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RESUMEN

Los antioxidantes son capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas,
oxidandose ellos mismos. Como aditivo alimentario tienen la funcion de mantener la
calidad de los alimentos, y en la salud, como suplemento evita la formacion de especies
reactivas de oxigeno y de radicales libres en el organismo. En la actualidad el uso de
antioxidantes sintéticos ya no es preferido por los consumidores debidos a las restricciones
de carcinogenicidad que estos presentan, creandose la necesidad de reemplazarlos por
sustancias de origen natural. Una alternativa puede ser el uso de aceites esenciales con
actividad antioxidante. El aceite esencial de orégano (Poliomintha longiflora Gray)
contiene sustancias como carvacrol y timol que son reconocidos como importantes
antioxidantes, sin embargo su alta volatilidad, olor y sabor dificultan su aplicacion directa
por lo que una opcion es la encapsulacion a traves de emulsiones, lo que ademas las
protegeria de su degradacion. En consideracion de lo antes mencionado en el presente
estudio, se evaluo aceite esencial de orégano (AEO) obtenido de tres diferentes estadios
del afio (inverno, verano y otofio) de dos diferentes composiciones de la planta, 100%
hoja (hoja) y otra de composicion hoja:caliz relacion 82:18 % (mixto) a los cuales se les
determino el contenido de polifenoles totales asi como su actividad antioxidante (AA) por
ensayos ORAC, ABTS, y DPPH, se cuantifico carvacrol y timol por la técnica de
cromatografia de gases. Se evalu6 el AEO como antioxidante a diferentes concentraciones
para proteger aceite de linaza emulsionado. También se desarrollaron emulsiones estables
de AEO con gomas arabiga y quitosano para obtener microcapsulas por spray dry a las
cuales se les midi6 AA y contenido de timol y carvacrol antes y después del spray dry.
Los resultados muestran que en otofio se tiene mayor rendimiento de AEO, asi como la
mayor AA con los ensayos ORAC y ABTS, en el ensayo de DPPH la mayor AA se
obtuvo en las hojas. Los mayores contenidos de timol y carvacrol fueron en otofio y en
hojas. Concentraciones mayores a 1200 ppm de AEO en aceite de linaza emulsionado
presentaron mas bien un efecto prooxidante y concentraciones menores un efecto
antioxidante. En las microcapsulas obtenidas se obtuvieron valores de retencion de AEO
del 50% adicionalmente no se presentaron diferencias en la AA asi como en las relaciones

de timol y carvacrol antes y después de encapsular.



ABSTRACT

Antioxidants are capable of slowing or preventing the oxidation of other molecules by
oxidizing themselves. As a food additive they have the function of maintaining food
quality, and in health, as a supplement they prevent the formation of reactive oxygen
species and free radicals in the body. At present, the use of synthetic antioxidants is no
longer preferred by consumers due to the restrictions of carcinogenicity that they present,
creating the need to replace them with substances of natural origin. An alternative is the
use of essential oils with antioxidant activity. The essential oil of oregano (Poliomintha
longiflora Gray) contains substances such as carvacrol and thymol, which are recognized
as important antioxidants; however, their high volatility, odor and flavor make their direct
application difficult, therefore one option is encapsulation through emulsions, which
would also protect them from degradation. In consideration of the above mentioned in the
present study, essential oil of oregano (AEO) obtained from three different stages of the
year (winter, summer and autumn) and of two different compositions of the plant, 100%
leaf (leaf) and another of composition leaf:calyx ratio 82:18 % (mix) to which were
determined the content of total polyphenols and the antioxidant activity (AA) by ORAC,
ABTS, and DPPH assays, carvacrol and thymol were quantified by the gas
chromatography technique. AEO was evaluated as an antioxidant at different
concentrations to protect emulsified linseed oil against oxidation. Stable emulsions of
AEO with gum arabic and chitosan were also developed to obtain microcapsules by spray
dry, in which antioxidant activity and thymol and carvacrol content were measured before
and after the spray dry process. The results show that the highest AEO yield was obtained
in autumn, and also the highest AA with the ORAC and ABTS assays; in the DPPH assay,
the highest AA was obtained in leaves. The highest thymol and carvacrol contents were
in autumn and in leaves. Concentrations higher than 1200 ppm of AEO in emulsified
linseed oil showed a prooxidant effect and lower concentrations an antioxidant effect. In
the microcapsules obtained, AEO retention values of 50% were obtained, and there were
no differences in the AA or in the thymol and carvacrol ratios before and after the

encapsulation process.



1.0 INTRODUCCION

Los antioxidantes como aditivo tienen la funcion en los alimentos de mantener la calidad
de los alimentos y alargar su vida util. En la salud, como suplemento evita la formacion
de especies reactivas de oxigeno y de radicales libres en el organismo. Alimentos ricos en
antioxidantes correlacionan bien con una reduccién del riesgo de padecer enfermedades

coronarias (Pokorny, 2005).

En la actualidad el uso de antioxidantes sintéticos es evitado por los consumidores
creandose la necesidad del uso de antioxidantes naturales, una alternativa como fuente de
antioxidantes naturales es el uso de aceites esenciales con actividad antioxidante (Miron,
et al., 2010). Los aceites de diferentes especies de orégano han demostrado ademas de
actividad antioxidante otros tipos de actividad bioldgica tales como: antibacterial,
antifingica, insecticida y nematicida (Arcila, et al., 2004). Para el aceite esencial orégano
mexicano (Poliomintha longiflora Gray) se reporta mayor contenido de polifenoles totales
y la mayor capacidad antioxidante en comparacion con 39 hierbas medicinales y culinarias
estudiadas en el 2001 (Zheng y Wang, 2001).

En el estado de Nuevo Leon se reporta de forma endémica la presencia de orégano liso
(Poliomintha longiflora Gray) en el cual se reporta cantidades importantes de Timol y
Carvacrol a las cuales se les atribuye las actividades biologicas favorables como son

antioxidantes y antimicrobianas (Aranda et al., 2009).

Sin embargo, el aceite esencial de orégano por su alta volatilidad, olor y sabor dificultan
su aplicacion directa, por lo que una opcion es la microencapsulacion a través de

emulsiones, lo que ademas las protegeria de su degradacion (Parra, 2010).

Por lo antes mencionado el presente estudiotiene como objetivo la estabilizacion del
AEO utilizando el proceso de microencapsulacién con esto se lograra ampliar su rango de

aplicacién y por consiguiente representara asi una opcion para ser utilizado en la industria.



2.0 ANTECEDENTES

2.1 Estrés oxidativo

Se define como estrés oxidativo al desequilibrio entre la produccion de radicales libres
(RL) y la capacidad de un sistema bioldgico para defenderse (Viada, et al. 2017), creando

una ruptura en el equilibrio prooxidante-antioxidante a favor del primero.

En condiciones 6ptimas de salud, los mecanismos de defensa antioxidante enddgenos
equilibran y neutralizan a los RL. En el metabolismo celular toman lugar reacciones de
oxidacion-reduccion en las que hay transferencia de electrones y pueden generar especies
reactivas de oxigeno (ERO), entre los que se encuentran los RL y moléculas derivadas del

oxigeno.

En los RL la pedida de electrones como parte del metabolismo celular, aumenta su
reactividad quimica y generan una tendencia a reaccionar con las moléculas vecinas para
captar electrones (comportamiento oxidante), a través de reacciones de 6xido-reduccion
para estabilizarse y producir especies menos reactivas 1o que genera perturbaciones en

otras moléculas provocando reacciones en cadena (Phaniendra et al., 2015).

La mayoria de los RL provienen de oxigeno o nitrogeno Ilamandolas como Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO) y Especies Reactivas de Nitrogeno. Se conocen ademas

Especies Reactivas de Cloro, Bromo y Azufre (Carvajal, 2019).

Se sabe que los RL tienen efectos bioldgicos como promotores de un gran nimero de
enfermedades como trastornos cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas,
enfermedades inflamatorias y cancer, entre otras, por otro lado los RL en los alimentos

son responsables del deterioro de la parte lipidica (Wojtunik-Kulesza et al., 2016).

A la oxidacion de acidos grasos y triglicéridos presentes en los alimentos se le conoce

como rancidez oxidativa o peroxidacion lipidica; es una de las mas importantes reacciones



que deterioran y afectan de forma importante la calidad y valor nutricional de varios
alimentos afectando proteinas, lipidos, y azlcares. La peroxidacion puede ser prevenida o
retrasada por los antioxidantes, los cuales son sustancias organicas de origen sintético o

natural que acttan como atrapadores de los RL (Abuashwashu, 2018).

2.2 Antioxidantes
2.2.1 Definicion

Un antioxidante es un componente que retarda o previene la oxidacion. Durante la
oxidacion ocurre transferencia de electrones de una molécula a un agente oxidante
(Botsoglou, 2009). Al donar uno de sus electrones los antioxidantes neutralizan a los RL

oxidandose ellos mismos (Figura 1).
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Figura 1. Interaccion de antioxidantes con RL (Velasquez, et al., 2004)

En los alimentos se utilizan antioxidantes naturales y sustancias sintéticas estas ultimas
mayormente utilizadas debido a que son mas asequibles de una pureza controlada y de
capacidad antioxidante uniforme entre ellos los de mayor uso se encuentra el
hidroxibutilanisol (BHA), el butirato de hidrotolueno (BHT) y la terbutilhidroguinona
(TBHQ) sin embargo, hay incertidumbre respecto a sus efectos toxicos y posible accion
carcinogénica en la salud humana como animal, por lo que actualmente se buscan
reemplazarlos por sustancias de origen natural con actividad bioldgica antioxidante
(Pokorny, et al, 2001; Berdahl, et al, 2010).

2.2.2 Clasificacion

En funcién de sus mecanismos de accion los antioxidantes se categorizan como
antioxidantes primarios, secundarios o terciarios y por su origen en naturales o sintético
(Pokorny, et al, 2001).


http://es.wikipedia.org/wiki/Reducci%C3%B3n-oxidaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Oxidante

2.2.2.1 Modo de accion

Los antioxidantes primarios previenen la formacion de RL, transforméndolos en
sustancias menos dafiina por mecanismos de descomposicion enzimatica, quelando los
iones metélicos potencialmente oxidantes por medio de proteinas, y removiendo por

accion enzimatica la produccion de nuevos EROs (Guzman, 2009).

Los antioxidantes secundarios reaccionan con los RL, evitando reacciones en cadena,
existen antioxidantes exdgenos provenientes de la dieta como las vitaminas A, C y E;
flavonoides, carotenos, etc. que al ser consumidos durante la reaccion con los RL, estos
deben ser reemplazados. En la Tabla 2 se muestran ejemplos de antioxidantes secundarios
clasificados segin su origen. Los antioxidantes terciarios son capaces de reparan las
moléculas afectadas por los RL. Por ejemplo, enzimas reparadoras de ADN
(endonucleasas, exonucleasas) y la metionina sulfoxido reductasa (Velasquez et al., 2004:
Guzman, 2009).

2.2.2.2 Origen

Los antioxidantes de acuerdo con su origen se clasifican en dos grandes grupos:
antioxidantes sintéticos y antioxidantes naturales. Los antioxidantes sinteticos permitidos
actualmente son el Butil Hidroxi Anisol (BHA), Butil hidroxi tolueno (BHT), galato de
propilo (PG), Terbutil Hidroquinona (TBHQ), galato de octilo (OG) y galato de dodecilo
(DG) (Makahleh et al., 2015). Los antioxidantes naturales mas cominmente utilizados en
los alimentos son vitamina C y sus derivados, tocoferoles, asi como acidos fenolicos y

flavonoides (Seppanen, et al, 2010; Porras, et al, 2009).

2.2.3 Efecto de los antioxidantes en la salud

2.2.3.1 Efectos benéficos de los antioxidantes

Estudios relacionados con los antioxidantes provenientes de la dieta en humanos han

mostrado que la ingesta de fresas, espinacas y vino tinto ricos en antioxidantes fenolicos

4



pueden elevar la capacidad antioxidante del plasma (Reyes, 2008). Los polifenoles del
frijol por ejemplo en forma de extracto presentaron efecto protector sobre los indices de
lipidos séricos en ratas wistar ademas de una reduccion importante de colesterol total y
LDL (Reyes, 2008). En otro estudio con pacientes diabéticos tipo 2, la ingesta de orégano
aumento el metabolismo celular de glucosa y redujo los niveles de colesterol total (Kelble,
2005). Los compuestos fendlicos presentan propiedades como anti-alergénico, anti-
aterogénico,  antiinflamatorio,  antimicrobiano,  antioxidante,  antitrombdtico,

cardioprotector y efectos vasodilatadores (Manach, et al, 2005).

En los alimentos, los antioxidantes presentes como parte de la composicion de los
alimentos o la adicion de estos intencionalmente retardan o previenen el desarrollo de
ranciedad en el alimento y deterioro del sabor generado proveniente de la oxidacion,
previniendo la aparicion de sabores inadecuados (Pokorny, 2001).

2.2.3.2 Efectos no benéficos de los antioxidantes

Los antioxidantes pueden ser perjudiciales a la salud cuando ejercen un efecto oxidante
este efecto depende de la concentracion en que son usados (Boudet, 2007). Los
antioxidantes al ser agentes reductores pueden desempefiarse como prooxidantes, por
ejemplo, la vitamina C tiene efecto antioxidante cuando reacciona con el perdxido de
hidrégeno, sin embargo, cuando interactta con iones de metales se inicia una generacién

de radicales libres.

2.2.4 Ensayos para evaluar antioxidantes

Existe un gran nimero de ensayos para evaluar la capacidad antioxidante total de
alimentos, hierbas y extractos vegetales. Sin embargo, un ensayo universal de la actividad
antioxidante in vitro no ha sido establecido, esto en parte a que la actividad antioxidante
va en funcién de la naturaleza del radical y del procedimiento para generar los radicales

por lo que pocos métodos se utilizan cominmente por las limitaciones que estos presentan



relacionadas con los requisitos metodoldgicos y la eleccion de donde se originan los RL
(Prior, et al., 2005; Schauss, et al., 2006).

Algunos de los ensayos utilizados para la establecer la actividad antioxidante utilizan la
preparacion de un radical organico o especies reactivas del oxigeno y otros se basan en la

oxidacion-reduccion de iones metélicos (Amorati, et al., 2013).

Los métodos que utilizan radicales como el DPPH y ABTS+ son considerados
espectrofotométricos utilizados en la evaluacion de alimentos, bebidas y extractos
vegetales (Bendini, et al., 2006), son ensayos sencillos y rapidos, sensibles y
reproducibles. Los antioxidantes pueden neutralizar los RL por transferencia de atomos

de hidrdégeno y transferencia de electrones (Prior, et al., 2005; Moon y Shibamoto, 2009).

Otro de los métodos mas empleados para medir la capacidad antioxidante en alimentos es
el ORAC (Capacidad de Absorcion de Radicales Libres) debido a su reconocimiento en
el aflo 2007 y 2010, la USDA (Departamento de Agricultura de los Estados Unidos) habia
publicado una base de datos de la actividad antioxidante de 277 alimentos seleccionados
utilizando la metodologia ORAC, incluso la USDA recomendd una ingesta como unidades
ORAC de aproximadamente 3,000 a 5,000 unidades diarias sin embargo dichas
recomendaciones fueron retiradas durante el 2012 asi como sus listados de ORAC debido
a la creciente evidencia de que los valores ORAC no tienen relevancia real para la

capacidad antioxidante “in vivo“ en humanos (Navarro, et al., 2017).

Los métodos utilizados en este trabajo son ampliamente empleados por diferentes
investigaciones para determinar el potencial antioxidante de plantas y sus extractos, pero
debido a su compleja y diversa composicion quimica, debe evaluarse por dos 0 mas
métodos que den pertinencia de la actividad antioxidante presente (Maestri, et al, 2006).
Las pruebas seleccionadas para el estudio de la actividad antioxidante se describen a

continuacion:



2.2.4.1 Ensayo DPPH

Este ensayo es sencillo y sensible; el radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) es un
radical de nitrégeno organico disponible comercialmente, el efecto antioxidante va en
funcion de la desaparicion o decoloracion del radical DPPH que ejercen las muestras
durante la prueba, la coloracion del DPPH cambia de purpura a amarillo debido a la
absorcion de un d&tomo de hidrégeno desde el antioxidante esto ocurre en un rango visible,
la A a la que se hacen las lecturas es de 515 nm (Moon y Shibamoto, 2009). La
estequiométrica de la reaccion es 1:1 con respecto al nimero de &tomos de hidrégeno
absorbidos y la actividad antioxidante de la muestra como se muestra en la Figura 2, los
resultados se reportan como concentracion inhibitoria media (ICso), refiriéndose a la
cantidad de antioxidante necesario para disminuir la concentracion inicial del radical
DPPH hasta un 50% y como porcentaje (%) de inhibicion del radical DPPH a
concentraciones conocidas del antioxidante de prueba asi como también como capacidad

antioxidante equivalente de Trolox por cada 100 g de muestra (TEAC/100 g) (Huang, et

al., 2005).
NO, NO,
. + untiuud:ullL
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(color violeta) (color amarillo)
Jmax= 517 nm

Figura 2. Principio quimico del método DPPH (Huang et al., 2005).

2.2.4.2 Ensayo ABTS+e

El ensayo ABTS+e (acido 2,2’-azino-bis-(3- etiltiazolinabencenosulfonico- 6) descrito
por Re R. et al. (1999), se basa en la capacidad que tienen las sustancias para atrapar
radicales. El ensayo se usa en alimentos, compuestos puros o extractos de plantas de

comportamiento hidréfilo o lipofilico (Kuskoski, et al., 2005; Re et al. 1999). En esta



técnica debe ser generado el cation radical nitrogenado por la oxidacion del ABTS con

persulfato de potasio (Nenadis, et al., 2004), como se aprecia en la Figura 3.
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Figura 3. (a) Formacion del radical ABTS (b) reaccion del cation-radical ABTS+e con compuestos fendlicos
(Re et al. 1999; Nenadis, et al., 2004).

