REVISTA BIO CIENCIAS ISSN 2007-3380
http://revistabiociencias.uan.edu.mx

https://doi.org/10.15741/revbio.10.e1468

Articulo orgginal’ Original article

Efecto antioxidante en aceite vegetal de girasol de polifenoles obtenidos del
bagazo residual de orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth)

Antioxidant Effect of Polyphenols from Mexican Oregano (Lippia graveolens
Kunth) Residual Bagasse in Sunflower Vegetable Oil

Cuevas Gonzalez, M. ., Flores Martinez, H.* , Ledn Campos, C.
Lépez Muraira, 1.G.

RESUMEN

Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion. El orégano mexicano (Lippia graveo{ens Kunth)gs una especia
TecNM/ITTlajomulco. Km. 10 Carretera Tlajomulco- de gran valor comercial como condimento principalmente por
San Miguel Cuyutlan, Tlajomulco de Zufdiga 45640, €l perfil que proporciona su aceite esencial. Sin embargo,
Jalisco, Mexico. poco aprovechamiento se ha dado a su alta concentracion
de compuestos fendlicos hidrosolubles presentes, como la
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una gran cantidad de residuos ricos en flavonoides, que pocas
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Con el fin de valorizar este desecho agroindustrial, el bagazo
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Polifenoles de orégano mexicano como antioxidante para aceite de girasol. /
Mexican oregano polyphenols as antioxidant in sunflower oil.

ABSTRACT

Mexican oregano (Lippia graveolens Kunth) is a spice of great commercial value as a
condiment, mainly due to the profile provided by its essential oil. However, little use has been
made of its high concentration of water-soluble phenolic compounds, such as pinocembrin, a
flavanone with antioxidant properties of great nutritional and health importance. The process of
essential oil extraction from its leaves produces a large amount of waste rich in flavonoids, which
is rarely used and even becomes a source of contamination due to its inadequate disposal. In
order to evaluate this agro-industrial waste, the bagasse was characterized and found to have
a high content of total phenolic and pinocembrin (0.71 mg/mL), as well as antioxidant activity of
5.48 mg EqTx/mL Ex,, with values similar to those found in plant matter without any processing.
Extracts rich in pinocembrin were prepared by separation on a chromatographic column, being
able to generate enriched products (1.38 mg/mL). The oxidative stabilization capacity of the extract
and its enriched fraction from the residual bagasse of oregano in sunflower oil was evaluated,
finding outstanding protective capacities against lipid peroxidation compared to those provided by
butylated hydroxytoluene, a synthetic antioxidant commonly used for this purpose.

KEY WORDS: Polyphenols, Mexican oregano, natural antioxidant, residual bagasse.

Introduccién

Los aceites vegetales constituyen una parte esencial en practicamente todas las dietas
de la alimentaciéon humana. Los grupos principales de los lipidos presentes en aceites son
los triglicéridos, los cuales se encuentran en las células responsables del almacenamiento de
constitutivos de las membranas biologicas (Gonzalez et al., 2006). Los lipidos vegetales suelen
ser mas insaturados que los de origen animal, lo que provoca una mayor velocidad de inicio de
las reacciones de oxidacién y un consumo mas rapido de los antioxidantes presentes. Ademas,
existe una notoria variabilidad en la composicion relativa de grasas saturadas, poliinsaturadas y
monoinsaturadas en los distintos aceites vegetales (Xing et al., 2019). Especificamente, el aceite
de girasol se caracteriza por presentar una elevada proporcién de grasas poliinsaturadas, las
cuales, si bien son buscadas por sus efectos benéficos para la salud, también son mas propensas
a la peroxidacion lipidica, razén por la cual ha sido seleccionado como objeto de estudio.

