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RESUMEN

En la actualidad se ha observado un creciente pomsle antioxidantes sintéticos, los
cuales estan relacionadas a problemas en la saudsdconsumidores, las sustancias
sintéticas mas utilizadas en la industria aliméatiara prevenir el deterioro oxidativo han
demostrado que pueden ser promotores de tumoréscegrc El presente trabajo analiza la
actividad antioxidante del aceite esencial de oréga@riganum vulgard..), a partir de dos
pretratamientos considerando uno de ellos la apdinade ultrasonido, en hojas frescas y
secas, mediante destilacion por arrastre de vapoagua, la caracterizacion fisico-quimica
del aceite esencial, que comprobd la calidad deiteacEn la determinacion de los
rendimientos obtenidos se dedujo que el aceitaiektrcon hojas secas y el proceso de
ultrasonido (Tratamiento 4) fue el que alcanzé adeg rendimientos de extraccion. Asi
mismo, en los andlisis de cuantificacion de fenglastividad antioxidante del orégano, el
tratamiento 4 fue el que alcanzé mayores resultados 59,63 mMgGAE*g y 50.77%
respectivamente. Por Ultimo, en el andlisis ediadise concluye, segun la Prueba de Tukey
gue todas las medias son iguales, e indica qu&isie @ina diferencia significativa entre los
pretratamientos aplicados a la muestra, aunquenm#tamente, el tratamiento 4 fue
considerado como el mejor en la produccion de dadtile fenoles y generacion de actividad
antioxidante (proceso de secado, aplicacion degdtrido y destilacion por arrastre de
vapor). Se recomienda, evaluar la composicion qua el aceite esencial obtenido mediante
diferentes métodos de extraccion, ya que puedaniarcomposicion de cada aceite esencial

segun el solvente utilizado.

Palabras clave:Actividad antioxidante, orégano, ultrasonido, dasidn, aceite esencial,

fenoles.

Xl



ABSTRACT

At present, an increasing consumption of syntretixidants has been observed, which
are related to problems in the health of consunTédrs.synthetic substances most used in the
food industry to prevent oxidative deterioratiorvé@ahown that they can be promoters of
tumors and cancer. The present work analyzes tiexatant activity of the essential oil of
oregano Qriganum vulgareL.), from two pre-treatments considering one oénththe
application of ultrasound, on fresh and dry leabgsdistillation by steam entrainment with
water, characterization Physico-chemical of theeetal oil, which checked the quality of
the oil. In determining the yields obtained, it wdeduced that the oil extracted with dry
leaves and the ultrasound process (Treatment 4)hveasne that achieved high extraction
yields. Likewise, in the analysis of quantificatiof phenols and antioxidant activity of
oregano, treatment 4 was the one that achievegréagest results with 59.63 mgGAE * g-1
and 50.77% respectively. Finally, in the statidtaraalysis, it is concluded, according to the
Tukey Test that all the means are equal, and itedhat there is no significant difference
between the pre-treatments applied to the samiiugh mathematically, treatment 4 was
considered the best in the production of quantitpleenols and generation of antioxidant
activity (drying process, application of ultrasousrad steam entrainment distillation). It is
recommended to evaluate the chemical compositiothefessential oil obtained through
different extraction methods, since the compositbeach essential oil can vary according
to the solvent used.

Keywords: Antioxidant activity, oregano, ultrasound, distilbn, essential oil, phenols.
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CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1INTRODUCCION

Alo largo de los afos, la industria alimenticigtaado de buscar una solucion para evitar
el deterioro oxidativo que se produce en los altmeprocesados durante la obtencion del
producto final, tanto como tratamientos, asi comgradiente activo, entre ellos los

antioxidantes sintéticos.

Estudios realizados indican que el consumo de atimseelaborados con antioxidantes
sintéticos puede producir problemas a la salud,ocalgunos tipos de cancer a causa de la
acumulacién en el organismo de radicales libres@Migo & Belén, 2017). Debido a ello se
han desarrollado investigaciones para retornasatle productos naturales como alternativa
de compuestos sintéticos y como fuentes de nuentsecvadores alimentarios (Bonilla et
al, 2015).

Los antioxidantes estan presentes en una ampledearde alimentos frescos al contener
un alto contenido de vitamina C, vitamina E, carotdes y compuestos fendlicos. Ademas
de ello, los antioxidantes naturales en los alimgnbenefician a la salud, ya que protegen
los componentes celulares de las sustancias raa@ivoxigeno (Arrazola, Rojano, & Diaz,
2013).

Actualmente, varias investigaciones han demostaddos aceites esenciales de especias
arométicas, tales como el ajo, el tomillo, la pim#ée el orégano, entre otros, poseen
propiedades antioxidantes. El oréga@oigamun vulgare ).es una planta medicinal, nativa
de la region del mediterrdneo, con numerosas pfages, entre ellas, antioxidante y

antimicrobiana al contener compuestos fendlicaar(tta & Benedito, 2017).



1.2PROBLEMA DE INVESTIGACION

Durante décadas, en la industria alimenticia, ge Utdizados aditivos sintéticos para
conservar los alimentos. En la actualidad se harghdo un creciente consumo de estas
sustancias sintéticas, las cuales estan relacisnad@roblemas en la salud de los
consumidores. Debido a ello, la aceptacion de editmentos ha disminuido notablemente.
Las sustancias sintéticas mas utilizadas en lastridwalimenticia para prevenir el deterioro
oxidativo han demostrado que pueden ser promotleésmores y cancer (Vargas, et al.,
2013).

El creciente interés por reemplazar las sustasaiéticas por sustancias naturales en los
ultimos afios, han generado una gran cantidad destigaciones, demostrando que los
aceites esenciales de especias tales como elajo, de olor, pimienta, tomillo, romero y

orégano poseen propiedades antioxidantes (Ben2@itd,).

La oxidacion de grasas o enranciamiento es la cptisaipal del deterioro de los
alimentos, ademas representa uno de los mayor@sviacientes en la industria alimenticia
de derivados céarnicos, debido a la alta concedimaig grasas insaturadas en su formulacién
(Lira, 2105) (Pérez y Valenzuela, 2016).

Las hojas del orégan®(iganum vulgard..) se utilizan como aditivo en las comidas por
la agradable distincion que les otorga. Han comgmobque el orégano tiene aceites
esenciales, que permiten mejorar la salud y skraddo como un sustituto de los aditivos
sintéticos (Benedito & Irinda, 2017).

En Ecuador el orégano es cultivado en las provsrmiédla Sierra y Costa, ya que es capaz
de adaptarse a varios tipos de suelos y climase @en mayor facilidad en terrenos algo
himedos; se compone de marcos de plantacion \esiabfun las zonas y suelos, siendo la
densidad éptima de plantacién de unos 40.000 geslteas (Estarron, Flores, Ledn, &
Orozco, 2016).



Esta planta es considerada como un ingredienteesuojdible en la cocina por su sabor
y aroma caracteristico, es utilizado en la salstodete, las verduras fritas, la carne a la
brasa y, por supuesto, la pizza. Combina eficazeneom las aceitunas encurtidas y con las
alcaparras. Armoniza ademas con los platos picgnpepulares, junto con la albahaca, da
el caracter a la gastronomia italiana adaptadousstra cocina (Abraham, Hernandez,
Martinez, & Pérez, 2016).

Este aceite posee un porcentaje de inhibicion tafatico, que se le confiere al carvacrol,
timol y &cidos fendlicos. Esta capacidad, ha atr&idrtemente la atencion de las industrias
de procesamiento de alimentos y de las compafiipigehentos, cosméticas y farmacéuticas
(Acevedo et al., 2014).

1.3PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El pretratamiento aplicado en la muestra paratingion de aceite esencial de orégano

(Origanum vulgard..) tiene influencia en su actividad antioxidante?

1.4 JUSTIFICACION

Las plantas medicinales tienen un potencial de cestps bioactivos para obtener aceites
esenciales y desarrollar nuevas aplicaciones (&t&sh Martinez, ..., & 2014, n.d.). El
orégano Qriganum vulgare..) es una planta herbacea que contiene una esenpiatar®
compuesta por carvacrol en mayor parte y por tiemlmenor proporcion, y es un
antioxidante poderoso (Solis C., 2015).

Los antioxidantes y los radicales libres, han gatheuna serie de conocimientos, ademas
de considerarse de gran relevancia para la prevede reacciones oxidantes en productos
farmacéuticos, alimenticios y cosmeéticos (Cortésale 2017). Los antioxidantes sintéticos
mayormente utilizados son el Butilhidroxianisol (Bl el Butilhidroxitolueno (BHT),

Galato de Propilo (GP) y terbutilhidroquinona (TB}i@ntre otros, que en los Gltimos afios,



su uso ha sido discutido al ser volatiles, se dapooen con facilidad a altas temperaturas y
tienen un potencial efecto téxico para la saludodeconsumidores, lo que ha llevado al

desarrollo de nuevas opciones para reemplazarloamimxidantes naturales asi como la
medicion de su efectividad en la calidad de loslpetos obtenidos (Valenzuela V & Pérez

M, 2016).

La aplicacién de ultrasonido como pretratamientdademuestras en la destilacion por
arrastre de vapor es una metodologia aplicadaldonde disminuir la degradacién térmica

de los compuestos y aumentar el rendimiento detfaceion (Parada, et.al., 2012).
1.5LIMITACIONES
La presente investigacion se desarrollara en lmsrddgorios de Ciencias de la Vida de la

Universidad Politécnica Salesiana, sede Cuencan greriodo de 6 meses; las limitaciones
consideradas son:

El bajo rendimiento de la extraccion del aceiteeise.

Tiempo de seis meses para desarrollar el estudio

Infraestructura

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo General:

Determinar la actividad antioxidante del aceitenes® de orégano(riganum
vulgare)obtenido a partir de dos pretratamientos.
1.6.2 Objetivos Especificos:
* Aplicar dos pretratamientos a las muestras de oe@iganum vulgareltilizando
ultrasonido en uno de ellos, para su posteriorctanaacion.
« Determinar la actividad antioxidante del aceitenes#¢ de orégano(riganum

vulgare)con el método DPPH, estableciendo el pretratamiedts eficiente en el estudio.



« Comparar los valores de la capacidad antioxidamtesdaceites esenciales obtenidos,
aplicando técnicas de analisis estadistico, detemmiio su posible aplicacion en la industria

alimenticia.

1.7 HIPOTESIS

Si el aceite esencial de orégaf@riGanum vulgarel..) obtenido a partir de la muestra

hameda pretratada con ultrasonido tiene actividatxdante semejante al antioxidante

sintético BHT, entonces puede ser utilizado endastria alimenticia.



CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

2.1.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias que posaefevada volatilidad, evaporandose al
contacto con el aire. Pueden ser obtenidos decdiies partes de las plantas, ya sean hojas,
tallos, semillas, raices, etc., son consideradasbubtos secundarios y su composicién
difiere segun el habitat y el método de obtenciueyedo et al., 2005; Astudillo, 2014).

2.1.2. Clasificacion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales tienen tres criterios dsifickcion (consistencia, origen y
naturaleza quimica de los componentes mayoritar&e)in su consistencia los aceites
esenciales pueden ser esencias fluidas (liquidasiles), balsamos (consistencia espesa) y
oleorresinas. Con caracteristicas volatiles, ligemesor y pueden ser utilizados en procesos

de polimerizacion.