El ABTS+e+ es un cromogeno artificial con una A max de 752 nm en medio acuoso, y a
713, nm en medio etandlico. El grado de decoloracion durante la reaccion permite conocer
el porcentaje de inhibicion del cation radical ABTS+e en funcion de la concentracion y el
tiempo, y es calculado con respecto a la concentracion del Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico), los resultados comldnmente se expresan como
capacidad antioxidante equivalente de Trolox en micromoles (umol) por cada 100 g de
muestra (TEAC/100 g) (Nenadis, et al., 2004; Branchi, et al., 2005).

Ambos radicales (DPPH y ABTS+¢), presentan buena estabilidad bajo las condiciones de
las evaluaciones y a la vez exhiben importantes diferencias en sus respuestas frente a las
muestras con potencial antioxidantes debido en parte a que el radical DPPH es estable y
comercialmente disponible y el radical ABTS es preformado por oxidacion de ABTS
con persulfato de potasio y se tienen que generar los radicales antes de su uso por lo que
los radicales formados no son muy estables y los resultados no son reproducibles (Shah y
Modi, 2015).



2.2.4.3 Ensayo ORAC (Capacidad de absorbancia del radical oxigeno)

Esta técnica permite cuantificar la inhibicion del antioxidante producida por el radical
peroxilo que induce oxidaciones. Durante la prueba se usa la proteina B-ficoeritrina
fluorescente como un sustrato oxidable y AAPH (2 azobis (2 amidino-propano)
dihidrocloruro) como productor de radicales perdxilo o radicales hidroxilos como se
observa en la Figura 4.
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(perdida de fluoresceina) 0-0e

l Antioxidantes

Productos estables

Figura 4. Reaccién del radical AAPH durante el ensayo ORAC (Prior, et al., 2005).

Como referencia estandar se usa 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
(Trolox). Para cuantificar la respuesta se utiliza la técnica de medicion del area bajo la
curva de descenso de la actividad antioxidante. En la evaluacion se combina el porcentaje
y periodo de inhibicion producido por los antioxidantes de prueba tanto lipofilicos como
hidrofilicos (Prior et al., 2005).

El grado de proteccion frente a la oxidacion se reporta en unidades ORAC (1 unidad
ORAC = 1 umol de equivalentes Trolox/100 g) y como equivalentes de Trolox (TE)
(Huang et al., 2005).

2.2.4.4 Ensayo Folin-Ciocalteu

El ensayo de Folin-Ciocalteu espectrofotométrico se utiliza para cuantificar los

compuestos fenolicos totales. Se basa en una reaccion de oxidacion / reduccién con el



reactivo  Folin-Ciocalteau (3H20-P20513WO03-5M003-10H20:  Heteropolianion
molibdofosfowolframico) en el cual el Mo (V1) es reducido a Mo (V) con un e- donado
por un antioxidante. Mo (V1) (amarillo) + e- (de AH) — Mo (V) (azul), La absorbancia
del color azul desarrollado se mide a una longitud de onda de 765 nmy los resultados se
expresan en equivalentes de &cido galico/g de muestra (GAE/g) por utilizar acido galico

como un estandar.

2.2.5. Fuentes de antioxidantes

Los antioxidantes se encuentran en numerosas fuentes del reino vegetal, una de ellas son
los aceites esenciales provenientes de plantas y hierbas, de los cuales el aceite esencial de

orégano ha sido reportado como fuente importante de antioxidantes (Cueto, 2010).

Como otras fuentes de antioxidantes se ha estudiado la semilla de aguacate y residuos de
hojas de borraja, los cuales presentaron una considerable concentracion de polifenoles y
retraso en la oxidacion de las grasas. Asi como también se ha estudiado residuos de frutas
como la pifia, el limon y los subproductos de la agroindustria dandole un valor afiadido.
De los antioxidantes mas estudiados, se encuentran: acidos fenolicos, flavonoides,
terpenos, tocoferoles, fosfolipidos y acidos organicos polifuncionales. También se ha
estudiado la influencia del consumo de frutas y vegetales que al contener antioxidantes,
como el acido ascorbico (Vitamina C), a-tocoferol (Vitamina E) y el p-caroteno sobre la
disminucion de las enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares y cancer entre la
poblacién (Gallego, 2016).

2.3 Orégano

2.3.1 Descripcion de orégano
Es una planta perenne, dicotiledénea del orden Labiales de origen Europeo y Asia

occidental su tallo es subterraneo y se ramifica frecuentemente (Alanis, 2008), llega a

medir 2 m de altura, la Figura, 5 muestra un ejemplar caracteristico.
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Figura 5. Cultivo de Orégano Poliomintha longiflora en el estado de Nuevo Le6n

2.3.2 Distribucion de orégano

El nombre "orégano™ taxonOmicamente comprende cuatro familias: Asteraceae,
Fabaceae, Lamiaceae y Verbenaceae, siendo las dos ultimas las mas reconocidas (Huerta,
1997). Existe controversia en el nimero de géneros y especies que se han reconocido bajo
este nombre, siendo registradas aproximadamente de 24 a 61 especies, distribuidas en 16

a 27 géneros (Garcia, et al., 2012).

A nivel mundial los principales oréganos de relevancia econémica son: el orégano turco
(Origanum onites L.); griego (Origanum vulgare ssp.); espafiol (Coridohymus capitatus
L.) y el orégano mexicano (Lippia graveolens) (Rodriguez, 2014; Aranda, et al, 2009).
Ocupando México el segundo lugar como productor mundial de orégano en su mayoria

con la especie L. graveolens H. B. K.

En Meéxico el orégano se desarrolla en las zonas aridas y semidridas, crece de forma
silvestre en los estados del centro de México en Durango, Guanajuato, Jalisco, Querétaro,
San Luis Potosi y Zacatecas le sigue en los estados de, Coahuila, Tamaulipas y Nuevo

Ledn con la especie Poliomintha longiflora llamada orégano liso (Garcia, et al., 2012).
En el estado de Nuevo ledn se localiza el orégano Poliomintha longiflora en diversos
puntos de los municipios de Allende, Linares, Mina, Cerralvo, Sabinas, Lampazos,

Hidalgo, Monterrey y principalmente en el municipio de Higueras donde se conocen como
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hébitat los siguientes puntos de la sierra: Las Rucias, Los Pinos, EI Camajan, La Caja
Pinta, Infiernillo, Cerritos y Los Picos (Alanis, 2008; Aranda, et al., 2009).

Como segundo productor mundial de orégano, México exporta el 90% de la produccion a
Estados Unidos siendo la mayoria de las especies de origen silvestres, dado que la
produccion comercial de orégano mexicano requiere abastecimiento y calidad uniforme,
se ha buscado el desarrollo de tecnologia para la generacién de cultivos competentes lo
cual permitira un manejo eficiente y aprovechamiento integral (Villavicencio et al., 2010;
Garcia, et al., 2012).

2.3.3 Composicion nutritiva de orégano

La bromatoldgica del orégano reportada por la USDA se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1.- Composicién nutritiva del orégano por 100 gramos, Composition of food: spices and herbs:
USDA Agricultural handbook 8-2.

Composicion 'USDA Handbook 8-2
Agua (9) 7.2
Energia (Kcal) 306
Proteina (g) 11
Grasa (g) 10.3
Carbohidratos (g) 64.4
Cenizas (g) 7.2
Calcio (g) 1.6
Fosforo (mg) 200
Sodio (mg) 15
Potasio (mg) 1.7
Hierro (mg) 44
Tiamina (mg) 0.3
Niacina (mg) 6.2
Vitamina A, actividad (RE) 690
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2.3.4 Contenido y métodos de extraccion de AEO

Dependiendo de la especie de orégano asi como el estado de salud de la planta, el
rendimiento del aceite esencial es variable, cuando se extrae de hojas secas, se ha
reportado que varia entre 2% y 7% este porcentaje es influenciado por factores como la
altitud asi como por la época de recoleccion (Acevedo et al., 2013; Arcila'y Lozano et al.
2004; Leyva et al. 2017).

Entre los principales métodos de extraccion de aceite se encuentra arrastre con vapor,
extraccion con solventes volatiles y extraccion con CO2 supercritico. Las ventajas y

limitaciones de los métodos se muestran en la Tabla 2 (Esquivel, 2007; Peredo et al., 2009;

Preedy, 2015).

Tabla 2.- Principales métodos de extraccidn de aceites esenciales

Metodo de Ventajas Limitaciones
extraccion

Arrastrecon + Método industrial y de <+ Procesos colaterales como
vapor laboratorio. polimerizacion y resinificacion

* Buenos rendimientos en aceite
extraido.

* Obtencion del aceite puro,
libre de solvente.

* Bajo costo.

« Tecnologia no sofisticada.

de los terpenos.

* Hidrolisis de los ésteres.

* Destruccion térmica de algunos
componentes

Extraccion * Uso de temperaturas bajas. * Costoso.

con * No provoca termo destrucciéon * Contaminante del ambiente.
solventes ni alteracion quimica de los -« Riesgo de incendio y explosion.
volatiles componentes del aceite. . Dificil de separar
(éter de < Posibilidad de separacion de completamente el solvente sin
petréleo, componentes individuales. alterar la composicion del aceite.
pentano, + Co-extraccion de acidos grasos,
hexano) ceras y pigmentos.

Extraccion * Alto rendimiento. « Acidos grasos, pigmentos y
con * Ecologicamente limpio. ceras también pueden  ser
CO2  Facil retiro y reciclaje del extraidos junto con el aceite

supercritico

CO2.

* Bajas
extraccion.
* No hay alteracion quimica del
aceite.

temperaturas  de

esencial.
* Alta inversion inicial
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 Cambiando  parametros
operacionales se puede cambiar
la composicion del aceite
extraido.

2.3.5 Composicion de AEO

Actualmente hay numerosos estudios sobre el orégano y composicién quimica de su
aceite esencial, se ha identificado mas de 50 compuestos, se ha identificado que los
principales compuestos del aceite de orégano son dos fenoles isoméricos, carvacrol o
fenol no-cristalizable (-isopropil-2-metilfenol) y timol fenol cristalizable (5-metil-2-
isopropilfenol) los cuales pueden constituir el 65.8-77.3% del AEQ estos se presentan en
diferentes relaciones; por ejemplo en el género Lippia el carvacrol se presenta en un 13
% mientras que el timol un 12.5 %, aunque se ha cuantificado también hasta un 55 % de
carvacrol por otro lado en el género Poliomintha el contenido de carvacrol puede llegar
hasta un 18% mientras que en especies como O. onites es de 29.6 % y O. minutifulorum
es de 56.1%, los niveles de timol también son variables en estas especies de 17.1 % y
2.9% respectivamente (Erler y Cetin, 2009; Rivero et. al., 2011).

Se han reportado contenidos de timol superiores al 30% en orégano (L. graveolens Kunth)
procedentes del estado de Jalisco y en el aceite esencial de Lippia graveolens HBK
contenidos de carvacrol de 71% y timol 5% (Arcila , et al., 2004), por otro lado
dependiendo de la parte de la planta como las hojas, en Lippia origanoides se ha
encontrado carvacrol + timol 53.2%, p-cimeno 10.1%, Y'-terpineno y trans-p-cariofileno
3.4 % (Mufioz, et al., 2007), en cambio en las flores de orégano de la misma especie los
componentes mas abundantes identificados fueron carvacrol 42.5%, p-cimeno 9.8%, Y-
terpineno 8.9%, y timol 6.7%. Sin embargo, los niveles de estos componentes aumentan

cuando las plantas son sometidas a condiciones de estrés (Rivero et al., 2011).

Algunos autores han indicado que la inestabilidad en la composicion quimica de los
aceites esenciales proviene primeramente al origen de la planta y después a la influencia
del medio ambiente. Otros investigadores atribuyen mayor efecto al medio ambiente,
como la densidad de planta sembrada, temporada de cosecha, suministro de agua asi como
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la cantidad de luz (Ozkan, et al., 2010; Arcila, et al., 2004). La Figura 6 presenta las
estructuras quimicas de algunos de los compuestos principales presentes en el orégano
(Arcila et al., 2004).

w P b

a-pineno p-felandreno B-pin¢no carvacrol timol

¥ 299

limoneno linalo! terpinen-4-ol y-terpineno B-mirceno

p-cimeno 1-8-cineole canfeno |

PPN
Figura 6. Estructuras quimicas de los principales compuestos presentes en el orégano

2.3.6 Actividad bioldgica de aceites esencial de orégano
2.3.6.1 Antioxidante:

El efecto antioxidante del AEO es una de las principales actividades biologicas y es debida
a la presencia de grupos hidroxilo presente en los fenoles timol y carvacrol (Granados et
al., 2014). Se estima que la actividad antioxidante del aceite esencial de orégano estan
relacionada en parte con los mecanismos que ejercen su efecto sobre el estrés oxidativo,
algunos mecanismos son: actividad de eliminacion de radicales libres, modulacion de
enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa) y la inhibicion de la prooxidacion (Leyva
etal., 2017).

Varios investigadores reafirman el potencial antioxidante de los aceites esenciales
provenientes de diferentes variedades de orégano (Arcila et al., 2004; Leyva et al., 2017).
Zheng y Wang en el 2001 de entre 39 plantas de uso culinario y medicinal entre ellos el
orégano, tomillo, valeriana, romero, mejorana entre otras demostraron que el orégano
mexicano (Poliomintha longiflora Gray) tuvo la mayor capacidad antioxidante de entre

las plantas estimada por el método ORAC y similar capacidad que el antioxidante sintético
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de referencia BHA de uso en alimentos. Asi mismo en especies de orégano O. x
majoricum, O. vulgare ssp. vulgare y ssp. Hirtum mediante el ensayo ABTS presentaron
valores entre 0.234 y 0.163 mmoles Trolox / mg de aceite esencial de orégano (Asensio
et al., 2015). Adicional a esto en aceites esenciales de 51 plantas silvestres de Origanum
ssp. recolectado de diferentes areas de Sicilia mostré un (1Cso) de 3.81 a 11.05 pg / mL.
que inhibe el 50% de la peroxidacion inducida por la radiacion UV en membranas
liposomales (prueba UV-IP) (Tuttolomondo et al., 2014).

Estas propiedades antioxidantes brindan la oportunidad de hacer uso del aceite esencial
de orégano como conservantes y saborizantes para alimentos o productos nutraceuticos.
(Arcila etal., 2004; Leyva et al., 2017).

2.3.6.1.1 Aplicaciones como antioxidante en la salud y aditivo en alimentos

Se ha estudiado la aplicacion del aceite esencial de O. vulgare L. como antioxidante en
margarina 'y en yema de huevo con buenos resultados, también los extractos obtenidos con
etanol y cloroformo han evitan la oxidacion y el deterioro del color en piezas de carne de
cerdo (Cueto, 2010). Se ha incursionado en la fabricacion de peliculas biodegradables con
extracto de orégano, como capa protectora a los alimentos que al ingerirlos se convierte

en una fuente de antioxidantes al organismo (Olimpia, et al., 2005).

En matrices de pastas carnicas que contienen acidos grasos insaturados se ha estudiado el
efecto protector contra la oxidacion del orégano, y concluyeron que los extractos de
orégano presentaron actividad antioxidante similar al control y que pueden satisfacer la

demanda de aditivos naturales (Hernandez, et al., 2009).

Sus aplicaciones se extienden a los aceites vegetales como el aceite de soya y aceite de
oliva sin refinar, donde se evalué el AEO de Lippia berlanddieri Schauer al 0.15% y
0.3% como aditivo antioxidante, los aceites almacenaron a 60 grados durante 45 dias,
como control positivo se utiliz6 BHT al 0.02%. El aceite de orégano al 0.3% mostrd

efectividad significativa en la reduccion de la oxidacion reflejada en sus valores de
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peroxidos (Chaquilla, et al., 2008). También en aceite de mani el aceite esencial de
orégano aplicado al 0,1% presentd una actividad antioxidante similar a la del BHT al
0,02%, indicando que este compuesto puede reemplazar a un antioxidante sintético. Sin
embargo, sus aplicaciones industriales son limitadas debido al aroma y sabor que
transferibles a los alimentos donde se aplicarian, por lo que se requiere de investigacion

en el proceso de deodorizacion (Olmedo, et al., 2009).

2.3.6.2 Actividad Antimicrobiana:

Se ha encontrado que los aceites esenciales de las especies de orégano ademas de la
actividad antioxidante presentan actividad contra bacterias gram negativas como
Salmonella  Typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia
enterocolitica y Enterobacter cloacae y las gram positivas Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis, también presenta
actividad fungicida (Arcila et al., 2004; Ortega et al., 2011).

Otras actividades bioldgicas importantes reportadas del aceite esencial de orégano son;
antibidtico antiparasito, estrogénica e insecticida (Arcila et al., 2004; Traesel, 2010;
Singletary, 2010).

2.4 Emulsiones

2.4.1 Generalidades de emulsiones

Las emulsiones tienen la funcion de actuar como un vehiculo de dispersion, dispersando
a las moléculas que son insolubles en matrices hidrofilicas, haciendo posible el suministro
de estas moléculas, en su aplicacion en alimentos estos actlan como sistemas
acarreadores, encapsulantes, y protectores de compuestos bioactivos susceptibles a
procesos oxidativos, sistemas de liberacion controlada asi como moduladores de las

propiedades reoldgicas y atributos organolépticos en los alimentos.
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Por ejemplo, se han emulsionado aceites esenciales, moléculas hidrofébicas como agentes
enturbiantes, vitaminas liposolubles, colores naturales y antioxidantes para diversificar su
dispersion, lograr su aplicacion, aumentando asi su estabilidad y funcionalidad (Espinosa
y Garcia 2017).