La oxidacion del aceite vegetal es una reaccién natural e irreversible relacionado con la
oxidacion de los acidos grasos insaturados por el oxigeno del aire, que aumenta fuertemente
a altas temperaturas. Se ha documentado que la formacién y presencia de los peréxidos es un
buen indicador de la rancidez oxidativa de un aceite por ser unos de los primeros compuestos
que se forman durante el proceso de oxidacion lipidica (Vanhanen & Savage, 2006) generando
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sabores y olores desagradables. Con base en lo anterior, en el campo de la biotecnologia, uno
de los desafios interesantes es lograr la estabilizacion de los aceites vegetales comestibles
mediante el uso de agentes antioxidantes eficaces y seguros (Jan et al., 2001). Tradicionalmente,
se han utilizado antioxidantes sintéticos, como el butilhidroxitolueno (BHT), el butilhidroxianisol
(BHA) y la tert-butilhidroquinona (TBHQ), para retrasar la degradacion oxidativa de los lipidos
durante el almacenamiento y la preparacién de alimentos. Sin embargo, se ha asociado su uso
con importantes problemas de salud (Engin et al., 2011). De este modo, el interés de la poblacién
a nivel mundial por consumir productos naturales que promuevan la conservacion y mejora de
la salud esta en constante aumento; se ha reportado que algunas hierbas y especias poseen
propiedades antioxidantes (Katalinic., et al 2006; Gutiérrez-del-Rio et al., 2021) y consiguen
retardar el enranciamiento de aceites mediante el ensayo de oleorresinas de romero y extractos
de hisopo, melisa, salvia, tomillo y orégano espafol, entre otras plantas de la familia de las
labiadas (Pokorny & Trojakova, 2004). Sin embargo, cabe mencionar que la eficacia de este tipo
de compuestos depende en mucho de la especie utilizada, el tipo y polaridad de solvente utilizado,
el procedimiento de extraccién y la pureza e identidad de los compuestos activos presentes en el
extracto obtenido a partir de los productos naturales, lo que ha provocado que la aplicacion de los
antioxidantes naturales se haya visto limitada, debido principalmente a la alta variabilidad en su
eficacia y alto precio (Mustafa et al., 2022).

El orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth) es altamente valorado en el mercado
debido a la presencia de compuestos volatiles liposolubles, como el timol y el carvacrol, que se
encuentran en el aceite esencial. Durante el proceso de extraccién del aceite esencial de las
hojas de esta planta, se genera una gran cantidad de residuos sélidos (bagazo), que representan
aproximadamente el 95 % en peso seco con respecto al peso inicial (Martinez-Nataren et al.,
2012). Estos residuos son ricos en flavonoides, los cuales han demostrado poseer propiedades
antioxidantes. Sin embargo, actualmente se les da un aprovechamiento minimo, ya que suelen
utilizarse unicamente como piensos, composta o se desechan de manera inadecuada, generando
posibles problemas ambientales. Dentro de los flavonoides presentes tanto en el orégano
mexicano (L. graveolens) como en el bagazo residual, destaca la pinocembrina, una flavanona
con importantes beneficios nutricionales y propiedades antioxidantes naturales (Lin et al., 2007).
A pesar de su potencial, todavia existe una escasez de estudios que exploren su extraccion a
partir del orégano mexicano y bagazo residual, asi como la importante aplicacién que podria
presentar en el sector alimentario.

Estudios realizados por Lin et al. (2007) y Cortés-Chitala et al. (2017) han demostrado
la presencia del flavonoide pinocembrina (Figura 1) en el orégano mexicano mismo que ha
sido reportado como un importante agente antimicrobiano, antiinflamatorio, antioxidante,
anticancerigeno, asi como un compuesto protector contra la isquemia cerebral y enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimery el Parkinson, porlo cual ha sido considerado un compuesto
de especial interés en la industria farmacéutica (Chung et al. 2011; Liu et al., 2014; Zheng et al.,
2018). Dentro de la industria alimenticia, la pinocembrina también ha mostrado un, importante
potencial de aplicacion en productos alimenticios dadas sus propiedades antimicrobianas y
antioxidantes probadas por Vargas-Sanchez et al. (2014) para extender la vida de anaquel de
patés de carne de res al utilizar extractos de propdleos como agente conservante natural.
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Figura 1. Estructura quimica de pinocembrina (Nyotia et al., 2016).

En la busqueda de investigar las tendencias y enfoques aplicados en el aprovechamiento
y separacion de compuestos flavonoides, como la pinocembrina, se han llevado a cabo estudios
por parte de diversos investigadores. Osti et al. (2010) aislaron dicho compuesto de Sphaeralcea
angustifolia, planta mexicana comun en la medicina tradicional, utilizando cromatografia en
columna, logrando separar la pinocembrina (0.066 mg/mg Ex). Por otro lado, Nyotia et al. (2016)
aislaron pinocembrina proveniente de Artocarpus odoratissimus, fruta tropical, los extractos brutos
se fraccionaron usando cromatografia liquida de vacio en gel de silice (VLC). Utilizando este
mismo método de separacion Granados et al. (2018) aislaron diferentes flavonoides provenientes
de 3 propdleos mexicanos, entre ellos la pinocembrina (19, 33 y 55 mg/g Ex), a diferencia de que
estos autores emplearon como fase mévil una mezcla en gradiente.

Partiendo de los antecedentes que resaltan los efectos significativos de la pinocembrina
en diversas aplicaciones, el presente estudio empled un método de separacion de pinocembrina
desarrollado por nuestro grupo de investigacion (Cuevas-Gonzalez et al., 2021). Dicho método se utilizé
para obtener fracciones enriquecidas en pinocembrina a partir de extractos hidroetandlicos obtenidos
de los residuos solidos generados durante el proceso de extraccion del aceite esencial de orégano
mexicano (L. graveolens), con el objetivo de evaluar el potencial antioxidante de la pinocembrina en
aceite vegetal de girasol, un aceite ampliamente comercializado y consumido a nivel mundial.