Ademas, los aceites esenciales sesquiterpenoidessan ricos en sesquiterpenos (p.ej.
copaiba, pino, junipero, etc.) y los fenilpropamsidicos en fenilpropanos (p.ej. clavo,

canela, anis, etc.). (Martinez, 2001).
2.1.3. Importancia de los aceites esenciales

El precio de los aceites esenciales y su uso eanmE® industrial se relacionan con
estructura quimica y actividad biologica. En edl@ss, la aplicabilidad de estos aceites
esenciales con porcentajes de inhibicidon elevaeldssspuede utilizar para sustituir aditivos

sintéticos, debido a que permite prevenir la preisede trastornos y enfermedades que



pueden ser provocadas por la presencia de impuyeeagluos quimicos.

En la actualidad, investigaciones realizadas hampeobado que una gran cantidad de
compuestos antioxidantes con tocofenoles, caratesgi acido ascoérbico, permiten proteger
a las células frente a la oxidacion, que produtemeejecimiento y la constante presencia
de enfermedades de glucosa, cardiovasculares grigecas. Este tipo de sustancias poseen
una amplia utilizacién en la medicina para dismidas enfermedades que se dan por la
oxidacion de lipidos, razén por la cual es de irfgwia mantener sus caracteristicas

organolépticas para disminuir la formacién de susés toxicas (Torrenegra, 2014).

2.1.4. Métodos de extraccion de aceites esenciales

Los métodos de extraccion usados con mayor fre@iean la destilacion por arrastre de
vapor y el uso de solventes organicos. La deghitgpor arrastre de vapor, como su hombre
lo dice, usa vapor saturado a presion atmosferaza pbtener el aceite esencial. La
extraccion se produce cuando el vapor rompe lagasétie las paredes de las plantas, las
gotas de agua de vapor y la esencia se libera (igmé& Belén, 2017; Astudillo, 2014).

2.1.4.1. Extraccién por hidrolizacion por arrastrede vapor

En el proceso de destilacion por arrastre con vadpsrcompuestos volatiles pueden
guedarse en las membranas secas de las hojas, goe kes necesario hidratar la muestra
mediante vapor saturado y mantener varias condisigue se pueden alcanzar cuando el
material tiene las concentraciones de agua apragjasi mismo como la solubilidad y la
temperatura en el proceso (Barrera & Plantas, 2Bg&frano, Ochoa, Paredes, & Silva,
2012).

Al utilizar elevadas temperaturas y la presenciagiga permiten que sea favorable el
proceso para la formacién de alcoholes y acidomahento que se descomponen los ésteres,
gue provocan disminuir la extraccion del aceitendo esta una de las desventajas de la

destilacion por arrastre de vapor con agua (Qu&p€aco, 2018). Cada uno de los



compuestos de los aceites no son estables a eteteadperaturas, por o que es necesario
controlar la temperatura, la presion y el tiempakproceso para mejorar la composicion

del aceite y obtener un optimo producto (Albarrai@allo, 2003).

2.1.4.2. Hidrolizacion asistida por la radiacion co microondas (HDM)

Las microondas son aquellas radiaciones electro@tiags que poseen una frecuencia de
0,3 a 300 GHz. Generalmente, los microondas dooodsé industriales se utilizan a 2,45
GHz para evitar interferencias con la radio comagiin (Contreras, 2010). Los campos
eléctricos y magnéticos de las microondas, debgloraturaleza, son perpendiculares entre
ellos, éstos causan el calentamiento mediantépmsde mecanismos, la rotacion bipolar y

la conduccion ionica (Ochoa, 2017).

La conduccion iénica se da lugar al someter a umpoaeléctrico de radiacion a especies
ionicas libres en la disolucion, formando una @me eléctrica en donde los iones intentan
orientarse, que dard como resultado instantaneoalkeintamiento localizado (Correa
Hernandez, 2011). Mientras que la rotacion bipetadebida al alineamiento en el campo
eléctrico de las moléculas con un mismo momentolaipen la muestra sélida y el
disolvente. Esta oscilacion produce colisiones @@ moléculas circundantes y asi, la
liberacion de la energia térmica al medio. Con fueeuencia de 2,45 GHz, este fenOmeno
ocurre 4,9 x 19veces por segundo y el calor generado es muyaapidr lo tanto, a
diferencia de los métodos conocidos de suministroador por conduccion, las microondas
dan el calentamiento a toda la muestra homogéndamaoduciendo la expansion y la
ruptura de las paredes celulares, de modo queedkagsencial se libera; por lo que el
contenido de humedad juega un papel esencial alquer esta liberacién de los solutos al

medio circundante (Buchbauer, et al., 2005).

2.1.4.3. Ultrasonido

La aplicacion de ultrasonido (EAU) se da en prosede extraccion para aislar

compuestos. Con esta tecnologia se intensificaalasferencia de masa y los efectos



capilares, ademas de la penetracion del disolventdos alimentos. Este beneficio es
producido debido al fendmeno de cavitacion de &sqes celulares por el colapso de las
burbujas cerca de las mismas, de manera que kceitn y el porcentaje de rendimiento
tienden a aumentar si se utilizan variables dasdinido, tales como el tiempo, la duracion

y la potencia (Carranza, Corona, Martinez, & RA(.6).

2.1.5. Propiedades fisico quimicas del aceite esiahc

Los aceites esenciales son liquidos a temperatubbégeate y son volatiles, su densidad es
inferior a la del agua, poseen un indice de refdacelevado y la mayoria desvian la luz
polarizada, son liposolubles y solubles en disdk®mrganicos. Su composicién quimica
depende del origen botanico, del ciclo vegetal,clasdiciones medio ambientales, y el

método de obtencion (Anzaldua, 1994).

2.1.6. Antioxidantes

Los antioxidantes son todas las moléculas con paaidad de retardar o prevenir la
oxidacion para estabilizar algiin componente biglhgExisten tipos de antioxidantes que
pueden ser utilizados situ (endégenos) y los que se pueden ingerir mediantbela
(exogenos) (Acevedo, Granados, & Yanez, 2014; Cgalftoya, 2009).

Al destruirse el radical libre, el antioxidantemada; debido a ello se deben restaurar
constantemente. Los principales mecanismos de rasmd: el primero, el antioxidante
primario, que dona un electrén al radical lipidygaroducen derivados de lipidos y radicales
antioxidantes mas estables; el segundo, el antiatédsecundario, que frenan la velocidad
de oxidacion de distintas formas, a menudo comergias de antioxidantes, como acido

citrico, pacido ascorbico, lecitina, etc (Torrerze@014).

Los antioxidantes primarios comunmente utilizados l& industria alimenticia son
aquellos de sintesis quimica como el Hidroxianizatilado (BHA), el Hidroxitolueno
butilado (BHT), Galato de propilo (PG) y el Terlbutidroquinona (TBHQ). Entre los



antioxidantes naturales de los alimentos son ca#gims como primarios se encuentran los

tocoferoles, los carotenoides y los compuestoditsrsd(Astudillo, 2014).

2.1.7. Métodos de actividad antioxidante

Los métodos para la determinacion de actividacdbritkante son variados debido a la
suma de las capacidades antioxidantes de cada oemtpoy del microambiente del
compuesto, siendo los mas aplicados por su estathifirente a los efectos sinérgicos o
inhibitorios que se puedan producir: el DPPH y ARHS8rrera & Villegas, 2017; Kuskoski
et al., 2005).

2.1.7.1. Métodos DPPH — ABTS

La técnica DPPH, consiste en que este radical tiaredectron desapareado y es de color
azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido |a reaccion a la presencia de una
sustancia antioxidante, siendo medida espectrofetricamente a 517 nm. Por diferencia de
absorbancia se determina el porcentaje de captadgdmadical libre DPPH a una
concentracion de 20 mg/L. El método ABTS se basdaereduccion de la coloracion
verde/azul producida por la reaccion de esta scist@mon persulfato potasico incubados a

temperatura ambiente y en la oscuridad por 16 reor&sl nm (Puerta, 2002).

2.2 ESTADO DEL ARTE

Segun Torrenegra (2014), en su trabajo de invesfiga’Evaluacion de la actividad
antioxidante del aceite esencial foliar extraido efpecie de orégano (Origanum vulgare
L.), orégano "borde blanco" (Origanum vulgare sspygganito (Lippia alba mill) cultivado
en la zona norte del deprtamento de Bolivar (Colia¥ip tuvo como objetivo extraer,
caracterizar y evaluar la capacidad antioxidantlsl@ceites esenciales (AE) obtenidos de
las especies vegetales en tres especies de o&gahDepartamento de Bolivar (Colombia),

donde determind que los aceites esenciales pramiigiesentaron un porcentaje de
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inhibicion semejante al estandar de &cido ascarlstendo el de mayor capacidad
antioxidante el AE de orégano de borde blanco aidgoor HDM.

La particularidad destacada del aceite esencialaepresencia de monoterpenos
oxigenados, debido a que un aceite esta compuesttraholes, aldehidos, cetonas, éteres,
etc. A nivel quimico, los aceites esenciales coetigerpenos, monoterpenos, sesquiterpenos
(hidrocarburos, alcoholes y cetonas, que puederadelicos, monociclicos, biciclicos a
triciclicos), sustancias azufradas y nitrogena@amné¢llic, Govindarajan, S, & Rajeswarya,
2016).

En la investigacién de Nolazco & Tellez (2017), etvaron que el aceite esencial de
orégano, de la ciudad Tacna de Peru tiene carstatas fisicoquimicas de indice de
refraccion de 1,475, de densidad especifica de8Q,9 e solubilidad en alcohol de 75 ml.
En el analisis de cromatografia de gases acoplaglspectrofotometria el aceite estaba
compuesto de I-4 terpineol, 26,56; timol, 18;8@rpineno, 11,77; 2-careno, 6,53; terpineol,
4,08; m-cimeno, 3,27; y carvacrol, 2,24.

Debido a la resistencia antibacteriana generada lgoutilizacion de antibidticos
promotores de crecimiento (APC) en especies dalcpia huella que causa en la salud de
la poblacion, la OMS ha propuesto su eliminaciorelemercado y prohibicion de su uso a
nivel mundial. En el 2003, la Unidn Europea esteiblgue a partir del 2006 los antibidticos,
coccidiostatos e histomoniatos no deben ser usadakmentos para animales (WHO, 2001,
FAO, 2005). Algunos centros investigativos, comb/faversidad Industrial de Santander y
el Centro de Investigacion de Biomoléculas, bussastancias de origen natural con
caracteristicas antioxidantes para reemplazar los sintéticos en exhaustivos estudios de

sus propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas (Ry2002).

En el trabajo realizado por Martinez, Stahenko &uifta(2005), investigaron las
actividades antioxidantes in vitro de los aceisEneiales de orégano, cilantro y romero con
emulsiones de agua en aceite (Ag/Ac) y aceite am d@\c/Ag), las cuales fueron

experimentadas en estado oxidativo por radiacitmvibleta. Al inicio, en el proceso de
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emulsion de Ag/Ac, el aceite esencial de orégaasgnto una actividad antioxidante elevada
a comparacion de los otros dos aceites esenchllésal, determinaron que el porcentaje
de inhibicidn del orégano y del cilantro se elewadn la margarina y el orégano posee una
accion baja de emulsion de Ac/Ag.