En sus aplicaciones méas destacadas, podemos encontrar la encapsulacion de compuestos
polifenoles, la encapsulacion puede ser liquida o en polvo, puede también ser combinados
con otras sustancias como aceites poliinsaturados, para conseguir sinergismo en la
actividad antioxidante. Por lo que la proteccion a través de emulsiones puede aumentar su

estabilidad conservando sus propiedades funcionales (Watson, 2013; Huang, 2010).

Las emulsiones son sistemas coloidales con fases liquidas inmiscibles entre si,
conformadas por una fase dispersa, una fase continua y una interfase llamada membrana
interfacial. Cuando las emulsiones son de aceite en agua (O/W), el aceite es la fase
dispersa mientras que la fase continua es la acuosa, y cuando las emulsiones son de agua
en aceite (W/O), el agua es la fase dispersa mientras que la fase continua es la oleosa

(Espinosa y Garcia 2017).

En una emulsion las moléculas se dispersan en funcion con su concentracion y polaridad,
las moléculas polares son afines para situarse en la fase acuosa, mientras las moléculas no
polares a la fase oleosa, y las moléculas anfifilicas toman lugar en la interfase. Como
ejemplo ilustrativo de una emulsion de aceite en agua (O/W), el aceite en forma de gotas
actia como fase dispersa y se distribuyen en el agua que actta como fase continua y la
interfase se sitUa entre la fase como se observa en la Figura 7. La energia que libera la
interfase en las emulsiones los convierte en sistemas termodinamicamente inestables
(Baez, 2008; Freire, 2017).
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Figura 7. Emulsién (O/W) aceite como fase dispersa y agua como fase continua y region interfacial
(McClements, et al., 2005)

2.4.2 Inestabilidad de emulsiones

Los fenomenos de inestabilidad que afectan a las emulsiones son: cremado y
sedimentacion provocados por efectos gravitacionales debido a la diferencia de densidad
de las fases inmiscibles, estos procesos son reversible y una manera de prevenirlo es
reduciendo estas diferencias. La inestabilidad consiste en un movimiento ascendente de
las gotas de aceite, principalmente porque la densidad es menor que el liquido acuoso que
los contiene; mientras que la sedimentacion ocurre cuando las gotas de aceite tienen

densidad mayor que el medio que los contiene, y sedimentan. (Espinosa y Garcia 2017).

Otras formas de inestabilidad son la floculacion y coalescencia (Figura8), que consisten
en la agregacion de los globulos de la fase dispersa y la floculacion se presenta cuando se
unen 2 0 mas gotas conservando su forma y dimension individual, mientras que la
coalescencia es ocasionada al fusionarse al menos 2 gotas y formando una de mayor
tamano, la continuidad de la inestabilidad Ileva al rompimiento de la emulsién (Ramos, et
al., 2009).
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Figura 8. Procesos fisicos de inestabilidad de las emulsiones.

Una forma de observar la inestabilidad por estos procesos es a través de su distribucion
de tamafio de las gotas en la emulsion con respecto al tiempo (Fabela, et al., 2017;
McClements, et al., 2004). A continuacion la descripcion de los principales mecanismos

de inestabilidad en emulsiones.

2.4.2.1 Cremado

El cremado en emulsiones de tipo aceite en agua, se genera por efecto de gravedad
provocando un desplazamiento de las gotas hacia la superficie. El efecto esta dado por
tamafo de glébulo de aceite y por diferencia de densidad entre las fases involucradas. En
tamano de particula, el cremado se presenta en valores mayores a 200 nm de diametro. En
la sedimentacion el proceso es inverso. Se ha observado que la velocidad de cremado
decrece exponencialmente como incrementa la fase dispersa en fraccion volumétrica o
maésica (Fabela, 2017).

2.4.2.2 Floculacion

Cuando las gotas dentro de una emulsién se asocian por fuerzas de atraccion neta inter-

particula ocurre la floculacién. En el proceso esta involucrada la fuerza de atraccion entre
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las gotas y la fraccion volumétrica y esta controlado por las fuerzas electrostaticas de van
der Waals, y repulsivas. La floculacion es lo primero que ocurre debido al efecto de la
gravedad en las emulsiones con bajo valor de ¢, es decir, el empaquetamiento entre las
gotas dispersas es bajo. En consecuencia, son emulsiones diluidas, y tienen un tiempo de
vida de anaquel reducido (McClements, et al., 2004; T. F. Tadros, 2009).

2.4.2.3 Coalescencia

La coalescencia de gotas de aceite es ocasionada por la fusion de 2 mas gotas de aceite
convirtiéndose una de mayor tamafio. La coalescencia es dificil de identificar pues esta
ocurre durante los cambios de distribucion de las gotas de aceite cuando se presenta
cremado, floculacion, e inversion de fase (McClements, et al., 2004).

La estabilidad de una emulsion depende de la estructura molecular del tensioactivo, que
determina la resistencia de la pelicula interfacial, morfologia de las gotas de aceite en el
medio continuo, fraccién volumétrica menor y mayor fraccion de fase continua, la
existencia de estructura tipo gel, que garantiza la alta estabilidad contra la coalescencia 'y
por la modificacion de proteinas o polisacaridos en su estructura (Espinosa y Garcia,
2017).

2.4.2.4 Inversion de fases

La inversion de fase ocurre cuando en una emulsion la fase dispersa se convierte en la
fase continua y viceversa. Dependiendo de la matriz en la que ocurra puede ser de
beneficio o indeseable pues afecta la textura y estabilidad. Cuando se presenta la inversion
de fases también ocurre la floculacion y coalescencia. Durante este proceso pueden existir
emulsiones aceite en agua, agua en aceite, emulsion maultiple y fases bi-continuas
(McClements, 2004; Piorkowski y McClements, 2014).
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2.4.3 Emulsionantes y estabilizantes

Las emulsiones por su naturaleza son sistemas termodinamicamente inestables, pero es
posible producir emulsiones cinéticamente estables (metaestables) por un periodo de
tiempo definido con duracién de algunos dias, semanas, meses, 0 afios esto es posible a

través del uso de sustancias emulsionantes.

Los agentes emulsionantes se adsorben en la superficie de las gotas y se clasifican en
funcion de sus propiedades eléctricas en: id6nicos, no iénicos y bipolares, su aplicacion
reduce la energia libre del sistema disminuyendo la tension interfacial entre la fase

dispersa y continta aportando estabilidad a la emulsion.

En la formulacion de emulsiones se utilizan emulsionantes y estabilizantes, el agente
emulsionante por accion interfacial promueve la formacion de emulsiones y la estabiliza
en corto tiempo. Un agente estabilizante aporta estabilidad a la emulsion a largo plazo,

posiblemente por adsorcion (McClements, 2005; Espinosa y Garcia, 2017).

Los estabilizantes cuando son biopolimeros de proteina o polisacarido que al adsorberse
en interfases aceite-agua crean capas estables alrededor de las gotas de aceite, y actdan
como emulsionantes y estabilizantes. A continuacion se describen algunos emulsionantes
y estabilizantes como los exudados de gomas que son polisacaridos naturales los cuales
son usados en diferentes aplicaciones en la industria debido a sus caracteristicas

emulsionantes y estabilizantes (Espinosa y Garcia, 2017).

2.4.3.1 Goma Arébiga

La goma ardbiga (GA) de naturaleza anidnica con caracteristicas de baja viscosidad y
solubles (aprox. 500 g/L) es de las gomas que mas aplicaciones tiene en la industria de
los alimentos y farmacéutica. Se obtiene del exudado de la corteza del arbol Acacia
senegal y Acacia seyal su peso molecular es situado entre 250000 g/mol y 580000 g/mol.

Una de las mayores aplicaciones en la industria de alimentos es como emulsificante de

22



saborizantes de base oleosa asi como en refrescos por sus propiedades estabilizantes que
permanecen a pH 3.5 (Espinosa y Garcia, 2017: Freire, 2017),

La GA en su composicién contiene un complejo arabinogalactana-proteina la cual ha sido
reportado de ser responsable de las propiedades emulsificantes y estabilizantes de la goma
arébica, este complejo representa del 10-20% del total de la goma, esa es la razén por la
cual una alta proporcion de goma en aceite son necesitados para generar una emulsion
estable. La adsorcion de GA sobre una gota de emulsién produce una membrana
interfacial gruesa y cargada negativamente que estabiliza la emulsién a través de
interacciones estericas y electrostaticas (Ramos, 2009; Freire, 2017).

2.4.3.2 Goma de mezquite

La goma de mezquite (GM) es el exudado proveniente del arbol de mezquite (Prosopis
leavigata) y al menos 10 especies se localizan en México. La GM de naturaleza anionica,
es una sal neutra de un polisacarido ramificado lo que genera una conformacion molecular
con alta solubilidad en agua. Ademas de los componentes polisacaridos, la goma de

mezquite tiene una fraccion proteica que oscila entre 2 y 6% (Sibaja, 2015).

La goma de mezquite es un emulsionante que forma peliculas viscoelasticas visibles en la
interface aceite-agua, que confiere una estabilidad a largo plazo, debido a factores
estéricos y electrostaticos. Se ha reportado que en la encapsulaciéon de pigmentos brinda
una mejor estabilizacién y proteccion contra la degradacion de pigmentos que la goma
arabiga (Baez, 2008).

2.4.3.3 Quitosano

El quitosano (Q) es un polimero natural de caracter catiénico que se obtiene a partir de la
quitina con aplicaciones en la industria alimentaria y biotecnoldgica La quitina esta

formada por unidades de 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucosa unidas por enlaces -(1—4).
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Sus propiedades funcionales son determinadas por su grado de desacetilacion y su peso
molecular asi como el porcentaje de grupos amino libres que tienen relacion con su grado
de solubilidad (Espinosa y Garcia, 2017: Béez, 2008).

Algunas de las propiedades funcionales del Q son: biodegradabilidad, biocompatibilidad,
mucoadhesién promoviendo la absorcion, actividad antimicrobiana, anticolesterolémica,

capacidad filmogénica, hemostatico y antioxidante (Espinosa, et al., 2007; Sibaja; 2015).

2.4.4 Método de deposicion capa por capa (DCC) para preparacion de emulsiones

A través de la ingenieria interfacial se ha buscado incrementar la estabilidad de las
emulsiones, se sabe que la membrana interfacial no permite la transferencia de
compuestos prooxidantes limitando la interaccion de los compuestos solubles en el agua
con peroxidos lipidicos, oxigeno, iones metalicos y luz. En la estabilidad de la emulsion
también influye el pH, la carga superficial y el espesor de la membrana interfacial
(McClements, 1999; Espinosa y Garcia, 2017).

Un método que se ha desarrollado para modificar las propiedades de la membraba
interfacial es el método de deposicion electrostatica capa por capa (DCC) que tiene efectos
sobre la composicion quimica, espesor, carga eléctrica, permeabilidad (propiedades
difusivas) y sus propiedades reoldgicas (McClements, 2004). Originalmente este método
se utiliz6 para cambiar la carga eléctrica en una emulsion, ya que puede combinar los
efectos de varios emulsionantes para desarrollar emulsiones de mayor estabilidad, por
ejemplo, para formar una primera capa adsorbida en la interfase se puede usar una goma
anionica y después un biopolimero cationico para formar una capa secundaria. El
resultado serd una emulsion con una mejor estabilidad fisica, brindando ademéas una
mayor proteccion contra la degradacion de lipidos (Klinkesorn y McClements, 2009;
McClements, 2004).
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2.4.5 Microencapsulacion

Para preservar y proteger algunas sustancias bioactivas como sabores, vitaminas o aceites
esenciales se utilizan procesos de microencapsulacion en los cuales las sustancias de
interés son introducidas en un material pared, durante este proceso los solidos o liquidos
son empacados en capsulas de dimensiones que pueden ser de 1 um hasta 5000 um que
en condiciones especificas son capaces de liberar controladamente su contenido
(McClements, 2014).

Los procesos de microencapsulacion permiten que los aceites esenciales se incorporen en
una matriz, para producir y proporcionar un polvo seco. Al microencapsular los aceites
esenciales se busca minimizar su pérdida, estabilizarlos y protegerlos durante el
almacenamiento, reducir la tasa de evaporacion, asi como controlar la velocidad de
liberacion, también se desea mejorar la compatibilidad con otros componentes en las
formulaciones, prolongar la vida util del producto microencapsulado y facilitar la

manipulacion (Fabela, 2017).

Los procesos de produccién de microcapsulas suelen ser fisicos y uno de los principales
es el secado por aspersion, procesos quimicos por inclusién molecular y polimerizacion
interfacial y procesos fisicoquimicos a través de coacervacion simple o compleja y
atrapamiento en liposomas. En la industria alimentaria es comun el uso de secado por
aspersion ya que produce particulas de buena calidad y tiene como ventaja procesos

flexibles, es econdmico y de facil disponibilidad de equipos (Jiménez, et al., 2009).

Para la obtencion de microcapsulas es importante la etapa de preparacion y formulacion
de la emulsion, ya que definira las caracteristicas y funcionalidad de la microcapsula para

posteriormente secarla.

En estudios donde se han obtenido microcapsulas de aceite poliinsaturados a partir del
secado por aspersion de emulsiones elaboradas con el método de deposicidn electrostatica

capa por capa, la estabilidad fisica y oxidativa del aceite microencapsulado fue mayor,
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comparado contra el mismo aceite sin encapsular. También se ha demostrado que al secar
por aspersion una emulsion sencilla y una emulsion por DCC, esta Gltima es més estable

contra la oxidacion de los lipidos (Espinosa y Garcia, 2017).

2.4.5.1 Método de Secado por aspersion

El secado por aspersién es una operacién unitaria donde toma lugar la transformacién de
un fluido para obtener una sustancia sélida, atomizandolo en forma de microgotas en un
ambiente de secado, produciendo un polvo hecho de pequefias esferas, este método es

ampliamente utilizado para la proteccion de compuestos bioactivos (Fabela, 2017).

Consiste como primera fase en emulsificar el material a encapsular utilizando
biopolimeros como material de pared estos pueden ser almidones modificados,
maltodextrinas y las gomas. La segunda fase es el secado, en el cual se formara una fina
y densa capa protectora que evitara mecanismos difusivos, el objetivo de este proceso es
es la obtencion de un polvo. La sustancia que se desea encapsular es homogenizada con
el material de pared formando una mezcla, la cual es alimentada al secador por aspersién
y se atomiza por medio de una boquilla y al contacto con aire caliente a contracorriente
el agua se evapora instantaneamente permitiendo que el material activo quede atrapado en
el material de pared (Fabela, 2017; Ramos, 2009).

Al contenido interior de las microcapsulas obtenidas se les denomina nucleo, fase interna,
relleno o agente activo y a la capa de proteccion, material portador, coraza, capa, red,
matriz o material de pared. Durante el secado por aspersion, las caracteristicas del material
y las condiciones de operacion pueden modificar el desarrollo morfolégico de la
microcapsula, presentando morfoestructura lisa, con hendiduras y cierto grado de
esfericidad y circularidad. La naturaleza del material de pared usado tendra importante
influencia sobre el proceso de secado, asi como en las propiedades y estabilidad de las

microcapsulas resultantes (Torrenegra, et al., 2014).
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Existe una extensa gama de materiales de pared en el mercado de alimentos donde se
incluyen proteinas, aceites hidrogenados, ceras, maltodextrinas, almidones y gomas; estos
materiales deben tener la capacidad de producir emulsion estable y que no reaccione
durante el proceso o en el almacenamiento entre otras caracteristicas (Ramos, 2009). a

continuacion se describen algunos compuestos empleados como materiales de pared.

La GA es versétil para la mayoria de los métodos de microencapsulacién, al mezclarse
con aceites esenciales tiene la capacidad de formar emulsiones estables y con una baja
viscosidad (< 0.500 Pa.s.), ademas, proporciona buena retencion de sustancias volatiles y
confiere proteccion efectiva frente a la oxidacion lo cual es deseable en el secado por

aspersion.

El uso de aditivos coadyuvantes del secado con propiedades inertes como almidén y
maltodextrina (MD) facilitan la recuperacion del producto. La maltodextrina es un
oligosacarido y tiene propiedades de baja viscosidad a altas concentraciones de sélidos,
alta solubilidad, inodoras e incoloras con un peso molecular promedio de 1800 g/mol, es
reconocida por la FDA como sustancia GRAS (Generally Recognized As Safe) (Parra,
2010; Flores, 2017).