Material y Métodos
Materia prima
El orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth) se obtuvo de la localidad de Huejuquilla,

Jalisco, ubicada a una latitud de 22° 450" N, una longitud de 103° 450" W y a una altura de 1.450
metros sobre el nivel del mar; la muestra de orégano mexicano fue obtenida tras el proceso
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tradicional de vareo y secado al sol durante 3 dias después del corte en etapa de floracion al
10 %, manteniendo un contenido de humedad del 10 % w/w.

La semilla de girasol sin cascara fue adquirida en un mercado municipal de Zapopan,
Jalisco, manteniéndose a temperatura ambiente (20 °C) y un contenido de humedad menor al 8 %.

Reactivos y estandares

Los estandares flavonoides de galangina (99.3 %) y naringenina (99.4 %) se adquirieron
de Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania); mientras que pinocembrina (99.8 %), hispidulina
(98.9 %) y taxifolina (99.1 %) se adquirieron de PhytoLab (Vestenbergsgreuth, Alemania). El
reactivo de Folin-Ciocalteau, acido galico (GA) y di (phenyl)-(2, 4, 6 trinitrophenyl) iminoazanium
(DPPH) fueron adquiridos de Sigma- Aldrich. Otros reactivos y productos quimicos fueron de
grado reactivo analitico.

Extraccion de aceite esencial del orégano mexicano (Lippia graveolens)
por arrastre de vapor de agua

La extraccion de aceite esencial del orégano mexicano se realizé6 mediante el método
de hidrodestilacién por arrastre de vapor (Hernandez et al., 2008) utilizando para ello sélo parte
aérea (hojas y flores). Se colocaron 50 g de material vegetal en un matraz balén de 1000 mL con
500 mL de agua destilada, manteniendo un tiempo de extraccién constante de 4 h. Transcurrido
el tiempo de destilacion, se recupero y cuantificé el aceite esencial. El extracto acuoso obtenido
se caracterizé en cuanto a su contenido de pinocembrina.

Los residuos soélidos generados en la extraccion de aceite esencial (bagazo de orégano)
fueron filtrados mediante papel filiro poro mediano, se pesaron y se sometieron a un proceso
de secado con temperatura de 40 °C hasta peso constante en una estufa (GL-70 A - Fab,
Nacional). Con los residuos solidos secos (humedad 8-10 % w/w), se procedié a obtener un
extracto hidroetandlico.

Obtencion del extracto hidroetandlico de los residuos sélidos generados
en la extraccion de aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens)

La obtencién del extracto hidroetandlico, se realizé utilizando el método de maceracion con
agitacion y temperatura controlada, optimizado por Flores-Martinez et al. (2016). El sistema de
operacién cuenta con reflujo para evitar pérdidas por evaporacion. Los residuos solidos (orégano
mexicano sin aceite esencial) se sometieron a molienda y tamizado, con el propésito de obtener
la granulometria deseada (0.423 mm) y asi facilitar el proceso de extraccién. La extraccion se
realizé en un matraz balén de 500 mL, con una relacién soluto-solvente 1:20, utilizando como
solvente etanol al 58 %. El tiempo de extraccién fue de 1 h con temperatura de 68 °C y agitaciéon
controlada de 300 rpm. Una vez terminada esta operacion, el extracto obtenido se filtré y concentré
10 volumenes en un rotavapor vertical a vacio (IKARV 10) (45 °C y 500 mmHg).

Revista Bio Ciencias 10, e1468. 5



Polifenoles de orégano mexicano como antioxidante para aceite de girasol. /
Mexican oregano polyphenols as antioxidant in sunflower oil.

Fraccionamiento por columna cromatografica de silica gel

La separacion por columna cromatografica se realizd6 por duplicado utilizando una
columna de 80 cm, empacada con 178 g de silica gel 60 A (malla 0.075-0.030 mm) previamente
rehidratada con acetonitrilo (Cuevas-Gonzalez et al., 2021). La fase movil fue acetonitrilo:agua a
distintas concentraciones (100:0, 90:10, 70:30, 50:50 %), donde la elucién inicial fue acetonitrilo al
100 %. En la columna cromatografica se sembraron 8 mL de extracto concentrado (2 g de extracto
seco y 6 mL de etanol al 58 %). Las fracciones fueron captadas con un recolector de muestras
automatico conectado a la columna cromatografica, con un flujo de 1 mL/min.