Peru es uno de los paises con mayor diversidadidital del mundo, debido a su posicion
geogréfica en el planeta. El pais cuenta con 45 mibespecies de plantas, de las cuales
2000 son promisorias. Debido a esta gran divers{flatha y flora) sus beneficios para
alimentacién, medicina e industria se pueden aplare(ADEX, 2013).

Segun Tellez (2017), en su investigacion se plam@do objetivo caracterizar el
contenido de timol y carvacrol del aceite eserafiéénido de varios tipos orégano los cuales
fueron recolectados a cinco diferentes altitudesUembamba, El Cusco. Los fenoles
observados pertenecieron a las especies: Italtref@ de Elefante, Nigra, Chino y Floracién
temprana 1y 2. Esta determinacion se realizo pélisss de cromatografia liquida HPLC y
encontrd diferencias en la concentracion de compesdimol y carvacrol para todas las
muestras, estableciendo diferencias significativagsar de pertenecer a la misma familia.
Los compuestos de aceite varian segun diferertewéa, entre ellos: la ubicacion, el clima,
la genética de la planta, etc.

De igual manera, los rendimientos y las concerdrss varian segun la especie y la
altitud, determinando que el timol y carvacrol doe componentes que confieren las
propiedades antimicrobianas, antioxidantes y coasées, incluso puede ser utilizados en
cosmética y perfumeria.

El uso de antioxidantes es una forma efectivadiedieal minimo o prevenir la oxidacion
de lipidos en productos alimenticios, retardandoraacion de productos toxicos y de esta
forma mantener la calidad nutricional y lograr prgar la vida util. Los antioxidantes
pueden actuar como quelantes de metales y limpiadde radicales libres de oxigeno
provocando un retraso en la progresion de la oiidate los lipidos. Varios antioxidantes

sintéticos han sido utilizados con éxito para pn@via oxidacion de lipidos en las carnes
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tales como: nitritos, BHA, BHT y TBHQ. Sin embarga, uso de estos antioxidantes

sintéticos ha sido restringido debido a los posibilesgos para la salud y su toxicidad. Junto
a esto, con el paso del tiempo los consumidoresenamezado a exigir cada vez mas
productos libres de aditivos o con aditivos naagdChoi et al., 2010; Lee & Shibamoto,

2002).

En la actualidad, para productos carnicos se usaolas de gran variedad de preservantes
sintéticos como el lactato, diacetato y los nigit8in embargo, el consumidor actual esta
buscando productos mas naturales. Segun Acén (204&u documento de investigacion
presenta la evaluacion de la capacidad antioxidaatgimicrobiana del orégano en polvo
(OP) y en oleorresina (OO) y de la mostaza chinaodro (MP).

Acobn (2016) utilizo en primer lugar OP al 0,5% Wd%, OO al 0,4% y al 0,6% y MP al
0,5% y al 1,0% como los tratamientos para evalaacapacidad antioxidante contra un
control de 156 ppm de nitrito adicionado en unarimatrnica. Después midio el indice de
peréxidos (IP) y el valor del nimero de TBA a le$eg carnicos cada 5 dias durante 20 dias
y se mantuvo un control sobre su pH. En cuantdday pbservo que no habia diferencias
significativas entre ninguno de los tratamientogug se mantiene constante a través del
tiempo. Con el IP encontré que todos los trataroenbn orégano presentan una actividad
antioxidante igual a la del control y por lo taptesentan una alternativa prometedora para
los antioxidantes sintéticos. Con respecto a lardehacion del valor del nimero de TBA,
se encontré que el OP y OO provocan un cambio lkdeacadn amarillo en lugar de rosado
y por ende este analisis no resulta adecuado pal@ae oxidacion en productos con orégano
ya que el pico de absorcion maximo se presenta 4906 nm y no a los 538 nm, por lo que
no existe una manera de correlacionar los resudtadim obstante, al comparar los resultados
de la MP y el control, se encontré que la MP a¥d b presenta diferencias significativas
con el tratamiento control. Uniendo ambos anal{d’sy TBA), determiné que ambas
especias presentan actividad antioxidante y quagsisin una potencial alternativa para los

antioxidantes sintéticos.
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En la evaluacion de la actividad antimicrobianaliad OP al 1,0% y 2,0%, OO al 0,6%
y 2,0% y MP al 1,0% y 2,0% en comparacion con ueaaba control de 500 ppm de nitrito
con 2,0% de diacetato y 4,8% de lactato con el doétle concentracion minima inhibitoria
(CMI) obtuvo con algunas variaciones en donde déipedo de |la densidad de crecimiento
se clasifican los microorganismos en sensiblesistemtes. También observé la presencia
de Escherichia coli, Listeria innocua, Pseudomonas. gppactobacillus sppencontré que
todos los microorganismos eran sensibles a loaniiahtos de OP al 2,0% y al control.
Luego, con los recuentos totales interpreto quemdrol y el OP al 2,0% poseian un efecto
bactericida y no bacteriostatico con diferencignificativas entre si, en donde el tratamiento
de OP es el que presenta la mayor reduccion deonganismos. Por altimo, al unir los
resultados de la actividad antioxidante y la amtiobiana, se puede observar cémo los

tratamientos con OP son los que presentaron losresejesultados Acén (2016).

En la actualidad varias investigaciones han detexdu que algunas enfermedades estan
asociadas a la acumulacion de radicales libre emeepo y al uso de antioxidantes sintéticos,
gue produce la muerte celular, envejecimiento,rerddades cardiovasculares, cataratas y
cancer; asi mismo, la disminucion de vitaminas DAE y C), que causa al reducir la
solubilidad de las proteinas, la oxidacion de ig@minas A,B-caroteno y acido ascorbico
(Anzaldua, 1994).

Mediante la obtencion de aceites esenciales deawoédomillo y clavo de oloy al
estudiar su potencial antioxidante, se eligieras éatractos de mayor inhibicién, para
determinar el porcentaje de concentracion antionelg los cambios que se pueden producir

en las caracteristicas organolépticas de derived@ioscos cocidos como el salami.

Los porcentajes de antioxidantes de los extraeateterminaron mediante procesos de
grado de inhibicién de la peroxidacion del acidmléico, poder de reduccién y test flel
caroteno, con el objetivo de aclarar que los tregatas con aceites esenciales en estudio
tienen el potencial de reducir de forma significatla oxidacién en alimentos carnicos
cocidos (salami); los cuales se evaluaron seguramddisis de actividad antibacteriana,

concentracion minima inhibitoria (MIC) y antioxidan Al final de la investigacion
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concluyeron que los resultados fueron positivosmaplear extracto de clavo de olor por

actuar como antioxidante y conservante (Cardonaefidyi2009).

Una gran cantidad de enfermedades bacterianas rsdogeado tratar mediante la
utilizacién de extractos de plantas, debido a latidad de metabolitos secundarios que
presentan y permiten mejorar los procesos metaso{ipolifos volatiles) del cuerpo, que
pueden ser extraidos mediante procesos faciles tadestilacion de arrastre de vapor con
agua o disolventes organicos. Aunque pocas bagteoigdon sensibles a aceites esenciales,
esta caracteristica ha aumentado su importancia euatricion de animales rumiantes, ya
gue permiten mejorar los procesos de fermentacgiGel animal, a partir de la seleccion de
microorganismos favorables en este proceso (Bubf)42 Dudareva, Pichersky, &
Gershenzon, 2004).

Segun Bufuelos et al., (2007), las plantas contiemmmpuestos como: el timol, el
carvacrol, el limoneno, el linalol y el terpinemue pueden ser encontrados en extractos de
Larrea tridentata, Origanum vulgare., Artemisa ludoviciang Ruta graveolensy pueden
ser utilizados como un agente antimicrobiano freamtéscherichia coli, Acinetobacter

baumanii, Pseudomona sp y Staphylococcus aureus

Los aceites esenciales los obtuvieron mediante retepo de destilacion simple
empleando alcohol etilico como solvente y el aigatle la composicidon de los extractos los
realiz6 mediante cromatografia de gases. Para terndeacion de la actividad
antimicrobiana se uso la técnica de difusion eroppzlisco, demostraron que bacterias
presentan diferentes niveles de sensibilidad odeloi incrementos de concentracion de
crecimientdS. aureuson el extracto d®. vulgarey R. graveolensmientras que la bacteria

Pseudomona spon los extractos d&. ludoviciana, L. tridentatg O. vulgare
De acuerdo con los resultados finales, de las @ymddintas evaluadas, el extractolde

tridentatafue mejor, debido a que presentd la mayor inhdiiein comparacién con los otros

extractos y con un efecto similar a los aceitesleagms como control. Por ultimo, observé
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gue los efectos inhibitorios de los extractos ydosites sobre cada una de las bacterias

fueron mejores en el proceso de difusion de disco.

En la investigacion de Acevedo. et al. (2014),etemninaron los componentes quimicos
y la capacidad antioxidante del aceite esencialMjgcianthes leucoxylalarrayan)
conseguido en Colombia en el departamento del Mer&antander. La obtencidn del aceite
se realiz6 mediante el procedimiento de arrastreager, el andlisis de sus componentes
qguimicos la realiz0 con el método de cromatogrdi#agases de alta resolucion y la
determinacion de la actividad antioxidante la ej@quor atrapamiento del cation radical
ABTS* y por el radical DPPH. Los resultados que obtwviate la inhibicion con el radical
DPPH no supero el 15%, aunque con el radical ABGtBweron datos finales superiores.
Esto indico que los extractos obtenidos tienen cmsiws donadores de hidrogeno o

electrones que permiten estabilizar el radicaboato ABTS.

Luego de que se determinara la actividad antiox@ldal aceite esencial del arrayan se
logré extender el estudio de su aplicacién endastria alimenticia como una alternativa de
los antioxidantes sintéticos. En estudios realiggutwr varios cientificos confirman que las
alteraciones o dafios del AND por radicales libredslrign causar efectos nocivos y

acelerarian a la formacion de mutaciones y caréinesgjs (Crado & Moya, 2009).

Existen una gran cantidad de componentes quimigsnslac funcion de neutralizar la
propiedad perjudicial de los radicales libres queden tener los alimentos comunes (frutas
y verduras), que tienen un elevado contenido detentds antioxidantes (Asuero, Fett,
Kuskoski, Mancini, & Troncoso, 2005).

En el estudio experimental de Chasipanta & ChicéfHd6), se analizé el potencial
antioxidante de cinco especies en Kutuku de la éfsidad Politécnica Salesiarfacptea
quixos; Psidium guajava; Eugenia stipitata; Pipeurdum y Piper imperial¢, que son

utilizadas por los habitantes como suplementos cireades.
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A partir de métodos espectrofotométricos (DPPH yABse cuantificé la posibilidad de
captar radicales libres de los aceites, en elsaideterminé quiiper imperialetenia mayor
capacidad de capturar a los radicales. Mientras gpra el analisis de la actividad
antioxidante la utilizaron el proceso del blanqgdel$-caroteno, paralo cu8. imperialefue

el extracto que contenia mayor porcentaje de detivde oxidacion.