La mezcla de goma ardbiga y la maltodextrina permite la posibilidad de adicionar
significativas cantidades de maltodextrinas logrando un aumento en los solidos sin afectar

de manera relevante la viscosidad final del sistema (Lopez et al., 2009).
Actualmente, el secado por aspersion es ampliamente empleado en la industria

alimenticia, farmacéutica y quimica debido a que es un método efectivo para la proteccién

y conservacion de compuestos bioactivos (Flores, 2017).
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3.0 JUSTIFICACION

Recientemente se ha incrementado la busqueda de antioxidantes de origen natural para ser
usados en alimentos como aditivos, y en la salud como suplementos para reemplazar
los antioxidantes sintéticos debidos a las restricciones de carcinogenicidad que estos
presentan, el aceite esencial de orégano Poliomintha longiflora Gray como recurso
boténico de la regidén es una buena fuente de antioxidantes, atribuida por los altos
contenidos de monoterpeno, principalmente carvacrol y timol. Sin embargo, un obstaculo
para diversificar su aplicacion es la alta inestabilidad que presentan los monoterpenos, ya
que estos son facilmente oxidados. Por lo que utilizar la tecnologia de encapsulacion se
considera como una opcion factible para reducir la degradacion de los antioxidantes del

orégano.
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4.0HIPOTESIS

Se puede obtener un producto antioxidante de aceite esencial de orégano Poliomintha

longiflora Gray encapsulado en emulsiones, con aplicacion en alimentos.
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5.00BJETIVO GENERAL

Obtencién y evaluacién de un producto antioxidante emulsificado estable a partir de
aceite esencial de orégano Poliomintha longiflora Gray con concentraciones conocidas de

carvacrol y timol.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener aceite esencial de orégano por arrastre de vapor

e Caracterizar fisicoquimicamente el aceite esencial de oregano obtenido

e Determinar la concentracion de polifenoles totales y capacidad antioxidante del
aceite esencial de orégano obtenido

e Cuantificar la concentracion de carvacrol y timol del aceite esencial por
cromatografia de gases

e Obtener con el aceite esencial de orégano una emulsion estable utilizando goma
de mezquite, ardbiga y quitosano

e Evaluar el uso del aceite de orégano como aditivo antioxidante en emulsiones de

aceite de linaza
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6.0MATERIAL Y METODOS

Se trabajo con orégano colectado en tres diferentes estadios del afio (inverno, verano y
otofio) de dos diferentes composiciones de la planta, 100% hoja (Hoja) y otra de
composicion hoja:caliz relacion 82:18 % (Mixto) a estas muestras se realiz6 extraccion de
AEOQ usando arrastre de vapor, se determind el contenido de polifenoles totales y actividad
antioxidante por ensayos ORAC, ABTS, y DPPH. Se cuantifico carvacrol y timol por
cromatografia de gases (GC). Posteriormente para evaluar el AEO como antioxidante se
utilizé a diferentes dosis para proteger de la oxidacién al aceite de linaza (AL)
emulsionado con goma arabiga (GA), goma de mezquite (GM) y quitosano (Q). Y para la
obtencion de microcapsulas de AEO, se elaboraron emulsiones para secado por aspersion
utilizando GA'y Q a las cuales se les midio antes y después la actividad antioxidante (AA)
y contenido de timol y carvacrol. EI cumplimiento de los objetivos se realizd como se

muestra en la Figura 9. Todas las determinaciones se realizaron por al menos triplicado.

Invierno (enero)

Muestreo Verano (junio)
' Otoiio (septiembre)
Extraccién de AEO > Arrastre de
_ vapor
Caracterizacion « |
fisicoquimica del AEO
. DPPH
—— ABTS
Determinacion ——
de AA ORAC
', FOLIN CIOCALTEU

Elaboracion de
emulsiones de AEO

\ 4

Aplicacién de los
AEOQ a una matriz

Microcapsulas
Spray dry

Emulsiones de ALcon GM y Q

Emulsiones de AL con GAy Q

Figura 9. Diagrama general de flujo de la investigacion.
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6.1. Muestreo y obtencion de material bioldgico.

Las plantas cultivadas de orégano Poliomintha longiflora Gray se obtuvieron del
municipio de Higueras Nuevo Leon. Las coordenadas del sitio son latitud: 25°58°20.88”
N, longitud: 100°0°54.000

El material vegetal utilizado en este trabajo corresponde a la parte aérea de Poliomintha
longiflora Gray durante el invierno, verano y otofio del 2012. Los ejemplares fueron
autentificados por Dr. Glafiro Alanis Flores (Departamento de Ecologia, Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon).

6.2. Extraccion del aceite esencial de orégano (AEO)

La extraccion se realizd por arrastre de vapor, con el orégano seco se formé un lecho fijo
compactado. La generacion del vapor de agua fue interna (base del recipiente). Conforme
el vapor entra en contacto con el lecho, el orégano seco se calienta liberandose el aceite
esencial, debido a su volatilidad sera arrastrado por el vapor de agua, AEO y vapor de
agua fluyen hacia un condensador, donde la mezcla es condensada en un clevenger
enfriada a temperatura ambiente, el AEO es recuperado y secado con sulfato de sodio

anhidro y almacenados en viales ambar en congelacion hasta su uso (Alizadeh, et al., 2014).

6.3. Caracterizar fisicoquimicamente el aceite esencial de orégano obtenido

6.3.1 Porcentaje (%) de rendimiento del aceite esencial de orégano

El rendimiento del aceite esencial de orégano se determind a través de la siguiente
ecuacion 1.

% Rendimiento= g de aceite esencial X 100 Ecuacion 1
Peso en gramos del material vegetal
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6.3.2 Densidad de aceite de orégano

La densidad del aceite se determiné a traves de un picnémetro, con la ecuacion 2:

P = Masa
Volumen Ecuacién 2

6.3.3 Indice de refraccién

Para la determinacion del indice de refraccion del aceite esencial de orégano, se utiliz un

refractdbmetro Abbemat 300 (Anton paar, Austria) de acuerdo con Granados et al 2014.

6.4.- Determinacion de la concentracion de polifenoles y capacidad antioxidante del
AEO
6.4.1 Ensayo Folin—Ciocalteu

Los fenoles totales (FT) se determinaron mediante el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu el fundamento del ensayo es la transferencia de electrones de la sustancia
antioxidante a evaluar al molibdeno presente en el reactivo Folin-Ciocalteu,
produciéndose un complejo azulado que exhibe una absorbancia maxima a 750-765 nm.
El acido galico es utilizado como compuesto de referencia (Singlenton, et al., 1999). Se
prepard una disolucion patron de 100 mg/L de &cido galico a partir de esta disolucion se
prepararon concentraciones de 1, 2, 3, 4 y 5 ppm, se prepard una solucién de carbonato de
sodio al 20% en agua destilada y se llevé a ultrasonido hasta su completa disolucion.
Aparte, se prepard una disolucion 1 N del reactivo de Folin Ciocalteu en agua destilada;
el reactivo se protegid de la luz y se coloco en refrigeracidn hasta su uso. De los aceites
esenciales diluidos en metanol se prepararon soluciones con concentraciones de 20, 30,
40, 50 y 60 ppm se tomaron de cada muestra 100 ul y se afiadieron 100 pl del reactivo de
Folin Ciocalteu posteriormente se dejé en reposo 5 minutos. Transcurrido el tiempo se
adicionaron 300 pL de la disolucion de carbonato de sodio al 20 % y se llevd a un volumen
final de 2 ml con agua destilada. La absorbancia se leyé a las 2 horas de reaccién a una
longitud de onda de 760 nm. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido
galico/g (mgGAE/qg) de AEO.
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6.4.2 Ensayo del radical DPPH

La actividad antioxidante de las muestras fue evaluada como la capacidad de atrapar o
inhibir el radical DPPH (2,2’-difenil-1-picrylhidrazil) por medio de la disminucién de la
absorbancia leida cada 30 minutos hasta obtener la estabilizacion de la reaccion a una
longitud de onda de 517nm (Mimica, et al., 2010) y (Da Porto, et al., 2000) con algunas
modificaciones. El aceite de orégano se diluyo en etanol para obtener concentraciones de
100, 300, 500, 800, 1200 y 1500 ppm y de cada concentracion se tomaron 250 ul y se
adicionaron 750 pl de una solucion etanolica al 0.1 mM de DPPH. La absorbancia se
midid en un espectrofotometro Genesis 5 Spectronic y se calculo el % de inhibicidn
usando la ecuacion 3:

% Inhibicion = Abs. Blanco - Abs. Muestra X 100 Ecuacion 3

Abs. Blanco

Para la determinacion de la 1Cso 0 concentracion de aceite esencial de orégano necesaria
para neutralizar en un 50% el DPPH, esta se calculé a partir de los porcentajes de
inhibicion del DPPH obtenidos de las diferentes concentraciones de las soluciones de

orégano, los valores de 1Cso, se determinaron mediante la ecuacion de regresion lineal.

6.4.3 Ensayo ORAC

La determinacion de capacidad antioxidante total se realizd en base a la metodologia
descrita por Prior et al. (2003) con ligeras modificaciones. Se realizaron curvas de
calibracion con &cido 6-Hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), en un
intervalo de concentraciones de 6.25-100 uM en buffer de fosfato 75 mM (pH 7.4). Los
resultados de capacidad antioxidante fueron expresados en unidades ORAC (1 unidad
ORAC equivale a 1umol TE/100g) (Davalos, et al., 2004). Las determinaciones se
realizaron en una microplaca de 96 pozos. Se colocaron en cada pozo 25 pL de estandar
de Trolox o muestra de aceite de orégano diluida en metanol, se agregaron 150 uL de
fluoresceina 0.02 uM (Huang, et al., 2005) y se incubaron en oscuridad a 37 C durante 20
min. Una vez transcurrido este tiempo, se agregaron 25 pL de dihidrocloruro de 2,2-

Azobis-2-metilpropionamidina (AAPH) 153 mM, se agit6 y se midio la fluorescencia en
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un lector de microplacas BioTek™ modelo Synergy 2, las lecturas se realizaron a una A
de excitacion de 493 nm y una A de emision de 515 nm, las &reas bajo la curva de las
gréaficas de intensidad de fluorescencia con respecto al tiempo fueron calculadas mediante
el KC4 ™ Data reduction Software (BioTek instruments, EEUU). Los resultados de
capacidad antioxidante fueron expresados en unidades ORAC (1 unidad ORAC equivale
a lumol TE/100g) (Davalos, et al., 2004).

6.4.4 Ensayo ABTS*"

Para la generacion del cation radical del ABTS se baso en el desarrollo descrito por Re et
al. (1999) y por Kuskoski et al. (2005). El ensayo mide la capacidad de las sustancias
evaluadas para inhibir el cation radical del acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico (ABTS*"). Se utiliz6 Trolox como compuesto de referencia.

Una disolucién acuosa de ABTS 7 mM se incubd en presencia de persulfato potésico 2.45
mM durante 16 horas, a 25°C y en la oscuridad. Antes de llevar a cabo el ensayo con los
aceites esenciales, la disolucion con el radical ABTS*" se diluy6 con etanol hasta obtener
un valor de absorbancia comprendido entre 0,700 (x 0,02) a 754 nm. Posteriormente se
tomaron 900 pl de esta disolucion y se le afiadié un volumen de 100 pl de aceite de
orégano en concentraciones de 40, 80, 120 y 150 ppm. La absorbancia se midio
transcurridos 7 minutos. El blanco se prepar6 con 100 ul de etanol y 900 ul de la solucion
del ABTS. Los resultados de este ensayo se expresaron como capacidad antioxidante

equivalente al Trolox TEAC (mmol Trolox/100g de muestra).

6.5.- Andlisis de AEO por cromatografia de gases acoplado a un espectrémetro de
masas. (GC-MS)

Las muestras de aceite esencial de orégano fueron diluidas en hexano y el volumen
inyectado fue de 1pl. Para la cuantificacion de los fenoles timol y carvacrol se utilizaron
estandares externos Sigma Aldrich Timol pureza >99% (5-metil-2-isopropilfenol) Sigma

Aldrich, USA. Carvacrol pureza >97% (5-isopropil-2-metilfenol), se adquirieron de
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Sigma Aldrich, USA. Se realiz6 una curva de calibracién en el rango de 6.2-49.6 mg/L
para timol con un coeficiente de correlacion de r>= 0.9965, para carvacrol el utilizado fue
un rango de 10.9 — 87.2 mg/L con un coeficiente de correlacion de r? = de 0.9977. El
andlisis para el aceite esencial de orégano se realiz6 con las siguientes condiciones: GC -
MS (6890 / 5973N), Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). Se utilizo una
columna HP-5 MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum). Las condiciones del GC fueron las
siguientes: temperatura de inyeccion 250 ° C; la temperatura del horno se controld a 45 °
C durante 1 min con una velocidad de calentamiento de 10 ° C / min a 200 ° C durante 2
min, y finalmente de 10 ° C / min a 300 ° C durante 5 min. Se us6 gas helio como gas
portador a un de flujo constante de 1 ml / min, volumen de inyeccion de muestra fue de
1 ul. El1 MS se trabajo con impacto electrénico como fuente de iones EIl, energia
electronica 70 eV, temperatura de cuadrupolos 150 ° C, temperatura de interfaz 230 ° C,
m / z = 30-400 amu. La identificacion de los compuestos se realizd comparando sus
espectros de masas con los de la biblioteca Wiley 7 n.L, considerando una coincidencia
de calidad> 85% ( Arango, et al., 2012).

6.6.- Obtener con el aceite esencial de orégano (AEO) una emulsion estable utilizando
goma arabiga (GA) y quitosano (Q)

6.6.1 Preparacion de la emulsion

Las emulsiones fueron formuladas con GA y Q marca Sigma Chemicals Co., St. Louis,
MO. para tener una fase dispersa en fraccion volumétrica de ¢v=0.09 y ¢v=0.05 y una
relacion AEO a material emulsionante (goma arabiga: quitosano) en fraccion masica de
¢ém =1:1.1 hasta ¢m=1:2.2. Las emulsiones de AEO fueron elaboradas con el método de
deposicion electrostatica capa por capa (DCC) que consiste en 2 etapas: ler etapa) se
disolvié la GA en solucidn de acido acético al 1%, para obtener una emulsion simple o
primaria, a esta solucion se agregd gota a gota el aceite esencial de orégano, a una
velocidad de homogenizacion de 7600 rpm durante 5 min después, 2da etapa) se re-
disperso la emulsion primaria en una solucion de Q a las siguientes relaciones 1.2% Q y
0.6% Q, mediante agitacion magnética por 5 minutos. Se realizaron 3 formulas de

emulsiones de AEO como se muestra en la Tabla 3.

36



Tabla 3. Formulaciones de emulsiones de AEO con GAy Q

AEO GA Q o

El 5% 506 0.6% ¢v=0.05 y ¢m= 1.1
E2 5% 10% 1.2% ¢v=0.05 Yy pm= 2.2
E3 9% 9% 1.2% Gv=0.09 Y ¢m= 1.2

6.6.2 Estabilidad de emulsiones
6.6.2.1 Tamano de particula y tasa de coalescencia

Se midi6 la estabilidad fisica de la emulsion usando un Malvern Mastersizer 3000
(Malvern Instruments, Ltd, Worcestershire, UK) con una unidad de Hydro LV usando
agua como medio dispersante, el software calculo el tamafio de particula a través de la
determinacion de la tasa de coalescencia al medir el tamafio de particula (dso) y la
distribucion de los globulos en cada emulsion. La tasa de coalescencia de los globulos de
una emulsion generalmente sigue una cinética de primer orden y se obtuvo a través de la

siguiente ecuacion:

3
d
& :{—( 30 )t=°} Ecuacion 4
N (d30 )t:t

[0]
Donde N:es el nimero de globulos al tiempo t, No es el numero de gldbulos al tiempo cero

y Kc (s) es la tasa de coalescencia y esta relacionada con la probabilidad de que se rompa

la pelicula interfacial al tiempo t. Al graficar Ini%j versus t (s) (el tiempo de

[o]
almacenamiento) para cada emulsion, de la pendiente se obtiene la tasa de coalescencia
(Perez, et al., 2011).

6.6.2.2 indice de cremado

10 g de emulsién fueron colocados en un tubo de ensaye (15mm de didmetro interno y

125mm de altura), las muestras fueron almacenadas a temperatura ambiente hasta el
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término del experimento. Se midié la altura de la capa opaca (capa superficial, H1) y la
capa semitransparente o menos opaca (H2), la altura total de la emulsion es (Hs =Hi+H>).
El indice de cremado = 100x(H1/Hz) (Klinkesorn, 2009). Ecuacion 5

6.6.2.3 Medicidn del potencial-C:

Se utilizaron soluciones acuosas de biopolimeros y emulsiones a una dilucién de la
concentracion 1:200, aproximadamente 0.1 g de muestra se diluyeron a un volumen final
de 20 mL usando agua destilada acidificada a pH 3.0 posteriormente la muestra fue
inyectada a la camara de medicion del instrumento de movilidad electroforética Zetasizer
Nano ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, England, UK). Para las mediciones se
uso una celda de inmersion universal (ZEN 1002, Malvern Instrument, Worcestershire,
UK) a 25 °C. El potencial-{ se determind midiendo la direccion y velocidad de las gotas
en un campo eléctrico aplicado, el software del equipo convierte las mediciones de
movilidad electroforética en valores de potencial zeta utilizando el modelo
Smoluchowski. La potencial zeta se calculé a partir del promedio de tres mediciones de

las soluciones diluidas.

6.6.2.4 Estabilidad de la AA de emulsiones de AEO

Para determinar la estabilidad en la actividad antioxidante de las emulsiones de AEO se
utilizo el ensayo DPPH siguiendo la metodologia descrita en el apartado 6.4.2. en una

cinética de 90 dias usando como control AEO no emulsionado.

6.7.- Evaluar la capacidad antioxidante del aceite esencial de orégano en emulsiones
estables de aceite de linaza (EAL) utilizando goma arabiga (GA), goma de mezquite
(GM) y quitosano (Q)

6.7.1 Obtencién de GA, GM, Qy AL

La goma de mezquite (GM) exudado del &rbol de mezquite (Prosopis leavigata) se obtuvo

del estado de San Luis Potosi, México. La goma fue purificada en el laboratorio con la
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técnica mostrada en el articulo de Vernon-Carter y col. (1996). La goma de arabiga (GA)
y el quitosano (Q) se obtuvo de Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO. El AL extra virgen
prensado en frio marca Olimu procedente de Cuernavaca, Morelos, México. (66% alfa
linolénico, 14% linoléico y 20% oleico)

6.7.2 Preparacion de EAL

Con la finalidad de aplicar a una matriz el AEO como aditivo antioxidante se utilizé un
sistema emulsionado de AL con &cidos grasos insaturados que se oxidan facilmente, se
realizaron 3 disefios de EAL y se evalud la capacidad antioxidante del AEO para proteger
de la oxidacion al AL.