Al terminar el proceso de elucién de la muestra, las fracciones obtenidas fueron secadas
en una estufa (GL-70A - Fab, Nacional) a una temperatura de 40 °C hasta la evaporacion total del
solvente. Una vez evaporado el solvente, las fracciones secas se colocaran en microtubos y se
almacenaron en refrigeracion hasta ser analizadas por cromatografia en Capa Fina (TLC) para la
identificacién de los flavonoides presentes.

Identificacion de los flavonoides en las fracciones por cromatografia en Capa
Fina (TLC)

La identificacion de los flavonoides presentes en las fracciones obtenidas en el proceso de
purificacion se realizé por cromatografia en capa fina usando una placa de aluminio TLC Silica gel
60 F254 de 10 cm x 10 cm, como fase moévil se utilizé tolueno, éter etilico y acido acético (10:9:1,
viviv) (Cuevas-Gonzalez et al., 2021). Los estandares que se aplicaron fueron pinocembrina,
naringenina, hispidulina, galangina y taxifolina a una concentracion de 1000 ppm, para comparar
los valores de retencion (Rf). Los extractos y las fracciones secas fueron resuspendidas en 2 mL de
etanol al 58 %, se sembraron en la placa sobre la linea de origen trazada a 0.7 cm del borde inferior,
colocando 1 aplicacion del extracto concentrado y 5 aplicaciones de las fracciones; posteriormente
la placa se colocé en la camara cromatografica con un volumen de 20 mL de fase movil, permitiendo
la elucién del solvente hasta la marca de frente de solvente (9 cm). La placa se retiré de la camara y
una vez seca se reveld con una lampara de luz UV a una longitud de onda de 302 nm. Se obtuvieron
60 fracciones que se juntaron segun su similitud TLC en 5 fracciones combinadas (1-5).

Cuantificacion de pinocembrina por densitometria

Identificados los flavonoides de las fracciones obtenidas, se evalud la concentracion
de pinocembrina en las fracciones en donde se detectdé su presencia. La cuantificaciéon de
pinocembrina se realizé con el software ImageJ (Image Processing & Analysis in Java), midiendo
la densidad generada por las muestras sembradas en las placas TLC Silica gel (Cuevas-Gonzalez
et al., 2021). La curva de calibracién se realiz6é con una placa TLC Silica gel 60 F254, 10 cm x
20 cm, utilizando como patrén de referencia pinocembrina en 15 Concentraciones de 500, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, 7000 y 7500 mg/L. En la
misma placa se sembraron las muestras a analizar. Posteriormente se colocé la placa en la
camara cromatografica la cual contenia un volumen de 20 mL de fase movil (tolueno, éter etilico
y acido acético 10:9:1, v/v/v). Una vez corrida la placa, esta se retir6 de la cdmara y se seco con
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ayuda de la campana de extraccion. El revelado de la placa se realizdé con una lampara de luz
UV a una longitud de onda de 302 nm, finalmente las placas se digitalizaron para ser procesadas
mediante el uso de software.

Cinética de inhibicién en aceites vegetales

La operacién inicia mediante la extraccion de la muestra de aceite crudo, para lo cual se
molié la semilla de girasol en un molino de cuchillas hasta un diametro de particula promedio de
2.5 mm. La extraccién del aceite se desarrollé con un equipo soxhlet utilizando 4 volumenes de
recambio de solvente (éter de petréleo) hasta agotamiento de la muestra. El éter de petréleo se
evaporo con ayuda del equipo rotavapor (40 °C, 470 mmHg) para la obtencién de aceite vegetal
puro. Las muestras de aceite se colocaron en charolas de aluminio en una estufa de secado, la
cual se mantuvo a una temperatura constante de 45 °C. Adicionalmente, se adapté una bomba
de circulacion de aire con una capacidad de 500 mL/min a fin de mantener una concentracién de
oxigeno constante al interior de la camara de secado.

Los tratamientos correspondieron a muestras de aceite adicionadas con extracto simple y
extracto enriquecido con pinocembrina, dosificadas al 0.1 % con base en su contenido de fenoles
totales, incluyendo un testigo positivo (BHT, 100 ppm) y un testigo negativo o prueba control sin
utilizacion de extracto.Para realizar la cinética de inhibicion de rancidez oxidativa, se realizaron 7
muestreos periodicos de cada tratamiento, para completar el estudio en 21 dias. A cada muestra
se le realizo la prueba de determinacion de indice de peréxidos por cuadruplicado.