El orégano Qriganum vulgareL.) es muy reconocido a nivel mundial debido a sus
caracteristicas organolépticas, existen otros géneomoOriganum majorana Ly O.
vulgare Lque son muy reconocidos en Europa, ademas tieneilstidosO. x majoricunmy
O. x applii Cada una de estas especies tienen varias fuhdemes que pueden ser
utilizadas en la industria alimentaria, farmacéutiperfumeria (Fugelsang, Gump, Nury, &
Zoecklein, 2001).

Enfermedades como el asma, la indigestion, migrgfiasmatismo pueden ser tratadas
al utilizar el orégano, ademas tienen propiedadesintectantes. El orégano tiene
propiedades antioxidantes y conservantes, corvitti® en un componente importante en
la industria alimenticia e incrementando su impweiaen investigaciones. Los componentes
principales del orégano son los polifenoles, debidpie permiten el grado de hidroxilacion
y la posicion de los oxhidrilos (Rouquaud & Vide2800).

En el trabajo de investigacion de Amadio et aD1{®), utilizaron el aceite extraido por
arrastre por vapor de orégano criollo y mendognavenientes de Mendoza-Argentina, para
determinar actividad antioxidante y conservanteaémentos, se analizé el rendimiento,

cantidad de polifenoles totales, se cuantificanebky el carvacrol por HPTLC y DPPH.

La funcionalidad como conservante la evaluaron &beratorio, en difusién en agar con
cinco cultivos de bacterias patégenas y seis cdpabacterias lacticas que alteran los
alimentos. En el analisis de los porcentajes da@im@entos obtuvieron resultados favorables
y elevados con relacion a otros estudios de la mm&specie, mientras en la evaluacion de la

cantidad de polifenoles determinaron que el tirmel/alecia sobre el carvacrol.
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El empleo de varios aditivos y suplementos en laadaria, como antibioticos,
coccidiostatos e histomoniatos, han sido restrogyiggor el abuso de manejo en el
crecimiento de los animales que ponen en riesgallad humana, por la proliferacion de

microorganismos patogenos (Wallace, 2004; Cast&Giy)).

También han permitido observar que los aceitescedes mejoran la conversion
alimenticia, estimulando enzimas digestivas y najdo el sabor de los alimentos (Herrea,
y otros, 2015). Ademas, han analizado que los nssestdn formados por liquidos
aromaticos que se encuentran en diferentes partiesplanta, no obstante, investigaciones
muestran que algunos aceites poseen actividad@sa@etiana, antifingica, antiviral,

insecticida y antitoxica (Cakir, y otros, 2005).

2.3 BASES TEORICAS

2.3.1. Botanica y ecologia de la especie

Origanum vulgareL. (Orégano), es una planta herbacea perteneceerite familia
Labiaceae. La planta forma un arbusto de 45 cnitdesas tallos tienen una tonalidad rojiza
y ramificada en la parte superior y deshojada @aite inferior. Poseen flores muy pequefias
de color blanco o rosa que se desprenden de lasesdencias terminales. Sus hojas son
ovales y anchas (2-5 cm) con bordes ligeramenttades y con vellosidades en su enveés;
son utilizadas en recetas culinarias como condionemtto secas como frescas (Barrera &
Plantas, 2013; Acevedo et al., 2005).

2.3.2. Estudios quimicos de la planta
Acevedo (2005) indica que los principales compogmiuimicos del aceite esencial de
orégano son: Timol como mayoritario, seguido pdZimeno,Y-Terpineno, cariofileno,

oxido de cariofileno, trans-Bergamoteno, Eugen@eygamoteno, representando mas del

80% registrado.
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Solis (2012), determind los potenciales bioconskres en pollo revelando que el
orégano esta compuesto por: apigenina, luteolglizomas, alcoholes alifaticos, compuestos
terpénicos y derivados del fenilpropano, ademé&&caios tales como: coumeérico, ferulico,
caféico, r-hidroxibenzoico y vainillinico. Mientrague la capacidad antioxidante y
antimicrobiana del orégano se atribuye a compudstasicos como el timol, el carvacrol y

acidos fendlicos (Benedito & Irianda, 2017).

2.3.3. Usos etnobotanicos

El uso principal del orégano es como condimentouea gran cantidad de recetas
culinarias, ademas se usa como aromatizante eredicsalsa de tomate, aderezos de
ensaladas, productos horneados como la pizza ysp&oeuso como planta medicinal es
variado, entre ellos se destacan sus propiedadéges@asmodicas, estimulantes,
expectorantes, estomaticas, diuréticas, antisépgicicatrizantes; en el area de la cosmética

se usa en formulaciones de perfumes y jabones ¢As2013).

En la industria alimenticia el uso de aceites eésdgges de gran importancia ya que es
considerado seguro en alimentos, sus propiedadesi@nbianas y antioxidantes pueden
actuar como conservantes al alargar su vida athibir el crecimiento de microorganismos
(Asencio, 2013; Benedito & Irianda, 2017).

2.3.4. Generalidades del orégan®figanum vulgard..)

Pertenece a la familia Lamiaceae, el hombre dejam@ proviene del griegoros y
gamos que significa adorno o alegria de la montafiae aterencia al aspecto y aroma
agradable de esta planta que se empleaba endéeoid como aperitivo amargo, tonico y
desinfectante de heridas. La denominacién de lacespulgareindica la asiduidad de su

presencia en los lugares de origen.

La caracteristica mas importe es su potencial >ddaote y antimicrobiana frente a

bacterias patdégenas com8almonella typhymurium, Escherichia coli, Staphgtous
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aureus, Staphylococcus epidermidisire otros, ademas, esta planta favorece la idaduyi
estabilidad de los alimentos como también protegarbntra alteraciones lipidicas (Arcila,
Gonzénes, Loarca, & Lecona, 2004).

2.3.5. Composicién quimica de los aceites esencsadie orégano

La composicion quimica de los aceites esenciales $e&rpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos, (asi como éstos pueden ser asjalamociclicos, biciclicos a triciclicos),

ademas de sustancias azufradas y nitrogenadaslé@dco&: Tellez, 2017).

Los compuestos reportados en estudios previos guellc, Govindarajan & Rajeswarya
(2016), destacan al carvacrol (38,30 %), y al tempo-4-ol (28,70 %), cuyas estructuras

guimicas se pueden observar a continuacion.

2 oH o
OH

Figura 1. Estructura quimica de: carvacrol (a), terpinend-@ép
Fuente: Novelazco & Telle2017)

2.3.6. Actividad biolégica de los componentes dalégano

El aceite esencial de orégano posee actividadraditalaria, la cual se atribuye a los
fenoles carvacrol y timol presentes en el mismaf@dos, Santafé, & Yafnez, 2012). Las
caracteristicas antioxidantes de los aceites edemcien animales en donde se han
determinado que contienen un nivel elevado de agdasos poliinsaturados se encuentran
en las capas fosfolipidicas de los tejidos, quésacctomo un captador de radicales libres que

intervienen en sistema inmunoldgico como una respwde defensa del cuerpo.

Otras investigaciones que han realizado como pemmp en aves, expresan que
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disminuye la oxidacion lipidica en la yema de hualV@limentarlos con suplementos de
timol los cuales se almacenan a bajas temperatBaas. la recoleccion de estos datos
analizaron la formaciéon de malondialdehido, en eteminado tiempo y eliminado o

reduciendo el proceso oxidativo adicional (Torreagg014).

La actividad oxidativa de plantas aromaticas sal@wvidenciar entre varias especies
de orégano al observar grupos hidroxilo de compsdshdlicos. El potencial antioxidante
del orégano se puede determinar con diferentesdost@or su capacidad para inhibir la
degradacién oxidativa de los lipidos de modo qudege al ADN de posibles dafios que
causan los radicales hidroxilos (Arango, Hurtadmt&a, & Santacruz, 2012).

Investigadores como Arango et al., (2012) y Ardi2Q04) confirman que el potencial
antioxidante de extractos y aceites esencialesifdecntes variedades de orégano y la
actividad antioxidante puede variar segun el satvextractante; como ejemplo se puede
demostrar que, los agentes lipofilicos son madieéecpara la obtencion de antioxidantes
en las emulsiones. El aceite esencial obtenidota ga la especi®. vulgaretiene potencial
antirradical, la cual se ha demostrado, es atrédbpét los monofenoles carvacrol y tim@l. (

vulgare, O. compactum, O. majorana).

Recientemente, se ha visto acrecentado el intarés aditivos naturales con propiedades
antioxidantes, siendo asi, muchas especies vegetalban estudiado en los ultimos afios,
como fuentes potenciales de antioxidantes, ensecleles se destacan varias plantas
arométicas y especias. Los antioxidantes alimergteson sustancias que pueden impedir,
retrasar o inhibir las oxidaciones cataliticas ¥ pyvocesos que inducen la formacion de
radicales libres en los alimentos y bebidas; esf@ga@dad de retardar el proceso de
peroxidacion de los lipidos se determina en logexg alimentos grasos, incluso se toma
en cuenta la tendencia de los consumidores hastugios alimenticios libres de aditivos
alimentarios cuyo origen sea la sintesis quimieatfalizantes, preservantes, antioxidantes,
colorantes y saborizanteg)rango et al., 2012; Arcila, 2004).
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CAPITULO 3
MARCO METODOLOGICO

3.1 Nivel de Investigacion

La metodologia y fuentes de informacion aplicadaglgresente estudio iniciaron con
una investigacion exploratoria, para lo cual seswm®raron los trabajos publicados, el
conocimiento preliminar que tiene el investigadarjnformacion no escrita que puedan
relatar las personas a partir de sus experiend@s gvances predominantes que el tema ha
tenido en un lapso determinado. De esta mandrajedtigador logra obtener conocimientos
sobre el tema, alcanzar una investigacion masgarestibre un problema poco estudiado,

aclarar conceptos y posibilitar la creacion derumentos.

Para complementar este trabajo se realizé unatigae®n experimental, en la cual se
manipularon variables altamente controladas, raptio un ensayo concreto y observando
el grado en que las variables implicadas y mangad@roducen un efecto determinado. Los
datos se obtienen de muestras aleatorizadas, dagure se determina la muestra que tenga
las caracteristicas Optimas de estudio y permitstabkecer diferentes hipotesis y
contrastarlas a través del método cientifico (B#gptiFernandez, & Hernandez, 2015).

3.2Variables de estudio

Variable independiente:

Pretratamiento aplicado a la muestra (Muestradrgdduestra seca)

Variable dependiente:

- Aceite esencial obtenido

- Capacidad antioxidante del aceite esencial
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Variables Intervinientes

- Condiciones ambientales

- Condiciones de laboratorio

3.3Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Las técnicas e instrumentos que se utilizaron lgarecoleccion de datos son el analisis
documental, a través del uso de las herramienfagriaticas, como: Word 2013 para la
edicion de informacion tedrica y Excel 2013 paratalacion de datos; mientras que durante

la observacion se utilizé: diario de campo y canfiei@grafica.