6.7.2.1 Diseflo 1 de emulsiones de aceite de linaza (EAL) con GAy Q

En el disefio 1 las emulsiones fueron elaboradas con el método de deposicion electrostatica
capa por capa (DCC) en 2 etapas: ler etapa) se disolvio la GA en solucion de acido acético
al 1%, para obtener una emulsion simple o primaria, a esta solucién se agrego gota a gota
a el AL, a una velocidad de homogenizacion de 7600 rpm durante 5 min después, 2da
etapa) se re-dispersaron la emulsién primaria en una solucion de Q a 0.6% mediante
agitacion magnética por 5 minutos. Las EAL fueron formuladas como se observa en la
Tabla 4 para tener una fase dispersa, ¢= 0.05 y una relacion de material emulsionante a
aceite de linaza de 1:1. Se usaron diferentes concentraciones de AEO como aditivo
antioxidante, como referencia se uso el antioxidante sintético butil hidroxitolueno (BHT)
a 3 dosis. Como control se utilizé una emulsion sin antioxidantes (Oppm). También se
evalud el AL no emulsionado en 3 formas: sin antioxidantes, con BHT y con AEO. A las
EAL y al AL no emulsionado se midieron hidroperoxidos y Thars en cinética de 40 dias.
Tamafio de particula y tasa de coalescencia, indice de cremado y potencial-{ s en

emulsiones de AL.
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Tabla 4. Formulaciones de AL y EAL para medir la capacidad antioxidante del AEO

AEO BHT AL GA Q
AL
ALl -- -- 5% 5% 0.6%
AL2 -- 30 ppm 5% 5% 0.6%
AL3 1200 ppm -- 5% 5% 0.6%
EAL método DCC
EAL1 -- 30 ppm 5% 5% 0.6%
EAL2 -- 65 ppm 5% 5% 0.6%
EAL3 - 200 ppm 5% 5% 0.6%
EAL4 1200 ppm - 5% 5% 0.6%
EAL5 2400 ppm - 5% 5% 0.6%
EAL6 7400 ppm - 5% 5% 0.6%
EAL7 -- -- 5% 5% 0.6%

Las dosis de BHT a 30 ppm y AEO a 1200 ppm utilizadas fueron definidas por resultados
previos obtenidos en los ensayos de DPPH para el AEO y BHT donde se obtuvieron
porcentajes (%) de inhibicion cercanos a la 1Cso del radical DPPH, las dosis de BHT a 65
ppm y AEO a 2400ppm son las que estan cercanas al 100% de inhibicion, también se
utilizo la dosis recomendada comercialmente de BHT a 200ppm y de acuerdo a la relacion
de porcentaje de inhibicion 1:37 aproximadamente que presentaron el BHT y el AEO en

el ensayo DPPH se calculo su posible equivalencia en AEO de 7400 ppm.

6.7.2.1.1 Ensayo de Hidroperoxidos

Para evaluar la capacidad antioxidante del AEO para proteger de la oxidacion al AL
emulsionado se midié la oxidacion a través del tiempo por el indice de hidroperdxidos
como medida de determinacion de productos primarios de la oxidacion durante 40 dias.
A 0.5 ml de emulsién se adicionaron 1.5 ml de una mezcla de isooctano/2-propanol (3:1,
v/v), se agitaron 3 veces por 10 s y se centrifugaron por 15 min a 6000 rpm. La fase

organica (0.2 ml) se mezclé con 2 ml de una solucién metanol/1-butanol (2:1, v/v),
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posteriormente se adicionaron 15 ul de tiocianato de amonio 3.94 M y 15 ul de una
solucion de iones hierro (obtenida de la mezcla de 0.132 M BaCl y 0.144 M Fe SOa),
después de 20 minutos se midi6 la absorbancia a 510 nm con un espectrofotometro UV/
visible. La concentracion de hidroperdxidos se calcul6 a partir de una curva estandar de
hidroperdxidos de cumeno en un intervalo de concentraciones de 0-20uM, se tomaron
0.2ml de cada concentracion y se siguié el mismo procedimiento que con las muestras,
partiendo desde la adicion de 2 ml de una solucion metanol/1-butanol (2:1, v/v). Los
resultados se expresaron en mmoles de hidroperoxido por kg de muestra (Adams, et al.,
2010).

6.7.2.1.2 Ensayo de TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico)

La formacion de productos secundarios de la oxidacion se realizd mediante la
determinacion de malonaldehido (MDA) y de TBARS, metodologia descrita por
Rodriguez et al. (2006). Este se basa en la reaccion del MDA con el &cido 2-tiobarbitarico
(TBA). EI MDA, en condiciones de bajo pH y alta temperatura, reacciona con el acido
tiobarbiturico (TBA) dando lugar a un aducto MDA-TBA cromdgeno o pigmento rojo que
es detectable por espectrofotometria. Se tomaron 0.3 ml de cada emulsion de AL y se
afiadieron 2.7 ml de una mezcla de etanol con BHT al 0.06%, se agitaron en vortex por 10
s, se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min, posteriormente se tomaron 50ul del
sobrenadante y se colocd en un tubo de ensayo y se afiadieron 1.95 ml de reactivo de TBA
se mezclaron en vortex por 10 s, se sometieron a calentamiento a 100 °C por 15 min,
después de enfriar se midié la absorbancia a 532 nm con un espectrofotometro UV/
visible. Se elabord una curva de calibracién con 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) en un
intervalo de concentraciones de 0-4uM, como se muestra en la Tabla 5 a partir de una
disolucion con una concentracién de 80 uM. Las soluciones preparadas fueron 0,0, 0,4,

0,8, 1,6, 2,5,y 4,0 uM, con los que se realizé la calibracion.
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Tabla 5. Preparacion de soluciones para curva de calibracion de determinacién de TBARS

Concentracion Solucion 80umol Agua destilada
(M) (k) (ml)
0.0 0 10.0
0.4 50 9.95
0.8 100 9.90
1.6 200 9.80
2.5 310 9.69
4.0 500 9.50

De cada concentracion se tomaron 50ul, el mismo procedimiento se sigui6é que con las
muestras, partiendo desde la adicion de 1.95ml de reactivo TBA. Los resultados se

expresaron en mM de malonaldehido por kg de muestra.

6.7.2.1.3 Estabilidad de las emulsiones

6.7.2.1.3.1 Tamafo de particula y tasa de coalescencia

Para la medicion de la estabilidad fisica en cada emulsién se determino el tamafo de

particula y tasa de coalescencia siguiendo la metodologia detallada en el apartado 6.6.2.1

6.7.2.1.3.2 Indice de cremado

Se midié el indice de cremado en las emulsiones de AL siguiendo la metodologia descrita

en el apartado 6.6.2.2

6.7.2.1.3.3 Medicion del potencial-C:

Para la medicion del potencial-{ de las emulsiones se utilizo la metodologia detallada en
el apartado 6.6.2.3

42



6.7.2.2 Diseflo 2 EAL con GM y Q

En el disefio 2 partiendo de los resultados obtenidos del disefio 1, se modificaron las dosis
evaluadas de AEO y BHT Yy se utilizd GM, las EAL fueron elaboradas por dos métodos,
por el metodo tradicional (MT) obteniendo emulsiones simples y por el método de
deposicion electrostatica capa por capa (DCC), con el MT para obtener una emulsion
simple se disolvié la GM en solucion de acido acético al 1%, y a esta solucion se agregd
gota a gota el AL, a una velocidad de homogenizacién de 7600 rpm durante 5 min con
una fase dispersa ¢= 0.10 y una relacion de material emulsionante a AL de 1:1. Las
emulsiones elaboradas con el método DCC fueron en 2 etapas ler etapa) con una ¢= 0.05
y una relacion de material emulsionante a AL de 1:1, se disolvid la GA en solucion de
acido aceético al 1%, para obtener una emulsion simple o primaria, a esta solucion se
agreg0 gota a gota el AL, a una velocidad de homogenizacion de 7600 rpm durante 5 min
después, 2da etapa) se re-dispersaron la emulsion primaria en una solucion de Q a 2%
mediante agitacion magnética por 5 minutos. La concentracion de AEO como aditivo
antioxidante utilizada fue a diferentes dosis y como referencia se usé el antioxidante

sintético BHT. Se prepararon 8 emulsiones seglin Tabla 6.

Tabla 6. Formulaciones de EAL con GM y Q por MT y método DCC para medir la capacidad antioxidante
del AEO

AEO BHT AL GM Q
MT
El -- -- 10% 10% --
E2 1200 ppm -- 10% 10% --
E3 -- 30 ppm 10% 10% --
DCC

E4 300 ppm -- 5% 5% 2%
ES 600 ppm -- 5% 5% 2%
E6 1200 ppm -- 5% 5% 2%
E7 2400 ppm -- 5% 5% 2%
E8 -- 30 ppm 5% 5% 2%
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En cada emulsion se midieron hidroperoxidos y Thars en una cinética de 40 dias, asi

como tamafio de particula, indice de cremado y potencial-C.

6.7.2.2.1 Hidroperoxidos

Para evaluar la capacidad antioxidante del AEO para proteger de la oxidacion al AL
emulsionado se midi6 la oxidacion a través del tiempo por el indice de hidroperéxidos
siguiendo la metodologia como se indica en el apartado 6.7.2.1.1

6.7.2.2.2 Ensayo de TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico)

La determinacion de malonaldehido (MDA) y de TBARS, se realiz6 con la metodologia

descrita en el apartado 6.7.2.1.2

6.7.2.2.3 Estabilidad de las emulsiones

6.7.2.2.3.1 Tamanio de particula y tasa de coalescencia

Para la medicion de la estabilidad fisica en cada emulsién se determino el tamafo de

particula y tasa de coalescencia siguiendo la metodologia detallada en el apartado 6.6.2.1

6.7.2.2.3.2 Indice de cremado

Se midio el indice de cremado en EAL siguiendo la metodologia descrita en el apartado
6.6.2.2

6.7.2.2.3.3 Medicion del potencial-C:

Para la medicion del potencial-{ de las emulsiones se utiliz0 la metodologia detallada en
el apartado 6.6.2.3
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6.7.2.3 Diseflo 3 de EAL con GAyY Q

En el disefio 3, con la finalidad de utilizar la GA se utilizaron las mismas dosis de AEO y
BHT que en el disefio 2, las EAL fueron elaboradas por 2 métodos, por el método
tradicional (MT) obteniendo emulsiones simples y por el método de deposicion
electrostatica capa por capa (DCC), con el MT para obtener una emulsiéon simple se
disolvi6 la GM en solucion de acido acético al 1%, y a esta solucidn se agreg6 gota a gota
el AL, a una velocidad de homogenizacion de 7600 rpm durante 5 min con una fase
dispersa ¢= 0.05 y una relacion de material emulsionante a AL de 1:1. Las emulsiones
elaboradas con el método DCC fueron en 2 etapas ler etapa) con una ¢= 0.025 y una
relacion de material emulsionante a AL de 1:1, se disolvid la GA en solucion de acido
acetico al 1%, para obtener una emulsion simple o primaria, a esta solucion se agrego gota
a gota el AL, a una velocidad de homogenizacion de 7600 rpm durante 5 min después,
2da etapa) se re-dispersaron la emulsion primaria en una solucién de Q a 2% mediante
agitacion magnética por 5 minutos. La concentracion de AEO como aditivo antioxidante
utilizada fue a diferentes dosis y como referencia se usoé el antioxidante sintético BHT. Se

prepararon 8 emulsiones segun Tabla 7.

Tabla 7. Formulaciones de EAL con GA'y Q por MT y método DCC para medir la capacidad antioxidante
del AEO

AEO BHT AL GA Q
MT
El - - 5% 5% -
E2 1200 ppm - 5% 5% -
E3 - 30ppm 5% 5% -
DCC
E4 300 ppm - 25%  25% 2%
ES 600 ppm - 25%  25% 2%
E6 1200 ppm - 25%  25% 2%
E7 2400 ppm - 25%  25% 2%
ES - 30ppm  25%  25% 2%
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En cada emulsion se midié hidroperdxidos y Thars en una cinética de 40 dias, asi como
tamario de particula, indice de cremado y potencial-C.

6.7.2.3.1 Hidroperoxidos

Para evaluar la capacidad antioxidante del AEO para proteger de la oxidaciéon al AL
emulsionado se midié la oxidacién a través del tiempo por el indice de hidroperoxidos
siguiendo la metodologia como se indica en el apartado 6.7.2.1.1

6.7.2.3.2 Ensayo de TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico)

La determinacion de malonaldehido (MDA) y de TBARS, se realiz6 con la metodologia

descrita en el apartado 6.7.2.1.2

6.7.2.3.3 Estabilidad de las emulsiones

6.7.2.3.3.1 Tamafio de particula y tasa de coalescencia

Para la medicion de la estabilidad fisica en cada emulsién se determino el tamafo de

particula y tasa de coalescencia siguiendo la metodologia detallada en el apartado 6.6.2.1

6.7.2.3.3.2 Indice de cremado

Se midio el indice de cremado en las EAL siguiendo la metodologia descrita en el apartado
6.6.2.2

6.7.2.3.3.3 Medicion del potencial-C:

Para la medicion del potencial-{ de las emulsiones se utiliz0 la metodologia detallada en
el apartado 6.6.2.3
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6.8. Obtencion de microcdpsulas de aceite esencial de orégano (AEO) mediante
secado por aspersion (Spray dry) utilizando goma arébiga (GA), quitosano (Q) y
maltodextrina (MD)

6.8.1 Preparacion de emulsiones de AEO para secado

Las emulsiones de AEO para secado fueron formuladas con GA y Q que se obtuvieron
de Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO. para tener una fase dispersa en fraccion
volumétrica de ¢= 0.025 con diferentes relaciones de AEO y material emulsionante. Las
emulsiones de AEO fueron elaboradas con MT para obtener emulsiones simples y por el
método DCC que consiste en 2 etapas, previamente descritos. Se utilizo MD marca
Amidex 10 elaborado por Ingredion México S.A. de C.V. Se realizaron 4 formulas de

emulsiones para secado como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Formulaciones de secado de AEO con GA 'y Q para obtener microcapsulas mediante el proceso de

secado por aspersion (Spray dry)

AEO GA Q MD
El 2.5% 2.5% 2% 10%
E2 2.5% 2.5% -- 10%
E3 2.5% 5% -- 10%
E4 2.5% 7.5 -- 10%

6.8.2 Formacion de microcapsulas:

Las emulsiones de aceite esencial de orégano se alimentaron a un secador por aspersion,
a una temperatura de entrada de 160°C+ 5°C y a una temperatura de salida de 80°C+ 5°C,

con una presion de atomizacion de 3.5 bar.

6.8.3 Caracteristicas de las microcapsulas obtenidas, color, Aw y Humedad
6.8.3.1 Color
Las mediciones de color de las microcapsulas se realizaron por colorimetria de

reflectancia de triestimulos. Se utiliz6 un Color Flex EZ (Hunter Lab, Reston, VA, EE.
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UU.). Se coloco una cantidad 3g de muestra y los analisis se realizaron por triplicado para

determinar los pardmetros X, Yy Z .

6.8.3.2 Actividad de agua (Aw)

La actividad de agua (Aw) fue medida por lectura directa en un equipo digital
AQUALAB, modelo 4TE (Decagon Devices Inc., Pullman, WA) con temperatura
controlada de 25 °C.

6.8.3.3 Humedad

La humedad se determind mediante el método de la AOAC (1990) de secado en estufa.
Se pesaron 3 g de microcépsulas recién obtenidas y se secaron en una estufa a 70 °C por
24 horas.

6.8.4 Retencidn total de AEO y eficiencia de microencapsulacion

El calculé de retencion total de AEO se realizo determinando la cantidad de aceite
presente en un peso conocido de microcapsulas y se procedié a calcular la retencion total
de AEO (RT) de microencapsulacion, el cual es la razén del aceite a encapsular con
respecto al adicionado en la emulsion, segin lo definido por Ramos 2009 y Da Costa et
al., 2013. Utilizando la ecuacion 6 se obtuvo el célculo correspondiente.

RT= Aceitetotal Ecuaciéon 6
Aceiteinicial

Donde Aceitetwotal €s la concentracion de aceite después del proceso de secado y Aceiteinicial

es la concentracién de aceite antes del secado.

El calculo de la eficiencia de microencapsulacion (ME) nos indica el porcentaje de aceite
esencial encapsulado que no esta expuesto a condiciones ambientales. Utilizando la

ecuacién 7 se calculd la eficiencia de la microencapsulacion:
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ME = (Aceitetotal - Aceitesuperficial) X 100 Ecuaciéon 7
Aceitetotal

Donde ME es la eficiencia de encapsulacién, Aceitetotal s el total de la cantidad de aceite
y Aceitessuperficial €S la cantidad de aceite no encapsulado presente en la superficie de la

microcéapsula.

6.8.5 Analisis de AEO de microcapsulas por cromatografia de gases acoplado a un
espectrometro de masas. (GC-MS)

Las muestras de aceite esencial de orégano fueron diluidas en hexano y el volumen

inyectado fue de 1pl siguiendo la metodologia del apartado 6.5.

6.8.6 Actividad antioxidante de microcapsulas
6.8.6.1 Actividad antioxidante

Para determinar su estabilidad en la actividad antioxidante, a 0.1g de microcapsulas se
adicionaron 10ml de etanol y se disolvieron en vortex durante 10 s, posteriormente se
centrifugaron a 3000rpm por 10 min, para el ensayo DPPH se determind el % de
Inhibicion al radical DPPH en la dosis de 1200 ppm en los 4 secados de microcapsulas

con la metodologia descrita en el apartado 6.4.2.