A fin de determinar el efecto de la dosis de la fraccién enriquecida en pinocembrina del
extracto, se sometieron muestras de aceite de girasol a dosis del 50, 100 y 150 % (con respecto
a la dosis inicial ensayada) a las mismas condiciones de almacenamiento acelerado (45 °C)
realizando los ensayos de indice de peréxido a los 0, 5, 9, 14 y 18 dias de almacenamiento con
6 repeticiones. Para determinar el tratamiento con mejor actividad antioxidante, se procedio a
determinar la velocidad promedio de formacién de Perdxidos para cada uno de ellos, dada por
la pendiente de la ecuacion lineal correspondiente. La relacion entre la velocidad de oxidacion
(meq Peroxidos formados/kg dia) del control con respecto a la velocidad de oxidacion de
cada tratamiento nos dara el indice de capacidad antioxidante (ACI), siendo el valor mayor el
correspondiente al mejor tratamiento (Pefaloza et al., 2017).

Determinacion de Fenoles Totales

La cuantificacion de los fenoles totales se realizé mediante el método de Folin Ciocalteu
(Cortés-Chitala et al., 2021). Los extractos se diluyeron al 10 % y la reaccion se llevo a cabo
mezclando 0.5 mL de reactivo Folin 0.67 Ny 0.5 mL de Na,CO, 1.9 M. Después de 1 h de reposo,
las muestras se leyeron a 760 nm en un espectrofotémetro UV/Visible utilizando acido galico (GA)
como patron de referencia.
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Capacidad Antioxidante por DPPH

Lacapacidad antioxidante de los extractos se determiné mediante espectrofotometria visible
en presencia del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH) a 518 nm en un espectrofotémetro
UV/Visible. Se tomaron 2 mL de metanol al 80 % (blanco) y 2 mL de extractos diluidos al 0.1 %.
A cada uno se le anadieron 2 mL de DPPH 2.5 mM recién preparado. La lectura del blanco y las
muestras se realizaron después de 30 min. El porcentaje de inhibicién se calculé de acuerdo con
la ecuacion descrita por Cortés-Chitala et al. (2021).

Determinacién de indice de peréxidos con método volumétrico

El indice de peréxidos se evalué mediante el método reportado por Ruiz (2015) basado
en la oxidacion del yoduro de potasio. Se disuelve una pequefa cantidad de la muestra en una
solucion de acido acético/diclorometano (3:2), se hace reaccionar con yoduro de potasio por 60
seg, el yodo liberado forma una coloracion azul oscuro con almidon por lo que puede ser titulado
con una solucion de tiosulfato de sodio. El resultado es expresado en miliequivalentes de oxigeno
activo por kg de aceite.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se expresaron como
media * desviacion estandar. Los datos obtenidos se sometieron a analisis de varianza (ANOVA)
y las comparaciones de medias entre tratamientos se realizaron mediante la prueba de LSD, las
diferencias se consideraron significativas a p < 0.05 (STATGRAPHICS Centurion XVI versién
16.1.18.).

Resultados y Discusion
Caracterizacion de extractos de orégano mexicano

Los extractos de orégano mexicano (L. graveolens) obtenidos fueron analizados y
comparados mediante el contenido de fenoles, actividad antioxidante (DPPH) y contenido de
pinocembrina (Tabla 1). El andlisis de Folin-Ciocalteu mostré que el contenido de compuestos
polifendlicos para el extracto del orégano sin aceite esencial se obtuvo un valor de 3.09 mg
GA/mL, valor mayor al reportado por Cid et al. (2019) quien realizé un extracto etandlico de
los residuos sélidos del orégano (Poliomintha longiflora) con un contenido de fenoles totales de
1.32 mg GA/mL.

La capacidad antioxidante (DPPH) del extracto de orégano sin aceite esencial mostré un
valor de 6.97 mg EqTx/mL. Cabe mencionar que no existen reportes de contenido de fenoles ni
actividad antioxidante de la caracterizacion de bagazo residual de orégano mexicano mas que los
obtenidos por nuestro grupo de investigacion (Cuevas-Gonzalez et al., 2021).
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Aunque el orégano sin aceite esencial es considerado como residuo, el extracto de este
subproducto presenté un valor similar al reportado en un estudio anterior (Flores- Martinez et al.,
2016) para el extracto obtenido a partir del orégano mexicano sin tratamiento. Esta variaciéon se
atribuye evidentemente a la diferencia en la composicion quimica del orégano tras el proceso de
extraccion de su aceite esencial, ya que es bien sabido que el aceite esencial de orégano es rico
en compuestos antioxidantes insolubles en medios polares (Loeza et al., 2020). Sin embargo,
respecto al contenido de pinocembrina, compuesto de interés para la presente investigacion, el
extracto de orégano sin aceite esencial fue el que presentd una concentracién mayor de este
compuesto con un valor de 0.766 mg/mL Ex, mientras que el extracto de orégano sin tratar
presenté un valor de 0.659 mg/mL Ex, concentracion ligeramente mayor a la obtenida por Flores-
Martinez et al. (2016), donde se reporta un valor de 0.574 mg/mL Ex determinado mediante
cromatografia de liquidos LC-ESI-QTOF-MS/MS. La diferencia obtenida puede deberse a las
caracteristicas propias en el manejo de la materia prima. Cabe mencionar que al igual que el
residuo solido, se estudidé la presencia de pinocembrina en el residuo acuoso obtenido tras
el proceso de extraccidon del aceite esencial, este se descarté ya que no tenia presencia de
pinocembrina, compuesto de interés.