3.4 Técnicas de procesamiento y andlisis de datos

Inicialmente se realiz6 una recopilacion documeytakego se recolectaron los datos de
la fase experimental a partir de la observacioe lad mediciones realizadas en las pruebas
de laboratorio; para el posterior andlisis se higo de las herramientas estadisticas para

analizar la relacion entre las variables dependienhdependiente.

3.5 Recoleccion de la materia prima

La recoleccion de la materia prima se realizé eRrtavincia de El Oro, en el Cantén
Arenillas; el cual tiene una temperatura prome@&®@8@°C. De acuerdo a la norma NTON-
14002-02 (2001) el orégano fue recogido de manaraai, escogiendo las hojas mas tiernas
y sin dafios que se encontraban disponibles. Estastras fueron depositadas en empaques
resistentes, debidamente rotulados con nombre hafee recoleccién para su posterior
identificacion, por ultimo, los empaques fuerornvdldos al laboratorio para su posterior

limpieza con agua destilada esterilizada y pesado.
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3.6 Preparacion de las muestras

Una vez ubicadas las muestras en el laboratorrosedio con la limpieza, esterilizacion
y registro de peso. A continuacion, se realizé dingsion en cuatro partes iguales de las
muestras, para iniciar con el proceso de analigieremental de la investigacion. Las

muestras fueron categorizadas de la siguiente @maner

Muestra fresca sin ultrasonido
Muestra seca sin ultrasonido

Muestra fresca con ultrasonido

e

Muestra seca con ultrasonido

A continuacion, en la Figura 2 se puede observaiodos tratamientos de estudio fueron
divididos.

T1 = Destilar

T2 = Secar y Destilar

Muestra Fresca

T3 =Aplicar Ultrasonido y Destilar

T4 = Aplicar Ultrasonido,
Secar y Destilar

Figura 2. Tratamientos de estudio de la capacidad antioxddeltorégano
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3.7 Extraccion del aceite vegetal

3.7.1 Ultrasonido

El proceso de Ultrasonido (US) nos permite mejt@amalidad de los productos debido a
la alta potencia, esta técnica se usa con inteshesdaayores a 1 W.ény frecuencias con
un rango de 20 y 500 kHz. La técnica es muy freteuen el procesamiento, conservacion e
inocuidad de alimentos, ha sido utilizada como @pgara optimizar la microestructura y
modificar las caracteristicas organolépticas paraeatar la vida de anaquel y calidad de

productos alimenticiofarranza, Corona, Martinez, & Ruiz, 2016)

Para el presente estudio se aplico Ultrasonid@toso del equipo FISHER SCIENTIFIC

FS 20D aplicado en hojas frescas y sin cortesypadiempo de 15 minutos.

3.7.2 Secado de la muestra

Para el proceso de secado fue utilizado con ylgiasonido de muestras, en donde las
muestras fueron colocadas en la estufa a una tatpede 40 °C durante un tiempo de 40
minutos aproximadamente, con la finalidad de alaann grado de contenido de humedad
aceptable y poder ser almacenadas por periodosngealos evitando que se produzcan
pérdidas significativas y asi no disminuir el vabmmercial del producto, aumentado los

rendimientos de extraccion del aceite vegetal gmagleso de destilacion.

Considerando la metodologia de Larrasoafia (20%@,pgoceso se da en tres etapas: al
inicio del secado se eleva gradualmente la temyp@rde la muestra y la presion interna del
vapor Y finaliza al transferir calor equivalenttaanasa; en la segunda etapa, el agua libre
pasa por una tasa constante de secado, mientsts exinivel de agua apta para acompanar
la evaporacion. En la tercera etapa, desciendesdade secado, se reduce la migracion de la
humedad desde la superficie interior a la extel@bproducto, causando que la transferencia

de calor no sea compensada con la transferencreasga.
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3.7.3 Destilacion por arrastre de vapor con agua

Acoplando el método descrito por Cerutti & Neumd2€04), en primer lugar, se prepara
el equipo de escala industrial, cuyo funcionamiesgandica en la Figura 3 en un equipo
utilizado a nivel de laboratorio. Primero se colagia destilada en el matraz 1, generador
de vapor, después en el matraz 2 se agregan lastrasuele orégano (considerando las
muestras T1, T2, T3y T4). Se requiere vigilar gaexistan fugas de vapor u obstrucciones

con las hojas de orégano, para facilitar el pascwato de la corriente de vapor.

En este proceso, se calienta el matraz 1 hastalbkcedn del agua, con el fin de generar
el vapor que pasara al matraz 2; extrayendo devestara el aceite esencial del orégano, el
cual es inmediatamente arrastrado por el vaporgda an el proceso de destilacion. El
calentamiento se suspendié cuando el volumen dsilateo era de 2000 a 2500 ml

aproximadamente.

De este destilado se extrajo totalmente el acsgaatal, colocando en el embudo de
separacion del destilado y separando la mayor parta fraccion acuosa. Al final de este
proceso la fase acuosa se desechd y el extractmioogse recolecto en un matraz
Erlenmeyer.
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Figura 3. Equipo industrial de destilacion por arrastre deova
Fuente: La Autora (2019)

3.7.4 Determinacion de las caracteristicas fisico-quimica

En la determinacién de las caracteristicas fisidoagcas se realizaron tres repeticiones

en cada una prueba, como se indica a continuacion:

3.7.4.1 Determinacion de la densidad

Se llevo a cabo segun la norma NTE INEN 0035 (20R2Ja la determinacion de la
densidad, se peso el picnémetro limpio y seco. igoacion, se llend el picnbmetro con
agua destilada hervida a 20 °C, y se sumergio drafio de agua a 20 °C = 0,2 °C durante
30 minutos, evitando la inclusion de burbujas de. &e seco el exterior del picnémetro y se
peso. Luego se realizd el mismo procedimientozatildo los aceites esenciales. El célculo

se realizé con la ecuacidit. 1
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m2 — m
Densidad = ———
ml—m

(Ec.1)

Donde:
p= densidad relativa.
m = masa del picnédmetro vacio (g)
m1l = masa del picndmetro con agua destilada (Q)

m2 = masa del picnbmetro con muestra, (g)

3.7.4.2 indice de refraccion

Se llevo a cabo segun la norma NTE INEN ISO 632082 Para la determinacién del
indice de refraccién, primero se verific6 la linggey sequedad de los prismas del
refractdmetro. Luego se colocaron 2 o 3 gotas @deaesencial a 20 °C sobre el prisma
inferior, se cerraron los prismas y se ajustd sfriimento hacia la luz para obtener una

lectura clara.

3.7.4.3 Solubilidad en alcohol

Para la determinacion de la solubilidad del acgteonsiderd las NORMA NMX-K-081-
1976 (1973). Se agregod con una pipeta 1 ml deleaesencial y se transfirié a un matraz, el
cual se introdujo en un bafio Maria a 20 °C. Ensextadiciones de temperatura, con la
bureta se afiadio etanol al 96% en proporcionesldenl) hasta la disolucion del aceite y
sucesivamente en porciones de 0,5 ml, hasta ummeslumaximo de 20 ml, agitando
vigorosamente después de cada adicion. Al finalhda se obtuvo una disolucion limpia yse
anotaba el dato del volumen, en el caso de produdidez antes de haber agregado el
etanol, se anotaba el volumen con el que aparactarbidez y el volumen con el cual

desaparecia.
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3.7.4.4 Determinacion del porcentaje de acidos grasos libs

Se llevo a cabo segun la norma NTE INEN ISO 66A320Para la determinacion del
porcentaje de acidos grasos libres, se pesarodebnguestra y se colocaron en 25 mL de
etanol neutralizado. Después se titularon los &ogplasos libres con una solucién de NaOH
0,1 N previamente estandarizada y utilizando fealelfina como indicador. El calculo se
realizo con la ecuacion 2:

V+M=x*N

%AGL =
& 10 * m(aceite)

(Ec.2)
Donde:
V= volumen de NaOH usado para la titulacion (ml)
M= peso molecular acido estearico (g-#ol
N= normalidad de la solucién de NaOH (mol)L

Maceite= peso de la muestra de aceite (g)

3.7.4.5 Determinacion del indice de saponificacion

Segun Torrenegra (2014), el indice de saponificeas@®representa como nimero de mg
de KOH necesarios para saponificar 1 g de gragaeRy se pesan 2 g de muestra en un
matraz de 250 ml y se adicionan 50 ml de soludidohélica de KOH 0.5 N, luego se acoplo
al matraz un condensador para reflujo, se espertiguiera por 60 minutos y se dejo enfriar.
Después afadieron 50 ml de agua destilada, 4 deténolftaleina al 1% y se valord con
acido clorhidrico 0.5 N. Posteriormente, se anatizgalor de un blanco operando en las
mismas condiciones, pero sin la muestra, los addcss realizaron con la ecuacién 3:

(V1 —-V2)*0,5N * 56,1
P

Indice saponificacion =

(Ec.3)
Dénde:

V1 = Volumen utilizado de KOH (ml) en el blanco.
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V2 = Volumen utilizado de KOH (ml) en la muestra.

P = Peso de la muestra en gramos.

3.7.4.6 Determinacion del indice de ésteres

Segun la Norma NMX-K-395-1972 (1972), el indiceé&dteres se determina a partir de
los resultados obtenidos del indice de saponificagiel indice de acidez (% de acidos grasos

libres), los célculos se realizaron con la ecuaEiéré:

indice ésteres = IS — IA

(Ec.4)

Dénde:
IS= indice de saponificacion
IA= indice de acidez

3.7.5 Caracterizacion cuantitativa

3.7.5.1 Cuantificacion de fenoles

Los compuestos fendlicos de los aceites esendi@esrégano se cuantificaron por el
método colorimétrico a través del reactivo de F@liacalteu, que permite medir la
coloracion azul formada, mediante espectrofotomelei amplio espectro a 750 nm (Flores,
2006). El fundamento tedrico de esta prueba se drasa reaccion de molibdato sodico y
wolframatosédico en acido fosférico con los compuestos fenélique tienen grupos OH,
presentes en la muestra. El &cido fosfomolibdotiicwse encuentra compuesto por las dos
sales en medio acido, se reduce por los grupodidesplo que da lugar a una reaccién que

genera coloracion azul intenso (Gutiérres et2808).

El protocolo utilizado para el andlisis de las nwass de orégano se basa en la

investigacion de Gutiérres et. al. (2008), con ricaliiones en las concentraciones de los
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reactivos. Se preparo6 una solucion patréon de @atioo de 1000 ppm, para lo cual se aford
25 mg de acido galico de alta pureza en un bal&bdsl con agua destilada, se recomienda
siempre utilizar una solucidn recién preparada. diédm se prepardé una solucion de
carbonato de sodio al 20% aforando 5 g de carbahatsodio en un balén de 25 ml,
llevandolo al ultrasonido por el tiempo necesadatapconseguir una disolucién completa y
homogénea. Para el reactivo de Folin se utilizéeattivo comercial de la marca Sigma-
Aldrich que posee una concentracion 2 N, se realizadilucion 1:2 con agua destilada, el
reactivo de Folin siempre debe estar en refrigéragiprotegido de la luz hasta el momento

de la utilizacion.
Para la curva de calibracion se diluyé la solucitatre para obtener concentraciones de
0 mg/L, 10 mg/L, 20 mg/L, 30 mg/L, 40 mg/L y 50 rograra esto se prepararon seis viales

ambar con las cantidades de reactivos expuestasiabla 1.