6.8.7 Medicion del potencial-C:

Para la medicion del potencial-C de las emulsiones para secado y microcapsulas se utilizo

la metodologia detallada en el apartado 6.6.2.3

6.8.8 Microscopia Electronica de Barrido en microcapsulas

La morfologia de las microcapsulas se determind mediante la toma de micrografias, se
utilizd6 microscopio electronico de barrido (MEB) JEOL JMS 7600F obtenida con la

metodologia reportada por Valverde, 2016. Se colocé la muestra en trozos de aluminio en
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el MEB y recubiertos con oro/paladio. ElI microscopio utilizado fue un JSM-6490LV
(JEOL, Tokio, Japdn).

7.0 Disefio experimental y andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos en la parte experimental de este estudio se sometieron a un
analisis ANOVA y comparacion de medias Tukey, para esto se utiliz6 el programa
estadistico SPSS Statistics version 17.
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8.0RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Muestreo y obtencion de material bioldgico.

Se adquiri6 el orégano cultivado (Poliomintha longiflora Gray) en el municipio de
Higueras, N. L. (Figura 10). Las coordenadas del sitio son latitud: 25°58°20.88”N,
longitud: 100°0°54.00”0

Figura 10. Localizacién del municipio de Higueras en el mapa de Nuevo Leon.

En el invierno (enero), verano (junio) y otofio (septiembre) de los afios 2011 y 2012 se

trabajo con orégano cultivado secado a sol como se muestra en la Figura 11.

Figura 11. Cultivo de Poliomintha longiflora Gray en el municipio de Higueras.
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Las muestras obtenidas de las plantas de orégano como objeto de estudio fueron de 2
composiciones: una muestra simple 100% hoja (hoja) y una muestra compuesta que es la
forma como se vende comercialmente de hoja:céliz relacion 82:18 % Ilamada mixto

(mixto) mostrado en la Figura 12.

Figura 12. Hojas y caliz de orégano cultivado Poliomintha longiflora Gray en el municipio de Higueras.
8.2 Extraccion del aceite esencial de orégano (AEO)

A nivel laboratorio para obtener el aceite esencial de orégano por el método de arrastre de
vapor, primero se adaptd un destilador con materiales de vidrio de uso comun
posteriormente se realizaron modificaciones a un equipo de tipo autoclave como se
muestra del lado derecho de la Figura 13 al cual se le colocé un refrigerante fabricado en
acero inoxidable con la finalidad de utilizar mayores cantidades de muestra para la
obtencion de AEO.

Figura 13. Destilador de arrastre de vapor adaptado con una autoclave a nivel laboratorio, para obtener

mayores rendimientos de aceite esencial de orégano.
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8.3 Caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial de orégano obtenido

El rendimiento de aceite esencial obtenido en invierno (enero 2012), verano (junio 2012)
y otofio (septiembre 2011) en las muestras de composicion mixto y hojas fue de 1.5% a
3.5% como se muestra en la Figura 14. En la temporada de invierno y verano, no hay
diferencia en la obtencion de AEO tanto de hojas como mixto que fue de 1.6 a 1.9% son
temporadas donde se registra una menor precipitacion durante el afio y no asi en el otofio
que se caracteriza por la presencia de lluvias y pudiera contribuir a un mayor rendimiento

de aceite esencial de orégano.
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Figura 14. Rendimiento (%) de AEO obtenido por arrastre de vapor en hoja y mixto en tres temporadas.
Letras mayusculas iguales sobre las barras representan que no hay diferencias significativas (p<0.05) entre
las temporadas.

La diferencia significativa (p<0.05) en el rendimiento de aceite de orégano esta dada por
la temporada obteniendo mayor rendimiento de aceite cuando es otofio (septiembre) y no
habiendo diferencia por la composicién cuando la muestra es mixto o son hojas. El

incremento en el rendimiento de aceite esencial de orégano se pudo deber a la presencia

53



de lluvias durante la temporada de otofio, otros autores han reportado un incremento en la
produccion de aceite esencial en temporada de lluvias (Demuner et al., 2011). El mayor
rendimiento de aceite esencial que se obtuvo en la temporada de otofo coincide con lo
reportado para la especie de orégano Poliomintha donde el mayor rendimiento de aceite
esencial de orégano cultivado en el municipio de higueras se obtuvo también durante la

temporada de otofio del 2013 (Rodriguez, 2014).

Pero también algunos autores mencionan que la principal variabilidad en rendimiento de
aceite es debido principalmente al origen segiin Moriconu, 2009. Por otro lado la literatura
reporta valores de 1% hasta 5.6 % de aceite para las especies conocidas como orégano

(Mufioz, 2007; Paredes 2007 y Arcila, 2004).

Las caracteristicas fisicoquimicas de indice de refraccion y densidad de los AEO (Tabla
9) muestran valores en un rango de 1.4616- 1.4624 en el indice de refraccion y valores de

0.9207-0.9277 para densidad.

Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas de los AEOQ, indice de refraccion (I.R.) y densidad

caracteristicas Fisicoquimicas

Temporada I.R. Densidad

Hojas Mixto Hojas Mixto
Invierno 1.4618+0.0000 1.4622+0.0000 0.9277+0.0012 0.9207+0.0012
Verano 1.4619+0.0000 1.4623+0.0000 0.9207+0.0012 0.9213+0.0012
Otofio 1.4616+0.0001 1.4624+0.0000 0.9233+0.0012 0.9257+0.0012

8.4 Determinacion de la concentracion de polifenoles y capacidad antioxidante del
AEO (DPPH, ABTS y ORAC)

8.4.1 Ensayo Folin-ciocalteu

Este método indirecto mide actividad reductora (rx redox) y es adecuado como

procedimiento preliminar de deteccion de potencial antioxidante, no diferencia
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antioxidantes de agentes reductores por lo que cualquier agente reductor tendré buenos
resultados en el ensayo (Amorati, et al., 2013).

Los resultados logrados en la prueba de contenido de polifenoles totales como GAE (mg
equivalentes de &cido galico por gramo) de aceite de orégano muestran un mayor
contenido en las tres temporadas cuando la composicion de la muestra es hojas con valores
en los rangos de 147 GAE mg/g hasta 171 GAE mg/g como se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Polifenoles totales en equivalentes de acido galico (GAE mg/g) en AEO de hojas y mixto de tres
temporadas. Letras mayusculas iguales sobre las barras representan que no hay diferencias significativas
(p<0.05) entre las temporadas y letras minusculas diferentes representan diferencias significativas (p<0.05)

dentro de las temporadas en mixto y hojas.

La diferencia significativa (p<0.05) en el contenido de polifenoles totales en el aceite de
orégano es afectada por la composicion de la muestra si es mixto o si son hojas, obteniendo
el mayor contenido de polifenoles totales cuando la muestra son hojas y en las temporadas
de verano y otofio. En aceites esenciales de varios oréganos mexicanos se reportan valores
de 13.2 hasta 87.9 GAE mg/g, siendo los resultados obtenidos mayores a los reportados

(Silva, et al, 2017).
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8.4.2 Ensayo DPPH

Se determiné para todas las muestras de AEO en concentracion fija de 1200 ppm por el
método DPPH la capacidad antioxidante como porcentaje de inhibicion del radical DPPH
por ser la concentracién en los AEO estudiados cercana a porcentajes de inhibicion del
50% en pruebas preliminares. Los valores obtenidos como porcentaje de inhibicién se
encuentran en un rango de 51.6% hasta 60.8% a mayor porcentaje de inhibicién del radical

DPPH mayor es la capacidad antioxidante del AEO como se aprecia en la Figura 16.
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Figura 16. Actividad antioxidante por DPPH en porcentaje de inhibicion del radical DPPH de los AEO de
las muestras de hoja y mixto de tres temporadas. Letras minGsculas diferentes representan diferencias

significativas (p<0.05) dentro de las temporadas en mixto y hojas.

La diferencia significativa (p<0.05) en la capacidad antioxidante en el aceite de orégano
para inhibir el radical DPPH esta dada por la composicion de la muestra cuando son hojas
y mixto y no es afectada por la temporada (p<0.05). En el invierno a diferencia del resto

de las temporadas la composicion de la muestra no tiene influencia en la capacidad
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antioxidante. La mejor capacidad antioxidante para inhibir el radical DPPH se obtuvo en
el AEO de hojas. La literatura reporta concentraciones en un rango de 680 ppm -1820ppm
para porcentajes de inhibicion del 50% (Olivas, et al., 2020)

8.4.3 Ensayo ABTS
Para el método ABTS los resultados obtenidos y expresados como TEAC (micromoles de

actividad antioxidante equivalente de Trolox) por cada 100g de aceite de orégano
comprenden valores de 100,000 hasta los 160,000 aproximadamente (Figura 17).
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Figura 17. Actividad antioxidante por ABTS en micromoles equivalentes de Trolox (TEAC umol/100g) de
los AEO de las muestras de hoja y mixto de tres temporadas. Letras mayUsculas iguales sobre las barras

representan que no hay diferencias significativas (p<0.05) entre las temporadas.

La diferencia significativa (p<0.05) en la actividad antioxidante por el método ABTS en
el aceite de orégano esta dada por la temporada de verano y otofio con mayor actividad

antioxidante con respecto a la temporada de invierno y no asi por la composicion de la
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muestra. Se han reportado en especies de orégano griego en pruebas de ABTS valores de
43,008 hasta 39,700 de TEAC umol/100g por Kosakowska, et al., 2021.
8.4.4 Ensayo ORAC

En el método ORAC los resultados obtenidos como unidades ORAC (micromoles de
actividad antioxidante equivalente de Trolox (TE) por cada 100g) de aceite de orégano

comprenden valores de 120,000 hasta los 153,000 aproximadamente (Figura 18).
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Figura 18. Actividad antioxidante en Unidades ORAC (TE umoles/100g) de los AEO de las muestras de
hoja y mixto de tres temporadas. Letras mayusculas iguales sobre las barras representan que no hay

diferencias significativas (p<0.05) entre las temporadas.

La diferencia significativa (p<0.05) en la actividad antioxidante en el aceite de orégano es
debida a la temporada de junio y septiembre siendo mayor actividad con respecto a enero
y no asi por la composicion de la muestra. Estudios reportados en aceite esencial de
orégano (Origanum vulgare L.) usado en procesos de encapsulacion reportan valores
ORAC de 208,000 + 2100 pumol TEAC/100g (Beiréo et al., 2012 ). Por otro lado los

valores reportados en la base de datos de la USDA para orégano es de 159,277 valor de
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ORAC (Haytowitz, 2010). Los valores obtenidos en este trabajo se encuentran en los

rangos reportados en estudios previos.

8.5 Cuantificacién de timol y carvacrol en el aceite esencial de orégano por
cromatografia de gases (GC)

El contenido de timol (% p/p) en los aceites de orégano fue variable y comprenden valores
de 10% a 16% aproximadamente (Figura 19).
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Figura 19. Contenido en porcentaje de timol en los AEO de las muestras de hoja y mixto de tres temporadas.
Letras mayusculas iguales sobre las barras representan que no hay diferencias significativas (p<0.05) entre
las temporadas y letras minusculas diferentes representan diferencias significativas (p<0.05) dentro de las

temporadas en mixto y hojas.

La diferencia significativa (p<0.05) en el contenido de timol en el aceite de orégano es
debida a la temporada y a la composicion anatdmica de la muestra mixto y hoja. EI mayor
contenido de timol se presenta cuando la composicion de la muestra son hojas en las tres
temporadas. En la temporada de otofio (septiembre) se presenté el mayor contenido de

timol (p<0.05) sin diferencia en muestras de composicion de hojas o mixto. Por lo que el
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aprovechamiento de la planta de orégano seria mayor en la temporada de otofio para la

extraccion de aceite.

El contenido de carvacrol (% p/p) en los aceites de orégano fue variable en las temporadas
y en la composicion de la muestra con valores entre 20% a 32% aproximadamente (Figura
20).
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Figura 20. Contenido en porcentaje de carvacrol en los AEO de las muestras de hoja y mixto de tres
temporadas. Letras mayuUsculas iguales sobre las barras representan que no hay diferencias significativas
(p<0.05) entre las temporadas y letras minusculas diferentes representan diferencias significativas (p<0.05)

dentro de las temporadas en mixto y hojas.

La diferencia significativa (p<0.05) en el contenido de carvacrol en el aceite de orégano
estd dada por la diferente composicion anatdmica de la muestra mixto y hojas y asi
también por la temporada. Durante las temporadas el mayor contenido se obtuvo en hojas.
El otofio fue la temporada con mayor contenido de carvacrol y sin diferencia (p<0.05)
entre muestras de composicion hojas y mixto, obteniendo un mayor aprovechamiento de

la planta de orégano para la extraccion de aceite en la temporada de otofio.
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Altos contenidos de carvacrol son deseables cuando se busca una actividad bioldgica
especifica como sugiere Walczak et al. 2021, donde la habilidad del timol y carvacrol en
biofilm de superficies de polipropileno, polietileno y acero inoxidable usadas en
produccion de alimentos y farmacos fue estudiada, mostrando el carvacrol ser mas

efectivo reduciendo la cantidad de biofilm comparado con el timol.

La suma de los fenoles Timol y Carvacrol (% p/p) principales responsables de la actividad
antioxidante en los aceites de orégano durante las temporadas y composicion de muestra
hojas y mixto fue superior al 30% y como méximo 49% aproximadamente (Figura 21).
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Figura 21. Contenido total en porcentaje de timol y carvacrol en AEO de las muestras de hoja y mixto de
tres temporadas. Letras mayusculas iguales sobre las barras representan que no hay diferencias significativas
(p<0.05) entre las temporadas y letras mindsculas diferentes representan diferencias significativas (p<0.05)

dentro de las temporadas en mixto y hojas

La diferencia significativa (p<0.05) en el total de Timol + Carvacrol en el aceite de
orégano esta dada por la temporada de otofio que presento el mayor contenido total de
estos fenoles sin diferencia en la composicion de muestra. La relacion proporcional que

se guarda entre timol y carvacrol en los aceites de orégano cultivado es de
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aproximadamente de 1:1.5 hasta 1: 2, es decir por 1 parte de timol la presencia de carvacrol
es cercana a 2 partes. Varios estudios reportan que antioxidantes presentes en el orégano
se encuentran en diferente cantidad y distribucion dependiendo de la parte en que se
encuentren de la planta como las hojas, tallos y flores (Mufioz, et al., 2007). En las hojas
de Lippia origanoides se reporta carvacrol + timol 53.2%, p-cimeno 10.1%, Y'-terpineno
y trans-p-cariofileno 3.4% (Muiioz, et al., 2007), otro estudio reporta en 6 aceites
esenciales de orégano (origanum vulgare) la presencia de timol (0.2-5.8%) y carvacrol
(58.7-77.4%) (Carrasco, et al 2016).

8.6 Emulsiones de AEO con GAyY Q

Los formulados obtenidos de emulsiones de aceite esencial de orégano (EAEO) fueron 3
(Figura 22) con cantidades variables de GA 'y Q y como control el AEO, se les determind
la actividad antioxidante (AA) como el % de inhibicién al radical DPPH a concentracién
de 1200ppm y un tiempo de 2.5h

AEO GA Q Agua
EIAEO 5% 5% 0.6% 89.4%

E2AEO 5% 10% 1.2% 83.8%

ESAEO 9% 9% 1.2% 80.8%

Figura 22. Formulados de AEO emulsionado con GAy Q

Los resultados de actividad antioxidante (AA) se expresaron como % de conservacion de
la AA alos 45 dias (Figura 23) donde el control fue el AEO el cual no presento variacion,
por lo que se conservo el 100% de su AA. La emulsion E2AEO no mostro diferencia
significativa respecto al control de AEO y conservo su AA, mientras que el resto de las
emulsiones disminuyeron significativamente la AA, con valores de conservacion de la AA
de 70% y 87% en las emulsiones ELAEQO y E3AEQ respectivamente, en estas emulsiones
la relacion de material de pared respecto al AEO es de aproximadamente 1:1, mientras
que para el formulado E2AEO fue de 2:1 material de pared respecto al AEO protegiendo
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con mayor eficiencia el material encapsulado permitiendo conservar su AA sin cambios

significativos.

% AA CONSERVADO A LOS 45 DIAS
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Figura 23. Porcentaje (%) de actividad antioxidante (AA) conservado a los 45 dias en emulsiones de AEO
con diferentes relaciones de material de pared y AEO. Letras mindsculas diferentes representan

diferencias significativas (p<0.05).

La AA se evaluo a una misma concentracion de 1200ppm por ser la dosis cercana a la ICso
(concentracion inhibitoria media al radica DPPH) en resultados previos. Los resultados
obtenidos como % de inhibicion del radical DPPH durante una cinética de 45 dias
mostraron al AEO utilizado como control con un valor inicial de 54% el cual no tuvo
variacion, al igual que la E2AEQ pero en las emulsiones ELAEO y E3AEO se aprecia
una disminucidn en la capacidad de inhibir el radical DPPH en el dia 15 con un valor de
42%, en ambas emulsiones y en la ELAEO la disminucion en la capacidad de inhibir el

radical DPPH continuo hasta un valor de 38% al término de la cinética. (Figura 24).
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Figura 24. Porcentaje (%) de inhibicion del radical DPPH en cinética de 45 dias en emulsiones de AEO con
diferentes relaciones de material de pared y AEO. Letras minusculas diferentes representan diferencias

significativas (p<0.05).