Tabla 1. Determinacidn de fenoles totales, DPPH y pinocembrina de extractos de
orégano mexicano.

Muestra Fenoles totales DPPH Pinocembrina
Extracto de orégano sin aceite esencial 2.99+0.0152 5.48 £ 0.033 0.71+£0.026 ®
Fraccibn enriquecida en pinocembrina 3.09+0.005° 4.36 +0.033° 1.38+£0.029 2

*GA, acido galico; EqTx, equivalente trolox. Las diferentes letras en superindice indicaron diferencias
significativas entre muestras segun la prueba de LSD (p < 0.05).

Identificacion de los flavonoides presentes en el extracto de orégano sin
aceite esencial

Afin de identificar los principales flavonoides presentes en el extracto de orégano sin aceite
esencial, se realizé el fraccionamiento del mismo a través de la columna de silica gel colectandose
60 fracciones. Dichas fracciones fueron inyectadas para su corrimiento cromatografico en TLC
en conjuncion con los estandares disponibles, bajo las condiciones mencionadas en el apartado
de metodologia. De la fraccién 27 a la 41 se detectaron los compuestos flavonoides presentes,
identificAandose mediante comparacion de su Rf con los de los estandares puros, los siguientes
componentes: Pinocembrina (Rf= 0.77), Galangina (Rf= 0.71), Naringenina (Rf= 0.64), Hispidulina
(Rf=0.50), Eriodctiol (Rf= 0.47), no encontrandose el compuesto Taxifolina (Tabla 2).
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Las fracciones en las que se encontraba presente en mayor cantidad la pinocembrina
correspondieron a las muestras 32 a la 36, por lo que estas fracciones fueron mezcladas entre
si para conformar la fraccion enriquecida en pinocembrina a ensayar en las pruebas como
agente antioxidante. Estos resultados fueron equivalentes a los reportados por Cuevas-Gonzalez
et al. (2021).

Tabla 2. Valores de Rf obtenidos en el analisis de TLC de las
fracciones 1,2, 3,4y 5.

Muestra RF

Extracto 0.47 0.5 0.64 0.71 0.77
Pinocembrina - - - - 0.77
Galangina - - - 0.71 -
Naringenina - - 0.64 - -
Hispidulina - 0.5 - - -
Eriodictiol 0.47 - - - -
Fraccion 1 - - 0.64 0.71 0.77
Fraccioén 2 - 0.5 0.64 0.71 0.77
Fraccién 3 - 0.5 0.64 0.71  0.77
Fraccién 4 - 0.5 0.64 0.71  0.77
Fraccion 5 - 0.5 0.64 0.71 0.77

Cuantificaciéon de pinocembrina de las fracciones del extracto de orégano sin
aceite esencial

La cuantificacién de pinocembrina se efectudé considerando la curva de calibracién
construida para tal efecto, representada por la ecuacion de la recta (y = 1.9315x + 985.93) con
R2=0.9922, donde y = densidad 6ptica y x = concentracién de pinocembrina (mg/mL). En la tabla
3 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacidon de pinocembrina en las fracciones
seleccionadas (denominadas del 1 a 5 segun su similitud en TLC), ademas de sus rendimientos
de recuperacion de correspondientes, obteniendo un rendimiento total de recuperacion
del 56.6 %.
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Tabla 3. Fracciones del extracto de orégano mexicano sin aceite
esencial obtenidas con cromatografia en columna de silica gel.

Muestras Pinocembrina (mg/mL) Rendimiento (%)
1 8.56 + 0.000 € 6.14 £ 0.010 €
2 25.73+0.000 P 18.51+0.098 b
3 35.15 +0.000 @ 25.24 £0.030 @
4 7.37 £0.029 d 5.29 +0.070 d

5 1.99 £0.012 € 142 +£0.018 €
Total 56.6 %

Las diferentes letras en superindice indicaron diferencias significativas entre muestras segun la prueba de
LSD (p < 0.05).

La separacion mediante columna cromatografica de silica hidrofilica aqui ensayada permitié
fraccionar el extracto obteniendo concentraciones de pinocembrina cercanas a las obtenidas por
Granados et al. (2018) quienes obtuvieron concentraciones totales de pinocembrina de 19, 33
y 55 mg/g Ex en propdéleos mexicanos, principal fuente de pinocembrina (Salatino et al., 2011;
Przybytek & Karpinski, 2019).