Tabla 1. Preparacion de curva de calibracion de los fertotates

Muestra Reactivo de Folin 1 N Carbonato de Agua
E sodio 20% destilada
OuL 250 uL = 250puL 1500puL
10 uL 250 uL § 250 uL 1480pL
20l 250 uL ‘—; 250 uL 1460pL
300l 250 L : 250 L 1440uL
40 uL 250 L 'g:m 250 L 1420pL
50 uL 250 uL 250 L 1400pL

A continuacion, se dejo reposar en la oscuridadrdar2 horas, agitando cada 30 minutos
de forma vigorosa y las muestras se leyeron finadena una longitud de onda de 760 nm en
un equipo UV-VIS (Jasco V-630).

Para el analisis de muestras se preparé una soldeidos aceites esenciales 1:100 en
DMSO, de las cuales se tomo una alicuota dgl56e cada muestra, luego se afiadié 250
uL de reactivo de Folin 1N y 3950 de agua destilada, se dejo en reposo duranteliosi

antes de anadir 75 de carbonato de sodio 20%, se agit0 fuertemerst gejo reposar
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durante 60 minutos en un lugar oscuro, agitanda 8&dminutos antes de leer las muestras
a una longitud de onda de 760 nm en un equipaatit anteriormente.

3.7.6 Determinacion de la actividad antioxidante

Se analizé la capacidad antioxidante de los custeites esenciales obtenidos mediante
el método para la actividad inhibitoria del raditbte DPPH de Guija et al., (2015). Se
preparo el reactivo DPPH con 49 mg del mismo pda@b0 ml de etanol y se almaceno en

la oscuridad. Las soluciones de aceite de orégapoepararon como se indica en la Tabla
2.

Tabla 2. Soluciones de aceite esencial de orégano

Volumen Muestra Volumen DMSO Volumen
DPPH
Blanco - 100 pL 2,9 mi
1 1puL 99 pL 2,9 ml
2 5uL 95 uL 2,9 ml
3 10 pL 90 pL 2,9 ml
4 20 pL 80 pL 2,9 ml
5 50 pL 50 pL 2,9 ml
6 80 pL 20 pL 2,9 ml
7 ioopL - 2,9 ml

Para aplicar esta técnica, primero se prepar6 oh&ién de DPPH (1xt® molar en
etanol) con 24 horas de anticipacion. Después,tiseaton como muestras de aceites
esenciales, para ello se prepararon dilucionesferedtes concentracionesul, 5 uL, 10
uL, 20 uL, 50 uL, 80 uL y 100 uL en frascos ambar y adicionar dimetilsulféxido (B®)
hasta completar 10€L con. A estas disoluciones se les afadieron 2 8enth solucion de
DPPH y se agitaron constantemente por 30 minutotegidas de la luz con papel de

aluminio. Al final, se colocaron las muestras es ¢aldas de vidrio y se determiné la
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absorbancia en el espectrofotometro a una longieudnda de 517 nm (Coronel & Piedra,
2014).

El porcentaje de inhibicion del radical DPPH segldl con la siguiente ecuacion 5:

A —
% Inhibicién = % * 100
C

(Ec. 5)
Donde:

Ac = Es la absorbancia del patron de referencia

Am = La absorbancia de las soluciones diluidasdeite esencial de la especie vegetal

3.7.7 Andlisis estadistico

En el andlisis estadistico se realizo una clasiitcyg tabulacion y comparacion de datos,
posterior a ello se aplicara un analisis estadigfcueba de Normalidad, ANOVA, Prueba
de Tukey), mediante un disefio completamente aJ azaluando el porcentaje de inhibicion

(actividad antioxidante) de los aceites esencialbtenidos a través de diferentes
pretratamientos.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Andlisis de la toma de muestras y tratamiento de lmuestra vegetal

Para la recoleccion de las muestras se considaqaldencia de las hojas de las plantas,
controlando condiciones de esterilidad para obtenematerial de alta calidad. Las hojas
recogidas se lavaron con agua para eliminar lasrezps (residuos de tierra), sin exagerar
en el lavado para evitar la pérdida de componesakbles. Posteriormente, se realizo la
seleccion de las hojas y pesaje de las mismasabalanza Ohaus Pioner PA3106, de las
cuales se obtuvo un total de 12,215 kg que se angpigpara la extraccion de aceites.

4.2 Andlisis del proceso de ultrasonido

Actualmente, se han desarrollado investigacionea paterminar la inactivacion de
microorganismos debido a la aplicacién de ultradomie alta intensidad, de forma que se
logre deducir el mecanismo de accion por la mushalar, generando varias teorias, entre
ellas: la temperatura, la cavitacion, la formacu radicales libres, el calentamiento
localizado, la formacion de radicales libres, ehanto de la temperatura y la presion, entre
otras (Javier, 2011).

Javier (2011), determiné que el ultrasonido esténaica no destructiva de tejidos, no
produce ninguna reaccion secundaria comprobadalteracgiones o modificaciones
genéticas. Ademas, mejora la asimilacion de laepras gracias a los procesos de cavitacion
y el rompimiento de cadenas de aminoacidos, meajordas caracteristicas nutricionales,
potenciando los procesos de homogenizacion e waacto un 90 % de las enzimas. En la

presente investigacion se utilizaron tiempos dadecde 35 minutos.

El ultrasonido tiene diversas formas de acciormreegitas estan: térmicas, la cual genera

energia mecéanica o caldrica; y no térmicas, ladesuson la fuerza de radiacion, la
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rarefaccion, la cavitacion, choques micro-mecanigda formacion de radicales libres,

producto de los cuales se obtuvieron varias obsEmes que se indican a continuacion:

Tabla 3. Mecanismos de accion del Ultrasonido

Teoria Mecanismo Observaciones

Cavitacion Eliminacibn mecanica por atrapamiento Beocesos de desinfeccion,
la bacteria, a través de burbujas localizadass celular e inactivacion
con altas temperaturas y presiones. enzimatica

Formacion de Sonolisis del agua puede producir iondsactivacion microbiana y

radicales (OH) y (H") y peroxido de hidrogeno.  enzimética

libres

Choques Disrupcién de las células y disminucién défectos  antimicrobianos,
micro- espesor de paredes celulares lisis celular e inactivacion
mecanicos enzimatica

intracelulares

Generacion  Propagacion de la onda; decrece con lfectivacion microbiana.

de energiadistancia al ser aplicado en material

caldrica y atenuante. Esta porcidn que es absorbida se

mecanica traduce en calor

Compresion y Microcorriente acustica Inactivacion microbiana y

rarefaccion enzimatica.

Fuente: Torrenegra (2014)

4.3 Secado de la muestra

Uno de los pretratamientos que se aplico fue etgam de secado, que se utilizé para
eliminar la humedad de la muestra, aplicando umgpéeatura de 40 °C en un tiempo de 50
minutos.

La eliminacidon del agua ocurre en tres fases dedee@n la primera, se produce un corto
periodo de estabilizacion inicial, en donde la rnmaese encuentra a baja temperatura y la

velocidad de evaporacion aumenta, segun la temyparae incrementa. En el segundo
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periodo de velocidad decreciente, se desplazaaabple evaporacion hacia el interior y
disminuye con velocidad hasta alcanzar la humedaédtilibrio del producto. Y, para
finalizar en la tercera etapa, las muestras estabaimente secas y listas para ser utilizadas
en el proceso de destilacion permitiendo que lagingéientos de extraccion aumentaran.
(Chacon, Cordero, & Pineda, 2009).

4.4 Proceso de destilacion por arrastre de vapor corgaa

A través de este proceso, se obtuvieron los acestsciales, producto de las hojas a las
gue se aplico la técnica de secado o ultrasonidbgeterminar los diferentes rendimientos
de produccion. Una de las principales caracteaistiobtenidas) fue la inmiscibilidad de los
compuestos entre si; asi mismo, se determind gumlopuestos de alto punto de ebullicion
pueden ser aislados o purificados al combinarlosabgin liquido inmiscible de bajo punto
de ebullicibn como el agua. Se utilizé agua pa@lacacion de la técnica, ya que presenta
ventajas como el facil acceso, bajo precio, a nixginico tiene un bajo peso molecular,
ademas, que destila muestras con puntos de ebunlkéevados. Aprovechando la propiedad
gue tienen las moléculas de agua en estado de da@sociarse con moléculas de aceite, la
extraccion se efectud cuando el vapor por presidraen contacto con las células de las
partes de las plantas y las rompe liberando lacesgratrapandola en las gotas de agua del
vapor que luego se condensa en el destilador.IAlicar el proceso, se debe enfriar el equipo

antes de permitir la entrada de aire.

El resultado de este proceso, es decir, el rendimigel aceite esencial de orégano en

cada uno de sus tratamientos, como se muestra:
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Tabla 4. Resultados de los rendimientos obtenidos en laaaxbnes de aceite de orégano
en los diferentes tratamientos

Tratamiento Rendimiento (%)
Fresco (T1) 0,053
Seco (T2) 0,116
Fresco/US (T3) 0,073
Seco/US (T4) 0,137

Para el célculo del rendimiento se consider6 laandas aceite obtenido y la masa de la
muestra utilizada. Después del analisis de cadae®stos, se dedujo matematicamente que
el pretratamiento de secado, con y sin el procesaltdasonido (T2 y T4) fue el de mayor
rendimiento de obtencion, siendo el tratamient®4) €l que alcanz6 un valor de 0,137%.
Esto se pudo corroborar segun las investigaciomddattinez (2012) y Campo, et al. (2016),
el ultrasonido permite que la longitud de onddrdéauencia y la intensidad de manera que
se puedan obtener mejores tiempos y formas de hemiragion, asi como la transferencia
de masa y energia, con el fin de aumentar el readiondel aceite esencial, como se puede

observar a continuacion en la figura 4.
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Figura 4. Histograma de los rendimientos obtenidos en cadariento
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4.5 Andlisis de las caracteristicas fisico quimicas daceite esencial de orégano

Los resultados obtenidos en los parametros fisiémigos del aceite esencial de orégano

en cada uno de los tratamientos, se indican &aliéa 5.

Tabla 5. Resultados de los parametros fisico quimicos dadeies esenciales de orégano
producidos en los tratamientos

Parametro T1 T2 T3 T4
Densidad a 20 °C 0,924 0.911 0.935 0.917
) (g*mL™)
Indice de refraccion a 20 °C 1,500 1,497 1,503 1,48
Solubilidad en alcohol Positivo  PositivoPositivo  Positivo
% Acidos grasos libres 5,460 5,350 5,310 5,390

indice de saponificacion (mg 131,65 129,22 123,23 123,23
) KOH/g de grasa)
Indice de ésteres (mg KOH/g de 126,19 117,85 117,88 117,88

grasa)
Los valores de los parametros fisicoquimicos cpoeden a un promedio de tres repeticiones por
determinacion.