En estudios previos (Macias, et al 2019) se reporta la mejor inhibicion del radical DPPH
cuando las relaciones de material de pared y material a encapsular son de 1:1y 2:1 lo cual
coincide con nuestros resultados donde la emulsion E2AEQO con relacion 2:1 fue la

formulacién con mejor inhibicion al radical DPPH.

Por otro lado el tamafio de particula y la tasa de coalescencia son parametros de estabilidad
de una emulsion. Uno de los factores que afectaron el tamafio de particula durante el
tiempo (90 dias) fue la concentracion de solidos (AEO+GA+Q) presente en las
emulsiones, la E2AEQ y la E3AEO debido a su mayor contenido de sélidos con 16.2 % y
19.2% respectivamente, presentaron un tamario de particula menor a 10 micras respecto a
la emulsion ELAEO (Figura 25) con aproximadamente 40 micras de tamafio de particula
y que contenia una menor concentracion de sélidos (10.6%), lo que favorecio un aumento
en el tamafio de particula con el paso de los dias en la emulsion ELAEO, algunos autores
reportan que conforme los tamafios de particula van aumentando, normalmente
contribuyen a la inestabilidad de una emulsién resultando con el tiempo en una separacion
de fases (Espinosa y Garcia, 2017). Por otro lado de acuerdo al tamafio de particula las
emulsiones se pueden clasificar como macro emulsion cuando el didmetro se encuentra
en el rango de 10 -100um y nano emulsiones cuando el didmetro se encuentra en el rango
de 20-100nm (Herrera, et al., 2018).
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Figura 25. Tamafio de particula en cinética de 90 dias en emulsiones de AEO

Las emulsiones con valores de tasa de coalescencia comprendidos entre 1X107- 1X10°°
se consideran “Muy estables” y valores de 1X108- 1X107 como “Estables” y son
consideradas como emulsion “Inestable” cuando lo valores son menores a 1X107° (Pérez,
et al., 2011). La tasa de coalescencia obtenida dio como resultado en la ELAEO ser una
emulsion “estable” y para las emulsiones E2AEO y E3AEO ser “muy estables”,
resultando las 3 formulas en cuanto a estabilidad ser adecuadas para emulsionar el AEO.
En los valores de potencial -C los resultados en las 3 emulsiones fueron negativos (Tabla
10).

Tabla 10. Tasa de coalescencia y potencial { en emulsiones de AEO

Tasa de coalescencia Potencial -§
E1AEO 1X10 7 Estable -11.2
E2AEO 7X1077 Muy estable -12.6
E3AEO 3X107 Muy estable -11.0

Las emulsiones aceite en agua son una excelente opcion para la utilizacion de aceites
esenciales en la industria de alimentos y drogas, la estabilidad de una emulsién y sus
propiedades funcionales estan influenciadas en gran parte por la naturaleza de la fase
oleosa, tipo de emulsificante, relacién aceite/agua, tamafio de gota, carga y técnica
utilizada (Herrera, et al., 2018).
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8.7 Emulsiones de AL con GA, GMy Q

La evaluacion de la actividad antioxidante del AEO probada como la capacidad de
proteccion contra la oxidacion de acidos grasos insaturados se realizo a diferentes dosis,
se utiliz6 el AEO como aditivo antioxidante en una matriz de emulsiones de aceite en agua
(O/W), se disefiaron 3 experimentos. Se utilizo aceite de linaza de origen nacional extra-
virgen rico en acido alfa linolénico el cual se obtuvo por prensado en frio y que contenia

la siguiente composicion de omega 3, 6y 9 (Figura 26).

Aceite de Linaza
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80% (Omega 9)
Linoléico
R 60% (Omega 6)
40% Alfa
Linoléico
20% (Omega 3)
0%

Omegas

Figura 26. Porcentaje (%) de composicion de omega 3, 6y 9 (66, 14 y 20 % respectivamente) en aceite de

linaza.

8.7.1 Disefio 1, Emulsiones de AL con GAy Q

Considerando los resultados obtenidos de la seccion 8.4.2, se procedié a realizar las
emulsiones de aceite de linaza (EAL) que fueron elaboradas con el método de deposicién
electrostatica capa por capa (DCC), con una fase dispersa de ¢= 0.05 y una relacion de
material emulsionante a aceite de linaza de 1:1. Se usaron concentraciones de 1200, 2400
y 7400 ppm de AEO para evaluarlo como aditivo antioxidante para proteger de la
oxidacion al AL en un sistema emulsionado, como referencia se usé el antioxidante
sintético butil hidroxitolueno (BHT) en concentraciones de 30, 65 y 200ppm, se utilizd
como control AL emulsionado con Oppm de antioxidante. También se evalué el aceite de

linaza (AL) no emulsionado en 3 formas: sin antioxidantes, con BHT y con AEO.
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Las emulsiones desarrolladas presentaban cantidades notables de &cidos grasos
poliinsaturados, los cuales son especialmente propensos a la oxidacion y para estudiar el
estatus oxidativo de las emulsiones, se llevd a cabo la determinacion de compuestos
primarios y secundarios de oxidacion, peroxidos y sustancias reactivas al acido

tiobarbiturico (TBARS) respectivamente.

El indice de perdxidos mide el estado de oxidacion inicial de un aceite, se expresa en
miliequivalentes de oxigeno activo por kilo de aceite de linaza. Los peroxidos o
compuestos de oxidacion inicial se originan si el aceite no se protege de la luz y el calor,
0 Nno se conserva en envases adecuados, como consecuencia de ello, a mayor indice de

perdxidos menor sera la capacidad antioxidante del AEO.

Los valores de hidroperéxidos mayores que los obtenidos en el control (0 ppm de
antioxidantes) representan oxidacion y valores menores indican proteccion contra la

oxidacion de los lipidos mono y poliinsaturados presentes en el AL.

Los resultados obtenidos de formacion de hidroperdxidos en la cinética de oxidacion de
40 dias (Figura 27) mostraron que todas las EAL a partir del dia 14 presentaron una mayor
oxidacion con valores superiores a 200 mg/kg hasta 1600mg/kg aproximadamente de
hidroperdxidos, que el AL hasta el término de la cinética en el dia 40. Mostrando que la

velocidad de oxidacion es mayor cuando el AL se encuentra en una emulsion.
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Figura 27. Formacion de hidroperdxidos en cinética de 40 dias en EAL y AL. Letras mayusculas diferentes

representan diferencias significativas entre las EAL y el AL (p<0.05).

En los resultados obtenidos de TBARS (Figura 28) mostraron un comportamiento similar

en las EAL, pues presentaron mayor oxidacion que el AL, al término de los 40 dias de la

cinética, con valores superiores a 50mg/kg hasta 300 mg/kg de malondialdehido (MA).
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Figura 28. Formacién de TBARS en cinética de 40 dias en EAL y AL. Letras mayusculas diferentes

representan diferencias significativas entre las EAL y el AL (p<0.05).

Observando por separado el comportamiento durante la cinética de oxidacion de las EAL,

fue posible apreciar que las EAL adicionadas con AEO (Figura 29) mostraron una

velocidad de formacion de hidroperdxidos igual o mayor que la emulsién control de Oppm,
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por lo que las concentraciones utilizadas de AEO no mostraron un efecto antioxidante al
no proteger contra la oxidacién el AL y si presentaron un efecto prooxidante en
concentraciones mayores a 1200ppm. En cambio, las emulsiones que contenian BHT
mostraron un efecto antioxidante en las 3 dosis utilizadas. Por lo que la actividad
antioxidante de la dosis (1200ppm) de AEO mostrada in vitro por el ensayo DPPH no
mostro su potencial antioxidante durante la aplicacion en una matriz lipidica rica en &cidos

grasos insaturados como lo es el AL en un sistema de emulsion.
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Figura 29. Formacién de hidroperoxidos en cinética de 40 dias en EAL. Letras minusculas diferentes

representan diferencias significativas (p<0.05).

En la grafica de TBARS (Figura 30) la mayoria de las EAL adicionadas con AEO
mostraron un comportamiento mayor de formacion de TBARS respecto al control, sin
embargo la EAL adicionada con 1200ppm de AEO, fue la concentracion que presento una
oxidacion menor al control. Por otro lado, las EAL adicionadas con BHT presentaron una
menor oxidacion respecto al control durante el transcurso de la cinética. Derivado de los
resultados obtenidos en la formacién de hidroperoxidos y TBARS en el disefio 2 de

experimentos se utilizaron concentraciones menores a 1200ppm de AEO.
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Figura 30. Formacién de TBARS en cinética de 40 dias en EAL. Letras minusculas diferentes representan

diferencias significativas (p<0.05).

Observando por separado la cinética del AL adicionada con AEO 1200ppmy BHT 30ppm

se observaron valores bajos de oxidacion en un rango de 10 hasta 35 mg/kg de

hidroperdxidos (Figura 31) lo cual al no ser un sistema emulsionado muestra una baja

velocidad de oxidacion en comparacion de las EAL.
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Figura 31. Formacion de hidroperdxidos en cinética de 40 dias en AL. Letras mindsculas diferentes

representan diferencias significativas (p<0.05).

Durante la formacion de TBARS, en los 3 AL se presentaron valores en un rango de 10 a

50mg/kg MA los cuales son valores menores que los presentados en las EAL. (Figura 32).
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Figura 32. Formacién de TBARS en cinética de 40 dias en AL. Letras minUsculas diferentes representan

diferencias significativas (p<0.05).

El potencial -C fue negativo y no se determino tamarfio de particula, tasa de coalescencia
e indice de cremado.

8.7.2 Disefio 2, Emulsiones de Al conGM y Q

Se utilizaron concentraciones de 300, 600, 1200 y 2400ppm de AEQO y una concentracion
de 30 ppm de BHT, en un total de 8 emulsiones, se evaluaron 2 métodos de elaboracion
de emulsiones de linaza, el método tradicional (MT) y el método de DCC, se utiliz6 goma
de mezquite (GM) y Q con una fase dispersa ¢= 0.10 y una relacién de material de pared
y AL de 1:1 en el MT y con una ¢= 0.05 para el método DCC, como referencia se uso el

antioxidante sintético BHT.

Los resultados de la cinética de formacion de hidroperdxidos (Figura 33) mostraron que
todas las EAL por MT presentaron una mayor oxidacion que las EAL por método DCC.
Es decir con valores superiores a 2000 mg/kg de hidroperdxidos en las emulsiones por
MT mientras que los valores de las emulsiones elaboradas por el método DCC fueron por
debajo de los 2000 mg/kg de hidroperdxidos. En las emulsiones por DCC se utilizaron
biopolimeros de carga opuesta y la densidad de carga final fue positiva al lograrse una
doble capa, la primera capa de carga negativa fue con la GM y la segunda capa de carga

positiva con Q que resulto en una mejor proteccién del AL contra la oxidacion.

71



EAL-DCC

Hidroperoxidos de EAL-DCCy EAL-MT (GM,Q) 300ppm AEO

EAL-DCC
600ppm AEO

10010

e EAL-DCC
1200ppm
AEO

=e=EAL-DCC
2400ppm
AEO
EAL-DCC
30ppm BHT

8010

6010

4010

Cumeno m’kg

2010

—FEAL-MT
: 1200ppm
2 7 12 17 22 27 32 37 AEO

e EAL-MT
Dias 30ppm BHT

10

Figura 33. Formacion de hidroperdxidos en cinética de 40 dias en EAL-DCC y EAL-MT. Letras

mayusculas diferentes representan diferencias significativas entre los métodos DCC y MT (p<0.05).

Los resultados por el método de TBARS (Figura 34) mostraron una tendencia parecida, a
partir del dia 22 las EAL por MT presentaron mayor oxidacion (hasta 100 mg/kg de MA)
que las EAL por el meétodo DCC, mostrando que el método DCC retarda mejor la

oxidacion que el MT.
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Figura 34. Formacion de TBARS en cinética de 40 dias en EAL-DCC y EAL-MT. Letras mayusculas

diferentes representan diferencias significativas entre los métodos DCC y MT (p<0.05).
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Comparando por separado la cinética de oxidacion (hidroperoxidos) de las EAL-DCC que
fueron adicionadas con AEO (Figura 35) respecto a la EAL control con BHT 30ppm, la
concentracion de AEO que presento mejor actividad antioxidante para proteger de la
oxidacion el AL fue la EAL-DCC con 1200 ppm mostrando esta concentracion una mejor
proteccion contra la oxidacion a partir del dia 22, lo cual se vio reflejado en una menor
oxidacion en el AL al término de la cinética. El resto de las emulsiones con AEO no

mostraron una proteccion mayor contra la oxidacion del AL respecto al control.
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Figura 35. Formacién de hidroperdxidos en cinética de 40 dias en EAL-DCC. Letras mintsculas diferentes

representan diferencias significativas (p<0.05).

En la grafica de TBARS (Figura 36) al término de la cinética en el dia 40 las EAL-DCC
adicionadas con AEO a 300ppm, 1200ppm y 2400ppm mostraron actividad antioxidante
similar respecto de la emulsion control, donde se observan valores en el rango de 12 hasta
28 mg/kg de MA es decir durante la cinética se observd un comportamiento de proteccion

contra la oxidacion similar al efecto antioxidante de la emulsion control de BHT a 30ppm.
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Figura 36. Formacion de TBARS en cinética de 40 dias en EAL-DCC. Letras minusculas diferentes

representan diferencias significativas (p<0.05).

Los resultados de formacion de hidroperdxidos en las EAL-MT al término de la cinética

de 40 dias mostraron valores de oxidacion de aproximadamente 8000 mg/kg de

hidroperoxidos los cuales se muestran en la Figura 55, los valores son mayores que los

presentados en las EAL-DCC (Figura 37).
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Figura 37. Formacion de hidroperdxidos en cinética de 40 dias en EAL-MT. Letras minusculas diferentes

representan diferencias significativas (p<0.05).
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Los resultados de formacion de TBARS en EAL-MT mostraron valores de oxidacién de
aproximadamente 20 hasta 100 mg/kg de MA, los resultados se muestran en la gréfica de

la Figura 38, también fueron valores mayores a las EAL-DCC.
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Figura 38. Formacion de TBARS en cinética de 40 dias en EAL-MT. Letras minusculas diferentes

representan diferencias significativas (p<0.05).

En las emulsiones el indice de cremado es un parametro de estabilidad a menor valores
obtenidos en el indice de cremado mayor es la estabilidad en una emulsion. En los
resultados obtenidos el mayor porcentaje de cremado se presenté en las EAL-MT (Figura
39) con valores de 11% hasta 18% aproximadamente y en las EAL-DCC el valor
aproximado maximo fue de 8% de cremado resultando en una mejor estabilidad de las
emulsiones cuando se utiliza el método DCC, esto debido en parte por tener las EAL-DCC
una (fase dispersa de aceite) = 0.05y un 12% de sélidos de los cuales una parte es de Q
gue es un biopolimero de alta viscosidad que al estar presente aumenta la viscosidad dando
mayor estabilidad a la emulsion, mientras que las EAL-MT (fase dispersa de aceite ¢=
0.10) a pesar de tener una concentracion mayor de soélidos (20%), estos corresponden al
material de pared GM que es polimero de baja viscosidad aun en altas concentraciones y

no contenian ademas Q las EAL-MT en su formulacion.
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Figura 39. Porcentaje (%) de cremado en los dias 1y 14 en EAL-DCC y EAL-MT. Letras mayusculas

diferentes representan diferencias significativas entre los métodos DCC y MT (p<0.05).

Por otro lado las mediciones en el tamafio de particula (Figura 40) de las EAL-MT y EAL-
DCC no se presento diferencia significativa (p<0.05) se mantuvieron en la medida D (3,2)

en un rango de aproximadamente 1.5 micras hasta 2.3 micras durante 18 dias.
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Figura 40. Tamafio de particula en cinética de 18 dias de EAL-DCC y EAL-MT. La ausencia de letras
significa que no hay diferencia significativa en los métodos DCC y MT (p<0.05).
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Partiendo de los valores de tamafio de particula, y de acuerdo con los valores obtenidos

de la tasa de coalescencia (Tabla 11) podemos decir que las EAL-MT y las EAL-DCC se

categorizan todas como “Muy estables” (Pérez, et al., 2011).

Tabla 11. Tasa de coalescencia y potencial { en EAL-MT y EAL-DCC

Tasa de coalescencia Potencial -¢
EAL-MT Oppm 7X10°  Muy estable Negativo
EAL-MT 1200ppm AEO 3X10®  Muy estable Negativo
EAL-MT 30ppm BHT 3X10®  Muy estable Negativo
EAL-DCC 300ppm AEO 2X107  Muy estable +18.2
EAL-DCC 600ppm AEO 1X107  Muy estable +18.2
EAL-DCC 1200ppm AEO 2X107  Muy estable +18.2
EAL-DCC 2400ppm AEO 1X107  Muy estable +18.2
EAL-DCC 30ppm BHT 3X10®  Muy estable +18.2

8.7.3 Disefio 3, Emulsiones de Al con GAy Q

En el disefio 3, con la finalidad de utilizar como material de pared a la GA y Q, se

utilizaron las mismas dosis de AEO y BHT que en el disefio 2, las emulsiones fueron

elaboradas con MT y DCC, con una fase dispersa, ¢= 0.05 y una relacion de material

emulsionante a AL de 1:1 en MT y con una ¢= 0.025 para DCC, como referencia se usé

el antioxidante sintético BHT.

Durante la cinética de formacion de hidroperédxidos (Figura 41) las 5 emulsiones AEL-

DCC mostraron una menor oxidacién que las 3 EAL elaboradas con MT por lo que la

velocidad de oxidacion del AL es menor cuando se utiliza el método DCC para elaborar

emulsiones de aceite de linaza.
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Figura41. Formacion de hidroperéxidos en cinética de 42 dias de EAL-DCCy EAL-MT. Letras mayusculas

diferentes representan diferencias significativas entre los métodos DCC y MT (p<0.05).