Cabe mencionar que, considerando los resultados obtenidos por Osti et al. (2010), quienes
obtuvieron concentraciones de 0.066 mg/mg Ex de pinocembrina en Sphaeralcea angustifolia,
nuestros resultados obtenidos con el método de separacion aqui desarrollado para orégano
mexicano fueron superiores. Estas diferencias pueden deberse a la eficiencia y condiciones de
operacion de los métodos empleados y la naturaleza de la materia de extraccién.

Cinética de oxidacion de Aceite de Girasol
Con el objeto de facilitar la visualizacion de los resultados obtenidos en la cinética de

oxidacion del aceite de girasol con los diferentes tratamientos, solo se muestra en la Figura 2, el
promedio aritmético correspondiente a las 4 repeticiones para cada tratamiento.
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Figura 2. Cinética de Oxidacion de aceite de girasol con los diferentes tratamientos.
GSE (Aceite de girasol puro), GBHT (Adicionado con BHT), GESA (Con extracto
sin aceite esencial) y GEP (con extracto enriquecido en pinocembrina).

De manera general, puede observarse que el aceite de girasol sin extracto de orégano
(GSE), a partir del dia 6 ya presenta indices de alteracién oxidativa considerables 32.6 *
0.98 meqg/Kg, llegando a obtener indices de Perdxido (Pl) de 114.6 + 4.01 meq/Kg al término
del ensayo (21 dias), lo cual refleja un claro deterioro de dicho aceite a este tiempo y bajo las
condiciones de almacenamiento probadas, lo cual confirma la alta labilidad del aceite de girasol
ante procesos oxidativos por su alta concentracion de acidos grasos insaturados (69 %) y su alta
relacion de grasas insaturadas/saturadas mucho mayor a uno (6.27).

Asimismo, los resultados indican que a partir del dia 9, los tratamientos generan un efecto
protector significativo (p < 0.05) considerando el proceso de oxidacion lipidica del aceite de girasol
sin tratamiento (47.1 £ 1.65 meqg/Kg), siendo el BHT el mejor agente protector (Pl=21.9 + 0.66
meqg/Kg). Al termino del ensayo (dia 21), se encontré una diferencia significativa entre todos los
tratamientos (p < 0.05) siendo el extracto enriquecido en pinocembrina (GEP) el mejor agente
protector (Pl= 35.9 + 1.07 meq/Kg) al reducir la formacién de perdxidos en valores cercanos al
69 % con respecto al grado de oxidacién encontrado al final del tratamiento GSE, hecho que
indica que los polifenoles antioxidantes provenientes de Lippia graveolens son capaces
de interaccionar en el proceso oxidativo con las especies reactivas al oxigeno en formacion,
extendiendo potencialmente con ello la vida util del aceite de girasol.

Estos resultados muestran, el importante efecto protector del extracto de orégano y el
acentuado efecto del extracto enriquecido en pinocembrina, presentando incluso un mejor efecto
antioxidante que el mostrado por el BHT en concentraciones estandar de aplicacion comercial
para tal efecto (100 ppm).
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En la Tabla 4 se muestran las ecuaciones del modelado lineal correspondiente a la
produccién de hidroperéxidos en funcién del tiempo, asi como los valores de indice de capacidad
antioxidante que corresponden a cada tratamiento. Con estos resultados se obtuvo el indice de
capacidad antioxidante (ACl), siendo el valor mayor el correspondiente al mejor tratamiento.

Tabla 4. Ecuaciones modelo de formaciéon de peroxidos en aceite
de girasol e indices de capacidad antioxidante para los diferentes
tratamientos.

Tratamiento Ecuacion ~ ACI

GSE (Control) Pl =5.3649t+ 2.2706 0.9805 1.000
GBHT Pl=1.7448 t + 0.1293 0.9463 3.075
GESA Pl =1.84591t + 7.4923 0.9168.. 2.906
GEP Pl =1.3967 t + 4.4842 0.9339.. 3.841

R?" coeficiente de correlacidn lineal. ,,Los asteriscos indican que los valores presentan una diferencia
significativa comparados con el control (p < 0.05).

Como puede observarse, las curvas de oxidacién pueden representarse mediante modelos
lineales debido a que los grados de oxidacion obtenidos corresponden a las primeras fases del
proceso de enranciamiento oxidativo del aceite.

Los resultados anteriores indican que el tratamiento correspondiente al extracto
enriquecido en pinocembrina presentd un grado mayor de proteccion para el aceite de girasol,
con velocidades de oxidacion 3.8 veces menores a las obtenidas para el aceite sin tratamiento.
Los tratamientos con extracto sin aceite esencial y BHT presentan velocidades de oxidacién
hasta 3 veces menores con respecto a la velocidad oxidativa del aceite de girasol original
sin tratamiento. Cabe mencionar que los valores de mejora en la estabilidad oxidativa aqui
logrados son mayores a los reportados por Pefialoza et al. (2017) quienes utilizaron extractos de
Rosmarinus officinalis como agente antioxidante en el proceso de oxidacion de aceite de palma
durante el proceso de freido.