Las densidades de los aceites obtenidos obtuviargos entre 0,911 a 0,935 g*rhL
comprobando los datos obtenidos en investigacida®&ejarano, et al (2012) y Abraham, et
al (2016), que fueron de 0,923 y 0,933 g*presentando similitud. El resultado de la
densidad del presente trabajo, indica la calididpyreza del aceite extraido, que no estaba
ligado al tipo de extraccion, pero si probablemegrde la naturaleza de la planta y las

condiciones climaticas del area geografica de piensa.

Los indices de refraccion estuvieron en un rangd,d87 a 1,503, el mismo que se
encuentra préximo a la investigacion realizada Rodas (2012); la cual reporta un valor
minimo de 1,473 y maximo de 1,474, indicando umadataristica propia del aceite esencial

en estudio.

En relacion a la solubilidad del aceite esenciarégano, los volumenes utilizados fueron
4.2 mL para 96°; 5.7 mL para 90° y 8.1 mL para 8xde alcohol etilico, los mismos que
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son similares a lo relatado por Abraham et al.1620los cuales se encuentran en un rango
de 5,0 y 8,5 volumenes de alcohol de 90 % (v/v) &2 Siendo resultados razonables, ya
gue se emplean normalmente disoluciones de alcetibto de elevada graduacién

alcohdlica, comprendidas entre 80 y 96%, y la shtlanl sera mayor respecto a la pureza en

componentes oxigenados (Coronel & Piedra, 2014).

Los porcentajes de acidos grasos libres fueron3ims 5,460%, aspecto que coincidio
con la opinion de diversos autores en el sentidquieel aceite fue recién preparado no
contienen acidos grasos libres o estan presentpearenas cantidades (Abraham, et al.
2016). El andlisis del indice de saponificaciompié determinar qué cantidad de KOH se
requiere para producir jabdn, los indices de sdipanion de las muestras de aceite obtenidas
fueron entre 123,23 a 131,65 mg KOH/g, que fudivamente alto. Esto se dio porque se
necesita una mayor cantidad de KOH para llegaguailibrio de la reaccion con relacion a
los acidos grasos libres y combinados de cademta goe contiene el aceite (Bejarano, et al.
2012).

El dltimo parametro fisico-quimico relacionado &ldéndice de ésteres del aceite, donde
se determinaron indices ésteres 117,88 a 126,10htjg en los tratamientos realizados en
la extraccion de aceite, definiendo que la cantid@it para saponificar la grasa neutra de
un gramo de aceite, es pequefia, porque el aceitedién obtenido y no pasoé por procesos
de oxidacion para la formacion de acidos grasagdijbpor lo que necesita una mayor

cantidad del reactivo para formar la reaccion (Get@& Piedra, 2014)

A partir de las investigaciones de Abraham, et @016) y Torrenegra (2014), los
resultados obtenidos fueron comparados y comprahaebido a que en las extracciones se
utilizé destilacion de arrastre de vapor con aguagermitio obtener buenos rendimientos y
sin alterar sus composiciones, ademas las prusies-§uimicas demuestran que los aceites
obtenidos son similares a los presentados en diesénvestigaciones e indican su purezay

alta calidad.
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4.6 Analisis cuantitativo de fenoles
En la Tabla 6 se indican los resultados de la dadtde fenoles, consiguiendo buenos
resultados entre 29,974 a 59,630 mg GAE*#si mismo, se pudo observar que los datos no

tienen una diferencia significativa.

Tabla 6. Cuantificacion de fenoles de los tratamientosadgt@ de orégano

Tratamiento Absorbancia 760.0 nm Cantidad de Fenote
(MgGAE*g™)
T1 0,963 0,963 29,974
T2 1,636 1,635 47,751
T3 1,357 1,358 40,423
T4 2,084 2,084 59,630

El tratamiento 4 fue el que generé mayor cantidatédoles, con una cantidad de 59,630
mg GAE*g?, debido a que el agua es considerada el solvaivtersal por su alta polaridad;
debido a esto es adecuada para captar solutoep@aonicos (Beltran et al., 2013). La
diferencia de produccion de fenoles en los tratatogelos podemos observar en la figura 5,
identificando y escogiendo como el mejor proceso pdeduccion de polifenoles al
tratamiento 4, en el que se utilizO un proceso esado, aplicacion de ultrasonido y
destilacion de arrastre de vapor con agua, debid@kminacion de agua en las muestras y

el mejoramiento de caracteristicas sensorialesrdgano en el proceso de ultrasonido.
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Figura 5. Histograma de cantidades de fenoles obtenidasdentcatamiento.

En estudios como el de Sharma, Gupta & Verma (204&)reporta resultados de
0,158+0,034 mg GAE*g-1, siendo el de mayor valotrds tipos de extractos realizados con
solventes polares y apolares, debido a que laeafi@d y la aceleracion de extraccion
aumentan por la composicion del solvente; sin egthastos métodos presentan dificultades
para su aplicacion comercial y son muy volatilegento de las caracteristicas mas
importantes del orégano son los efectos anticageimds y antimutagénicos que producen
(Arcila, Loarca, Uribe, & Gonzalez, 2004).

Gréfica de curva de calibracién
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Figura 6. Curva de calibracion para las concentracionesslpdtrones y muestra vs la absorbancia
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La Figura 6 muestra la curva de calibracion domdidd los pardmetros se encuentran
dentro del intervalo especificado con 95% de lim@eonfianza. En la formacion de la curva
se observo que las absorbancias aumentaban, meisetralevaba la concentracion de las
muestras. La grafica se aproxima a una linea rdotaje la ecuacion obtenida a partir del
patron fue Y= 0,0378x + 0,177 con un coeficienteaigacion de 0,997.

4.7 Andlisis de la actividad antioxidante del orégano

En el ensayo de DPPH se observdé que la velocidadedecion es directamente
proporcional a la concentracion del aceite, esrdiecimayor concentracion de aceite fue
mayor el porcentaje de inhibicion. En este anasisisealizd cuatro estudios, en la cual se
observo una actividad antioxidante final elevada yumento en el porcentaje de inhibicion

era lineal en los cuatro tratamientos.

En la Tabla 6 se indican los resultados obtenidos| @roceso de espectrofotometria a
517 nm del tratamiento de hojas frescas, dondeenapBco ultrasonido de acuerdo a la
metodologia utilizada por Vega (2019). Se obtuvainhibicion promedio de 44,62% y una
desviacion estandar de 28,65; debido a que las hajgan una mayor cantidad de humedad
y no presentaron un proceso de ultrasonido que ifgermejorar la homogenizacion con

reduccion del tamafio de las particulas, fundamental los procesos de extraccion.

Tabla 7. Resultados obtenidos del aceite esencial con fregssas y sin ultrasonido

Muestra Absorbancia % Inhibicion
Promedio
1uL 1,43 0,23
S uL 1,13 21,16
10 L 0,98 31,63
20 pL 0,79 44,65
50 L 0,49 65,58
80 L 0,39 72,79
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100 pL 0,34 76,28
Promedio 44,62

Desviacion 28,65

En el tratamiento con hojas frescas y la aplicad@énltrasonido se obtuvo un porcentaje
de inhibiciébn promedio de 34,66% y una desviacistardar de 19,69 en el proceso de
espectrofotometria a 517 nm. Los porcentajes dbiaidn mejoraron debido a la aplicacion
de ultrasonido que permitié estabilizar a las hdm®régano sin incrementar drasticamente
la temperatura, Acosta et al., (2016) indica guareservan las caracteristicas sensoriales asi
como la selectividad, la productividad y el rendintb, al aumentar los resultados
relacionados con tiempos de procesos, mejora @adabdemas de la reduccion de riesgos
guimicos vy fisicos, considerdndose una tecnolagigable con el medio ambiental, ya que

se emplea menos tiempo, agua y energias. Estdstesuse muestran a continuacion:

Tabla 8. Resultados obtenidos del aceite esencial con frgssas y con ultrasonido

Absorbancia

Muestra Promedio % Inhibicion
1pL 1,50 6,44
S L 1,23 23,08
10 uL 1,26 21,21
20 pL 1,14 28,90
S0 pL 0,79 50,73
80 L 0,71 55,51
100 pL 0,69 56,76
Promedio 34.66
Desviacion 19,69
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En la Tabla 8 se indican los resultados obtenidos| @roceso de espectrofotometria a
517 nm del tratamiento hojas secas en donde n@lg® alltrasonido. Se obtuvo una
inhibicion promedio de 46,54% y una desviacionredié de 29,67; debido a que el proceso
de secado permitié eliminar la humedad de las hlmgsando la conservacion del principio
activo del orégano y aprovechar al maximo cada denaus propiedades antioxidantes.
Consiguiendo un alto nivel de homogeneidad enddymrcion llevando a cabo en un proceso
continuo, ademas, es un proceso controlado quensnta requiere ser operado por una
persona consiguiendo una buena presentacion delugimy aunque se utilizé altas
temperaturas sin afectar las caracteristicas ddugto, velocidad en el proceso y obtencion
de altos rendimientos como lo describe Bonillalef2915) en su estudio, al aumentar la

concentracion de los componentes principales dadeges esenciales.

Tabla 9. Resultados obtenidos del aceite esencial con Befss y sin ultrasonido

Absorbancia

Muestra % Inhibicion
Promedio

1pL 1,50 6,44
S L 1,26 21,21
10 uL 1,23 23,08
20 pL 0,81 49,69
S0 pL 0,46 71,52
80 pL 0,38 76,30
100 pL 0,36 77,55
Promedio 46,54
Desviacion 2967

En el tratamiento con hojas secas y la aplicac&alttasonido se obtuvo una inhibicién
promedio de 50,77% y una desviacion estandar @3 2Fste tratamiento presento6 elevados
porcentajes de inhibicion, debido a que se combimbs procesos de secado y ultrasonido
gue permitian que las muestras mejoraran sus gondgpara la extraccion de aceites en el

proceso de destilacion, considerandolo como ehrtri@nto 6ptimo de generacion de
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antioxidantes. Una caracteristica importante dehsnido fueron las ondas ultrasonicas de
elevada frecuencia, ya que éstas estimulan, aneferaejoran el proceso al formar una
sinergia con otras formas de energia, ademas Brnata la cantidad de sustancias que se
extraen y su solubilidad, como lo indican Ayalalet(2018) y Acosta et al., (2016).

Tabla 10.Resultados obtenidos del aceite esencial de hegas ¥ con ultrasonido

Absorbancia

Muestra Promedio % Inhibicion
lpL 1,19 10,78
SpL 0,99 25,81
10 uL 0,79 40,35

20 pL 0,67 49,62
S0 pL 0,42 68,17
80 pL 0,27 79,45
100 pL 0,25 81,20
Promedio 50,77
Desviacion 27,03

En los cuatro tratamientos la actividad antioxidatel orégano fue alta, pero las muestras
de aceite extraidas con hojas secas sometidaasaulido tuvieron la mas elevada actividad,
con un valor de 50,77% en promedio, debido a quaiseno la humedad de la muestra y
aumentaron los rendimientos de obtencion, sienttataimiento 4 el que present6 una mayor
actividad antioxidante. Ademas, al comparar nusstesultados con los aceites esenciales
de otras plantas de la misma especie, indican haeeéte esencial de orégano posee un
potencial de estabilizacién de radicales libresegop y puede ser semejante a los
antioxidantes sintéticos BHA y BHT. Segun Estarrénal (2016), esta especie puede ser
considerada como prometedora para la produccidantiexidantes debido al elevado

contenido de timol y al rendimiento de extraccion.
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Estos resultados también fueron comparados emia de calibracion que se indica en
la Figura 7, en donde se observa que el porced&j@hibicion no aumenta de manera

significativa mientras se elevaba la concentradeéias muestras.

