente entre mayor sea este valor
de TEAC, k actividad antioxidante del AE
es mayor, ya que este estandar presenta
excelente actividad antioxidante (Trolox
frente a ABTS).

Mientras en nuestro estudio, el AE crudo
de M. molls a una concentracién de 50
ppm present6 un porcentaje de inhibicidn
del 64.21 %, frente al radical ABTS, otra
investigacion sobre la misma especie,
pero realzada con un extracto acuoso al
10%, reportd una inhibicion del 92%
(16).En cuanto, a los componentes
mayoritarios identificados en cada AE y
su posble relacion con la capacidad
antioxidante medida, encontramos que
en el caso del del AE de Minthostachys
mollis (orégano), se encontraron algunas
similitudes, con relacidon a otros tipos de
oréganos. Asi, el orégano (Lppia
graveokns) de dos regiones de
Guatemala, Salama y Zacapa (17)
también presenta el 1,8-Cineol o
Eucaliptol (6.39 %). Comparando con el
estudio de (18) sobre M. molls (Muha)
extraidos de plantas recolectadas en el
departamento de Cundinamarca,
Colombia, se comparte la presencia del
monoterpeno Pulegona y el
sesquiterpeno Germacreno-D,
compuestos asociados con la actividad
antioxidante.

Otros tipos de orégano del género Ljppia
como en L. mukiflora y L. graveokens,
presentan componentes comunes, del
tipo terpenos, entre los que se destacan:
Pulegona, Cariofileno, Germacreno, y en
menor proporcidn, Eucaliptol, Limoneno y
Pineno (19). Una investigacién donde se
evalué la efectividad antioxidante del
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aceite esencial de orégano mexicano
(Lppia berlanderi Schauer) al ser
utilizado como antioxidante natural en

dos sistemas alimenticios: aceite de oliva
y aceite de soya sin refinar mostrd un
efectividad en la reduccion de la
oxidacion reflejada en sus valores de
perdxido, especialmente en el aceite de
oliva(20,21), actividad similar a la del
aceite esencial de Lpp@a chequen(22).
Estudios recientes donde se evallan las
caracteristicas antioxidantes del aceite
crudo de Schinus mole L. (molle,
aguaribay), se atrbuyd esta actividad al
Terpinen-4-ol, que es un alcohol no
saturado con un doble enlace que lo
califica como un potencial secuestrante
de radicales libres y al Germacreno-D que
es altamente reactivo y capturador de
radicales libres, compuesto que esta presente
en el AE de M. mollis (23). Mientras que,
estudios realizados por (24), muestran que a
una concentracion de 10 ppm, el AE de otra
variedad de orégano presentd un TEAC de
4,023 pM de Trolox por g, siendo sus
compuestos mayoritarios trans-
cinamaldehido, carvacrol, p-cimeno, y timol.

Conclusiones

Los resultados indican que el aceite esencial
foliar de la variedad de orégano M. mollis de
nuestra region presenta un valor de ICsy de
22.7 ppm y un valor de TEAC equivalente a
631.72 pmoles de Trolox por cada gramo de
aceite, observandose que este AE exhibe
mayor actividad antioxidante frente al radical
ABTS* que el AE de la especie C
moritzianus, el cual presenta actividad
antioxidante pero en  concentraciones
superiores a 200 ppm.
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Figura 3. Perfil cromatografico caracteristico del AE de M.
mollis.
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Figura 4. Grado de Inhibicidn (%) del ABTS™ en funcién
del estandar Trolox.

Tabla 1. Rendimiento y propiedades fisicas de los AE

ppm
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de las epecies seleccionadas.

Analisis Calicolpus moritzanus | Minthostachys mollis |
(cinaro) (orégano)
Rendimiento del AE 12% 0.6 %
Densidad especifica 20°C 0.92 g/ml 0.92 g/ml
Indice de refraccion 20°C 1.472 1,477
Rotacion dptica a 20°C -6° a +5° -2° a +3°
Solubilidad en etanol Positiva Positiva
Ndm R Conpuesto K recrico Kexp 7 Corlfe(gtrac
0
1 734 | a-Pineno® 939 935 1.73
2 10.00 Limoneno 1029 1031 0.56
3 10.07 | Eucalipto[™ 1031 1033 10.04
4 41.584 Pulegona 1237 1232 9.84
5 44361 | Germacreno-D 1485 1430 11.85 |
6 44.803 Biciclogermacreno 1500 1505 1.83
7 45.705 Acetato de cariofieno 1701 1710 1.83
8 46.110 Longifold 1713 1725 1.77
9 47.588 Acetato de a | 1795 1790 21.32
10 48.749 | Acetato de(-)-Kolongifolol 1820 1815 20.94
11 49.868 | Acetato de exo-Norbornanol 1823 1825 3.94
Tabla 2.

Concentracidn relati va (%) de componentes del AE de Minthostachys mollis
) Adams, R. P. (2005).

@ Calculados por CGAR-FID en columna HP-5.

() Concentracion relativa, promedio de extracciones realizadas por triplicado.
® Se confirmaron comparando con patrones puros.

Tabla3. Capacidad antioxidante (% Inhibicion) frente al radical DPPH de los

AE

AE C. moritzianus % Inh M. mollis
ppm Chimacota Ocafia Salazar Pamplonita Toledo Pamplona
100 2.80 7.02 1.05 1.78 1.05 8.12
150 4.28 8.88 4.02 3.21 4.02 9.14
200 8.21 8.90 5.26 5.71 5.26 10.16
250 10.71 10.21 5.13 9.35 5.13 10.42
300 11,43 1091 &% 936 786 _ 11,02
Tabla 4. Capacidad antioxidante (% Inhibicién) frente al ABTS™ delos AE.

AE C. montziarus % Inh M. mollis

Ppm Chinaco | Ocafia Salazar Pamplonita | Toledo Pamplona

ta

100 4.57 14.21 1167 15.73 15.83 77.83

150 5.00 24.36 15.58 24.87 25.83 78.79
200 15.73 33.50 34.77 32.99 36.06 78.90
250 39.09 35.02 44.19 50.51 56.08 80.02
300 57.86 70.61 4847 67.27 68.00 82.26
22
Tabla 5. Capacidad antioxidante (% de Inhibicién) del AE de Minthostachys
mollis.

AEM. 1ppm 50ppm 100pp 150ppm 200pp 250ppm

mollis m m
(Orega
no)

% Inh 3.65 64.21 77.83 78.79 78.90 80.02
Tabla 6. Andlisis estadistico y valor ICso del AE de M. mdlis expresado

__como capacidad antioxidante equivalente a estandar T rolox
AE A B R P ICso TEAC
(ppm= (umol/g)
Hg/mL)
M. 5.9514 32.523 0.997 2.24e-05 22.7 631.72
mollis

(Orega

10)
23
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