Para determinar la concentracion o6ptima del extracto enriquecido en pinocembrina,
considerando los resultados por sextuplicado de formacién de peroxidos alos 0, 5, 9, 14y 18 dias
para cada concentracion ensayada, se determiné el tiempo requerido (en dias) para alcanzar un
valor de indice de perdxidos de 30 meqg/Kg en el aceite para cada concentracion de antioxidante
empleado conforme a la ecuacion lineal correspondiente (Pl vs t). Ademas, se calculé la relacién
P entre los tiempos requeridos para cada concentracién ensayada (tm) con respecto al requerido
para el tratamiento control (ic), correspondiendo el valor mas alto de P obtenido, a la mejor
concentracion de extracto para ser utilizada. Siendo un valor de P >1 un indicativo de un efecto
protector antioxidante para el ensayo (Pefialoza et al., 2017).
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Enla Tabla 5 se muestran las ecuaciones de modelado para la produccion de hidroperédxidos
en funcion del tiempo, asi como los valores de P que corresponden a cada concentracién ensayada.

Tabla 5. Ecuaciones modelo de formacidn de peréxidos en aceite de
girasol e indices P para diferente concentracién.

Concentracion % Ecuacion - g;err;%?ég(garﬁé g/kg P(tm/tc)
Cero (Control) P1=5.2329t + 1.3665 0.9958 5.47 1.000
0.05 Pl =2.1076t + 3.5467 0.9651 12.55 2.294
0.10 P1=2.0323t + 1.8060 0.9682 13.87 2.535
0.15 Pl =1.27821t+4.4842 0.9789 21.69 3.965

R? coeficiente de correlacion lineal. Los valores no presentan una diferencia significativa comparados con el
control (p < 0.05).

Los resultados mostrados indican que todas las concentraciones ensayadas presentan
un buen grado de proteccién al aceite de girasol (p > 2). Asimismo, la velocidad de formacion de
peréxidos (dada por la pendiente de la ecuacion lineal mostrada) va disminuyendo conforme se
incrementa la concentracion del extracto ensayado, lo que involucra un mayor efecto protector
antioxidante. Asimismo, se observa comportamiento inverso con respecto al tiempo requerido para
alcanzar la concentracion de peréxidos estipulada (30 meqg/Kg), es decir, a mayor concentracién
de extracto, menores tiempos requeridos.

Los resultados anteriores también indican que la concentracion con un significativamente
mayor grado de proteccion para el aceite de girasol es la correspondiente a la concentracion
mas alta ensayada (0.15 %) del extracto enriquecido en pinocembrina con indices de proteccion
cercanos a 4 unidades, es decir, incrementando la vida de anaquel del aceite aproximadamente
4 veces con respecto al aceite sin tratamiento. Los tratamientos con concentraciones media
y baja ensayadas presentan tiempos de formacion de peroxidos e indices P similares, lo
que genera un incremento en vida de anaquel cercano al 100 %. Considerando lo anterior,
la mejor concentracion a utilizar para proteccién del aceite de girasol bajo las condiciones
de almacenamiento aceleradas corresponde al extracto con 0.15 % w/w, el cual mostré una
respuesta antioxidante dosis-dependiente incrementando la estabilidad del aceite de girasol
hasta en un 400 % mediante su aplicacién.

Conclusiones

El bagazo residual de orégano mexicano obtenido tras haber sido extraido su aceite
esencial, constituye una buena fuente de compuestos antioxidantes de potencial interés en
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la industria de grasas y aceites alimenticios por su alto contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante asociada. Los extractos hidroalcohdlicos provenientes de este bagazo,
asi como el extracto enriquecido en pinocembrina generado, presentan un buen efecto protector
contra el proceso de oxidacion lipidica del aceite de girasol bajo condiciones de almacenamiento
aceleradas, siendo el extracto enriquecido en pinocembrina el que mostré los mayores efectos
antioxidantes, incluso sobre el antioxidante sintético ensayado (BHT). El presente estudio demostré
la eficacia de los extractos sin aceite esencial y enriquecidos en pinocembrina provenientes del
orégano mexicano en la estabilizacion oxidativa del aceite vegetal de girasol, posicionandose
como una buena alternativa para estabilizar matrices lipidicas, con efectos protectores incluso
mayores a algunos antioxidantes sintéticos por lo que estos extractos constituyen un producto
antioxidante natural con un importante impacto potencial en el sector alimenticio a nivel comercial.
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