Gréfica de Curva de Calibracion
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Figura 7. Curva de calibracion de los resultados obtenidda detividad antioxidante.
Para el célculo de porcentajes de inhibicion dearton las absorbancias de cada muestra
y la siguiente ecuacién Y= 0,1999X — 0,1756 coraeficiente de variacion de 0,9986. Los

resultados que se muestran en la Tabla 10.

Tabla 11.Resultados obtenidos en la actividad antioxidaatdurva de calibracion

Muestra Concentracion  Absorbancia 517 nm % Inhibicién
ppm

1 0 1,13¢ 1,13¢

2 1 1,13¢ 1,13¢ 0.26

3 5 1,122 1,127 1,23

4 10 1,11« 1,11¢ 1,94

5 2C 1,09: 1,09: 3,79

6 5C 1,027 1,027 9.60

7 8C 0,96( 0,96( 15,49

8 10C 0,907 0,907 20,16
Promedi 7.42
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Desviaciol 7,8¢

En la figura 8, se indica el porcentaje de inhimc{actividad antioxidante) de cada uno
de los tratamientos, en donde se observa quetamiento 4 fue el mejor proceso en la
generacion de actividad antioxidante con un redoltde 50,77%; mientras que, el
tratamiento 2 fue aquel que generé el menor vaqguatcentaje de inhibicién con 34,66%,
esto se pudo producir al no controlar los tiemposetado, debido a que ésta es una técnica
aplicada para comparar con mayor exactitud posisleesultados, ya que, si el tiempo de
secado se eleva, el principio activo comienza anatesalizarse pudiendo generar

decrecimientos de los porcentajes de inhibicidahegrminar la actividad antioxidante.

Grafica de Promedios de % de Inhibicidn
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Figura 8. Histograma de cantidades de porcentaje de inhibi@étividad antioxidante) obtenidas en cada

tratamiento

4.8 Analisis estadistico

Segun el analisis matematico realizado, el tratatmieque mayor produccion de
polifenoles y actividad antioxidante fue el tratamb 4 (T4), cuyo pretratamiento fue

aplicacion de ultrasonido y posterior secado dadgss, obteniendo de esta manera extractos
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de aceite con moléculas capaces de retardar orpréaeperoxidacion de lipidos, porque
contiene varios metabolitos y sistemas de enzinmserido efectos sinérgicos e
interdependientes. A continuacion, se puede obisgue a mayor cantidad de fenoles, mas

elevado es el porcentaje de inhibicién antioxidantéa figura 14.

Comparacion de Cantidad de Fenoles y % de Inhibicion
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Figura 9. Grafica de comparacion de cantidad de polifenolelspprcentaje de inhibicion del aceite
esencial de orégano.

En el andlisis estadistico se realiz6 un estudioodmalidad de los datos de la inhibicion
de las muestras obtenidas de aceite en cada Une ttatamientos en el programa Minitab
19, segun la Prueba de Kolmogommrmitié observar el grado de concordancia queiéxis
en la distribucion de los resultados que se obtamitueron aceptados e interpretados como

satisfactorios, los cuales se indican en las Fg9rd 0, 11y 12.
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Figura 10. Gréfica de porcentaje de inhibicion del aceite eisdnle orégano obtenido de hojas frescas sin

ultrasonido.

Grafica de probabilidad de porcentaje de inhibicién de T2
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Figura 11. Grafica de porcentaje de inhibicion del aceite els¢le orégano obtenido de hojas frescas

con ultrasonido
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Grafica de probabilidad de porcentaje de inhibicién de T3
Normal - 95% de IC
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Figura 12. Grafica de porcentaje de inhibicion del aceite eisénle orégano obtenido de hojas secas sin
ultrasonido.

Grafica de probabilidad de porcentaje de inhibicién de T4
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Figura 13. Gréfica de porcentaje de inhibicidn del aceite eisgile orégano obtenido de hojas secas con

ultrasonido.
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Con estos resultados se determind que existe witri@dcion normal, ademas que, al
comparar las significancias de cada concentraologl tratamientos, al tener un valor p

mayor a 0,05 indica que se cumple la condiciénatealidad.

Ademas, se realizé el analisis ANOVA que permitiedeinar la aceptacion o rechazo de
la hipotesis nula, la cual establece que las meat#idas poblaciones son iguales, mediante
un andlisis de varianza para comprobar la semefadifarencia de las medias. En donde se
pudo observar que no existieron diferencias sicgtifras entre los tratamientos que se
muestra y por lo tanto pertenecen a una sola péblgcaceptacion de la hipétesis nula, la

cual se indica a continuacion en la Tabla 11.

Tabla 12.Resultados obtenidos en la actividad antioxidaateceite esencial del orégano
Informacion del factor

Factor Niveles Valores
TT 9 tratamiento 1; tratamiento 3; tratamientordtamiento 2; tratamiento 3;
tratamiento 3; tratamiento 4; tratamiento 2; tratano 4

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TT 8 5722 715,3 1,12 0,396
Error 19 12171 640,6
Total 27 17894
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
25,3101 31,98% 3,34% *
Medias
TT N Media Desv.Est. IC de 95%
tratamiento 1 1 76,28 * (23,31; 129,25)
tratamiento 3 1 6,440 * (-46,535; 59,415)
tratamiento 1 6 39,3 27,4 (17,7; 61,0)
tratamiento 2 6 30,98 18,74 (9,35; 52,61)
tratamiento 3 5 49,6 27,4 (25,9; 73,3)
tratamiento 3 1 71,52 * (18,55; 124,49)
tratamiento 4 6 54,9 27,0 (33,3; 76,6)
tratamiento 2 1 56,76 * (3,79; 109,73)
tratamiento 4 1 25,81 * (-27,16; 78,78)

Desv.Est. agrupada = 25,3101
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El analisis de Tukey permiti6 comparar cada untasdenedias de los tratamientos para
determinar la actividad antioxidante a diferentescentraciones, del cual se obtiene como
resultado que no existe una diferencia signifieates decir, todas las medias son iguales.
Resultados que también se pueden observar de uma fiesglosada en la Tabla 12, donde
se indica que los tratamientos pertenecen a urraaragrupacion, lo que se evidencia en el

andlisis de Gréfica de Cajas en la Figura 13.

Tabla 13. Analisis de subconjuntos homogéneos de la activadgidxidante

T N Media Agrupacion
tratamiento 1 1 76,28 A
tratamiento 3 1 71,52 A
tratamiento 2 1 56,76 A
tratamiento 4 6 54,9 A
tratamiento 3 5 49,6 A
tratamiento 1 6 39,3 A
tratamiento 2 6 30,98 A
tratamiento 4 1 25,81 A
tratamiento 3 1 6,440 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Figura 14. Gréfica de cajas de porcentaje de inhibicion deita@sencial de orégano.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

Se determiné la actividad antioxidante del acesieneial de orégan(Origanum
vulgareL.) obtenido a partir de dos pretratamientos, losimiettos fueron altos y
variaban entre 0,053 — 0,137%. De donde se puedéfidar el tratamiento T4 como

el mas alto, partiendo de hojas de orégano secaltrasonido.

En concordancia con investigaciones anterioreapligacion de ultrasonido en uno
de los pretratamientos a las muestras de oréffariganum vulgarel.), para su
posterior caracterizacion fisico-quimica, determonague los aceites presentaban

una buena calidad y mayor rendimiento.

Al cuantificar la cantidad de fenoles los aceitesspntaron valores de 29,97 — 59,63
mg GAE*g?, observandose una mayor concentracion de fenqlésaentes a mg
de acido galico por gramo de materia vegetal senala muestra previamente
sometida a ultrasonido, debido a que la homogeidizdce realizada con agua,
considerada el solvente universal y la molécula a@lba polaridad, por lo tanto,

adecuada para captar solutos polares e ionicos.

Al determinar la actividad antioxidante del acesgencial de orégan@riganum
vulgareL.) utilizando el método DPPH, los analisis de loslltagos de actividad
indican valores elevados, estableciendo el trataimieon hojas secas y aplicacion

de ultrasonido la actividad antioxidante méas elayadn promedio de 50,77%.

Segun los andlisis realizados se puede afirmarngeatras mayor cantidad de
polifenoles presentes en el aceite esencial, nefiadb es la capacidad de inhibicion
de radicales libres, por lo que el pretratamiertsetado y aplicacion de ultrasonido

se registra como el tratamiento destacado.
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Por dltimo, por los resultados obtenidos, se comckegun la Prueba de Tukey que
todas las medias son iguales, e indica que noeexingt diferencia significativa entre
los pretratamientos aplicados a la muestra, auniematicamente, el tratamiento
4 fue considerado como el mejor en la producciécatéidad de fenoles y generacion
de actividad antioxidante (proceso de secado,agfio de ultrasonido y destilacion

por arrastre de vapor).
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RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar los componentes quimicoaadde esencial de orégano
antes y después de floracion, debido a la comgwsiguimica en el estado de la

planta.

También seria necesario evaluar el efecto antilmi@no del aceite esencial de

orégano, para comprobar sus propiedades medicinales

Evaluar la composicién quimica del aceite esermlibnido mediante diferentes
métodos de extraccion, ya que puede variar la ceitipo de cada aceite esencial

segun el solvente utilizado.

Analizar la produccion de polifenoles y la actiddantioxidante del aceite esencial
en diferentes zonas del pais durante un afio, detemdo mejor las propiedades

guimicas de diferentes muestras de orégano.

Ademas, se recomienda mejorar los tiempos y leatibn de otros disolventes o
concentraciones bajas de los mismos para aumestaehdimientos de obtencion

del aceite esencial.

Evaluar la relacion carbono nitrégeno del sueloledniosintesis de los terpenos en

aceites esenciales y su poder antioxidante
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ANEXOS

Fotografias de evidencia

Fotografia N° 1.Pesaje de las hojas recolectadas

Fuente: La Autora

Fotografia N°2.Equipo utilizado para la aplicacién de Ultrasonido

Fuente: La Autora
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Fotografia N° 3.Equipo de extraccidon de aceites esenciales

Fuente: La Autora

Fotografia N° 4.Proceso de decantacion de aceites esenciales

Fuente: La Autora
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Fotografia N° 5.Aceite esencial de orégan@riganum vulgare)

Fuente: La Autora

Fotografia N° 6.Determinacion de aceite esencial utilizando el dmcetro

Fuente: La Autora
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Fotografia N° 7.Pruebas positivas de proceso de titulacién

Fuente: La Autora

Fotografia N° 8.Reposo de muestras de aceite esencial para posteterminacion de
Prueba DPPH.

Fuente: La Autora
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Fotografia N° 9.Celdas de lectura de datos en prueba de Folira{féoc

Fuente: La Autora

Fotografia N° 10. Celdas de lectura de datos eebarDPPH.
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Fuente: La Autora
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