Se puede observar también en la grafica de TBARS (Figura 42) que las emulsiones por
el método DCC mostraron una menor oxidacion que las elaboradas con MT mostrando
que la oxidacion del AL también es menor cuando se utiliza el método DCC para elaborar

emulsiones de aceite de linaza.
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Figura 42. Formacion de TBARS en cinética de 52 dias de EAL-DCC y EAL-MT. Letras mayusculas

diferentes representan diferencias significativas entre los métodos DCC y MT (p<0.05).
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Al revisar (Figura 43) por separado los resultados obtenidos de la formacion de
hidroperoxidos en las EAL-DCC, se observd que después del dia 25 la emulsion que
contenia la concentraciéon de 300ppm de AEO mostro actividad antioxidante similar a la

la emulsién control adicionada de BHT a 30 ppm.
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Figura 43. Formacion de hidroperdxidos en cinética de 42 dias de EAL-DCC. Letras minusculas diferentes

representan diferencias significativas (p<0.05).

En la revision de la grafica de TBARS (Figura 44) de las EAL-DCC, se observo que las
emulsiones tiene un comportamiento de proteccién contra la oxidacion similar a la
emulsion de control positivo que contiene BHT a 30ppm, los valores alcanzados en todas
las emulsiones fueron menores a 50 mg/kg de MA.
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Figura 44. Formacién de TBARS en cinética de 52 dias de EAL-DCC. Letras minusculas diferentes

representan diferencias significativas (p<0.05).
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Para las emulsiones elaboradas por MT, la formacion de hidroperdxidos fue menor en la

emulsion que contenia 1200ppm de AEO en comparacion con la emulsion control sin

antioxidantes de Oppm y también fue menor en comparacion con la emulsion adicionada

con 30ppm de BHT. La emulsion sin antioxidantes (0 ppm) mostro aproximadamente

35,000 mg/kg de hidroperdxidos al término de la cinética. (Figura 45)
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Figura 45. Formacién de hidroperdxidos en cinética de 42 dias de EAL-MT. Letras minusculas diferentes

representan diferencias significativas (p<0.05).

En los valores presentados de TBARS como MA (Figura 46), el proceso de oxidacion fue

similar en las 3 emulsiones durante el transcurso de la cinética alcanzando valores

promedio aproximados a 100 mg/kg de MA.
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Figura 46. Formacién de TBARS en cinética de 52 dias de EAL-MT. Letras minusculas diferentes

representan diferencias significativas (p<0.05).

En cuanto a la estabilidad de las emulsiones como indice de cremado, el mayor porcentaje
de cremado se presento en las EAL-DCC con valores de 10%, esto puede ser debido a la
fase dispersa ¢= 0.025 que es un valor bajo y menor al utilizado en el disefio 2 de
experimentos. En las EAL-MT la ¢= 0.05 fue mayor y se observd un maximo de 6% de

cremado resultando en una mejor estabilidad de las emulsiones (Figura 47).
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AEO BHT AEO AE 1200ppm AEQ  2400ppm AEO BHT

Figura 47. Porcentaje (%) de cremado en los dias 1 y 14 en EAL-DCC y EAL-MT. Letras mayusculas

diferentes representan diferencias significativas entre los métodos DCC y MT (p<0.05).

En los resultados de obtenidos de las mediciones del tamafio de particula (Figura 48) las

mediciones fueron menores en las EAL-MT con un rango de medida D(3,2) de
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aproximadamente 1.5 micras hasta 2.0 micras mientras que las obtenidas en las EAL-DCC

se encuentran en el rango de entre 7 y 10, esto puede ser debido a que tuvieron un valor

de fase dispersa bajo ¢ 0.02. A Mayores valores de ¢ se obtiene un menor tamario de

particula (Cortés et al., 2017).
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Figura 48. Tamafio de particula en cinética de 18 dias de EAL-DCC y EAL-MT. Letras mayusculas

diferentes representan diferencias significativas entre los métodos DCC y MT (p<0.05).

El tamafio de particula influye en el indice de cremado, a mayores tamarfios de particula

se puede predecir una pobre estabilidad y por consecuencia un aumento en el indice de

cremado (Cardoso, et al. 2021). Mas sin embargo cuando se analizaron los datos de

acuerdo con los valores obtenidos de la tasa de coalescencia (Tabla 12) la clasificacion
obtenida para las EAL-MT vy las EAL-DCC fue de “Muy estables” y “Estables”

respectivamente.

Tabla 12. Tasa de coalescencia y potencial { en EAL-MT y EAL-DCC

Tasa de coalescencia Potencial -§
EAL-MT Oppm 2X10”7 Muy estable Negativo
EAL-MT 1200ppm AEO 1X10”7 Muy estable Negativo
EAL-MT 30ppm BHT 7X10°8 Muy estable Negativo
EAL-DCC 300ppm AEO 9X10”’ Muy estable +22.2
EAL-DCC 600ppm AEO 1X10® Estable +22.2
EAL-DCC 1200ppm AEO 9X10” Muy estable +22.2
EAL-DCC 2400ppm AEO 1X10® Estable +22.2
EAL-DCC 30ppm BHT 7X107 Muy estable +22.2
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8.8 Formulacion de emulsiones para secado de AEO para obtener potencial -{

positivo (+)

Para obtener una densidad de carga positiva (potencial -{) y de esta manera lograr

aumentar la proteccion del AEO, se elaboraron 4 emulsiones con diferentes porcentajes

de quitosano (polisacarido catiénico) respecto a la goma ardbiga (polisacérido aniénico)
por el método DCC (Figura 49).
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Emulsiones de AEO por DCC

33%

100%

60%

100%

90%

100%

EAEO 1

EAEO 2

EAEO 3

EAEO 4

Quitosano

Goma arabiga

Figura 49. Emulsiones elaboradas por el método DCC con diferentes cantidades de GAy Q.

Los resultados obtenidos dieron una densidad de carga positiva cuando se utilizaron

cantidades mayores al 33% de quitosano respecto a la goma arabiga con valores en el

potencial - de +0.09 hasta +26.80 (Figura 50). EIl potencial - es la carga general del

sistema y su valor es un indice de la potencial estabilidad fisica de la emulsién, un valor

grande positivo o negativo, las particulas se repeleran entre si y el sistema se considera
estable (Ramirez, et al 2019).
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Figura 50. Densidad de carga (potencial -C) con diferentes porcentajes (%) de GA 'y Q.

8.9 Obtencion de microcapsulas
8.9.1 Elaboracion de emulsiones de AEO para secado

Para la elaboracion de emulsiones para microcapsulas (EMC) se utilizaron GA y
maltodextrina (MD) con diferentes porcentajes y relaciones de material de pared en 4
formulaciones. La EMC1 se elabor6 por método DCC vy se le afiadié Q de acuerdo con los
resultados obtenidos en la seccion 8.8 para obtener una densidad de carga positiva mayor
a +20.0. Las EMC2, EMC3 y EMC4 se elaboraron por MT y se utilizé GA, la relacion de
AEOQ y de material de pared fue de 1:1, 1:2'y 1:3 (Figura 51).

a) EMC1 AEO b) EMC2 AEO
15% 17%
GA
MD 15% GA
58% VD 17%
66%
Q
12%
AEO "GA ™= Q MD AEO W GA mQ MD
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AEO AEO
c) EMC3 e d EmCa ot

MD
MD 51%
58% GA
28% GA
37%
AEO mGA mQ =MD AEO = GA mQ = MD

Figura 51. Formulas en base seca de emulsiones de AEO para obtener microcapsulas. a) MC1, b) MC2, c)
MC3y d) MC4.

8.9.2 Caracteristicas fisicoquimicas y micrografias de microcapsulas (MC) de AEO

Las microcapsulas de AEO fueron obtenidas por un secador modelo Turbo Spray en las
instalaciones de la UAEM en Toluca Edo. de Mexico (Universidad Autonoma del Estado
de Mexico) (Figura 52). Las emulsiones para secado de aceite esencial de orégano se
alimentaron al secador por aspersion, y se utilizaron condiciones de temperatura de

entrada de 160°C+ 5°C y a una temperatura de salida de 80°C+ 5°C, con una presion de

atomizacion de 3.5 bar.

Figura 52. Obtencion de microcapsulas por Spray Dry.
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Las caracteristicas fisicoquimicas medidas de las microcépsulas obtenidas como Aw, %
de humedad y color dieron como resultado valores de Aw en rangos de 0.2991 y 0.4506,
para humedad valores de 5.30% a 7.59% y en color en el parametro X (86.18-87.92), en
Y (91.12-93.36) y en Z de (91.13-96.29) como se indica en la Tabla 13. Se ha reportado
valores de hasta 5.1% de humedad para microcapsulas de orégano donde a mayor
concentracion de solidos producen polvos con un contenido de humedad mas bajo, y a
menor concentracion de solidos polvos con una humedad mayor (Asensio, et al., 2017).

Tabla 13. Caracteristicas fisicoquimicas de microcapsulas (MC)

Caracteristicas Fisicoguimicas

Aw % Humedad Color
X Y Z
MC1  0.4506+0.001 5.76+0.28 86.18+0.03 91.12+0.02 91.13+0.02
MC2  0.43640+.001 7.59+0.32 88.31+0.34 93.36+0.31 96.29+0.13
MC3  0.2991+0.000 5.30+0.21 87.92+0.04 92.87+0.01 95.80+0.26
MC4  0.3752+0.000 5.34+0.45 87.37+0.04 92.10+0.10 94.74+0.04

Promedio n=3

La morfologia en las microcapsulas es el resultado del efecto de la composicion quimica
y estructural del material encapsulante y de los parametros de secado, durante el proceso
de encapsulacion. Es caracteristico en las microcapsulas producidas mediante el secado
por aspersion encontrar microcapsulas de forma esférica y en ocasiones esferas irregulares
(Rivas, 2010).

En las micrografias obtenidas de las 4 formulas de microcapsulas de AEO se puede
observar que la MC1 presenta formas casi esféricas o irregulares con una superficie
abollada o dentada, esto debido al encogimiento de las particulas durante el proceso de
secado el cual puede ocurrir a bajas y altas temperaturas, en bajas temperaturas hay una
menor difusion del agua y las particulas tienen mas tiempo para encogerse y a altas
temperaturas la rapida evaporaciéon y alta presion dentro de las particulas producen
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encogimiento. En la mayoria de los casos las microparticulas se muestran colapsadas o
encogidas, como se observa en la Figura 53. Trabajos anteriores han aclarado que solo las
estructuras sin orificios son capaces de atrapar el aceite activo de manera efectiva
(Baiocco, et al., 2021) con este fin, la adicion de un agente coadyuvante como la
maltodextrina resulta beneficioso para el relleno de posibles vacuolas superficiales que se

pudieran formar.

Figura 53. Micrografias de microcdpsulas de AEO, a) MC1, b) MC2, ¢) MC3, d) MC4

En la formula MC4 que contiene una relacion de material de pared y AEO de 3:1 se
observan formas esféricas con mayor grado de integridad que el resto de las
microcapsulas, se observa también la presencia de una superficie mas lisa y esférica y no
se observan grietas en la superficie las cuales se forman por difusion violenta de gases
durante el secado, al no observarse grietas y poros es un buen indicador de la eficiencia
de secado.
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8.9.2.1 Distribucién y tamafio de particula de microcépsulas

Se considera, como estable no tener tamafios de particula mayores a 100 micras, los
valores obtenidos para las 4 férmulas de microcapsulas son de un rango promedio de 0.673
a 0.837 micras como se puede observar en la Figura 54.

Tamafio de particula D(3,2) de microcapsulas

0.9 0.837

0.8
os Nl og73 0728

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

um

MC1 MC2 MC3 MC4

Figura 54. Tamafio de particula de microcapsulas. n= 3

La grafica obtenida de distribucion del tamarfio de particula de las microcapsulas mostro
distribuciones homogéneas en las 4 formulas de microcapsulas con tamafos de 0.1 hasta
50 micras y el mayor volumen como porcentaje (%) de densidad fue en el rango de 0.5 a

1.0 micras, como se presenta en la Figura 55.
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Figura 55. Distribucion de tamafio de particula de microcapsulas como densidad en volumen (%)
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En la distribucion de tamafio de particula se desea un comportamiento monomodal, es
decir que presente 1 pico en la grafica de distribucion de tamafio de particula, lo cual a

largo plazo favorece una mejor estabilidad ( Ramirez, et al., 2019).

8.9.3 Retencion total de AEO (RT), eficiencia de microencapsulacion (ME) vy

potencial-{ de microcépsulas.

Los resultados obtenidos muestran que la MC1 tuvo la mayor retencién total de AEO con
un 50% de retencion, la DCC y el potencial -¢ positivo (+ 24.2) de la formula, mejoraron
la retencion total de AEO en las microcapsulas, mientras que las microcapsulas que fueron
formuladas por el MT y con potencial - negativo la RT fue menor con valores de 38%
hasta 11% como se observa en la Tabla 14. La eficiencia de microencapsulacion fue mayor

a 92% en los 4 formulados de microcapsulas.

Tabla 14. Retencidn total de AEO (RT) y eficiencia de microencapsulado (ME)

RT ME Potencial-{
MC1 50432 99.57+1.02 +24.240.24
MC2 1142¢ 92.63+1.7° -15.2+0.15
MC3 31+5° 94.56+2.1° -13.0+0.65
MC4 38+4° 97.18+2.32 -14.4+0.82

Promedio de n=3 y desviacion estandar. Letras mintsculas diferentes dentro de las columnas representan

diferencias significativas (p<0.05).

Los valores de RT son similares a lo reportado con mezclas de goma arabiga y
maltodextrina con retenciones de aceite de 45.4 % y con mezclas de goma arabiga,
almidén modificado e inulina porcentajes de retencién de 29 a 56 (Fernandes, et al.,
2014).

La mayor pérdida de aceite esencial de orégano se observé en las MC2 con 89% de perdida
como se muestra en la Figura 56, la cual contenia una relacion de pared y AEO de 1:1,y

significativamente disminuyo la perdida de AEO al aumentar la relacion de material de
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pared respecto al AEO de 2:1 en la MC3, perdiendo menos (69%) cantidad de aceite
esencial de orégano que la relacion 1:1 de la MC2, al aumentar en la MC4 la relacion de
pared a 3:1 no hay diferencia significativa en la perdida de AEO de las microcapsulas
MC3 y MC4 por lo que un aumento de material de pared mayor a 2:1 aumentaria
innecesariamente el costo total por una mayor adicion de GA en la formulacion, por lo
que la formulacion de MC3 tiene un mejor aprovechamiento de la GA que la formulacion
de MC4 para la retencion total de aceite esencial de orégano.

MC1 GA/AEO 1:1
a) A/ b) MC2 GA/AEO 1:1
Quitosano
Perdida
de aceite Perdida
50% de aceite
89% Retencidn
\ / ~ AEO total
B BEEEEYY
Retencion
AEO total
5032 N
m Retencion AEO total Perdida de aceite B Retencion AEO total Perdida de aceite
c) MC3 GA/AEO 2:1 d) MC4 GA/AEO 3:1

Retencidn
_— AEOtotal Retencion
31:5° _— AEOtotal
b
Perdida 384
\ de aceite
62%
Perdida / ' \/
de aceite —
69% m Retencién AEO total Perdida de aceite ® Retencion AEO total Perdida de aceite

Figura 56. Perdida de AEO y Retencién total de AEO en microcépsulas. a) MC1, b) MC2, ¢c) MC3'y d)

MCA4. Letras minusculas diferentes representan diferencia significativa (p<0.05).

En estudios de produccién de microcapsulas de aceite de orégano (Da costa, et al., 2013),
se ha reportado que las formulas que contienen GA y MD en mayor proporcion fueron
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més apropiadas en la microencapsulacion de aceite esencial de orégano mejorando la

eficiencia de microencapsulacién y estabilidad de la microparticula.

8.9.4 Contenido de timol y carvacrol e identificacion de componentes mayoritarios

de las microcapsulas de AEO

En la Tabla 15 los contenidos de timol y carvacrol en el AEO utilizado antes de la
formaciéon de microcapsulas fue de 16.96% y 28.54% respectivamente, después del
proceso de secado el AEO microencapsulado no presento diferencia significativa en el
timol y carvacrol inicial, lo que muestra que durante el proceso de secado no se alterd la

composicion porcentual de timol y carvacrol en el AEO retenido en las microcapsulas.

Tabla 15. Porcentaje de Carvacrol y timol en AEO sin encapsular y AEO microencapsulado

Carvacrol (%) Timol (%)
Aceite AEO 28.54+2.092 16.96+3.182
MC1 27.43+0.152 18.08+0.102
MC2 28.07+0.112 17.44+0.142
MC3 27.40+0.352 18.11+0.122
MC4 27.52+1.002 17.98+0.132

Letras minusculas diferentes dentro de las columnas representan diferencia significativa (p<0.05).

El cromatograma obtenido del AEO antes de encapsular mostro la identificacion de los
siguientes componentes mayoritarios (en orden de aparicion) gama-terpineno, endo
borneol, carvacrol metil eter, timol, carvacrol, carvacril acetato y cariofileno. Se puede
observar (Figura 57) que los picos mayoritarios corresponden a 3 componentes: carvacrol,

gama terpineno y timol.
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Identificacién de componentes CG (Aceite de orégano sin encapsular)
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Figura 57. Cromatograma de AEO antes de la microencapsulacion

Al comparar el AEO sin encapsular contra el AEO contenido en las microcapsulas después
del proceso de secado, se aprecia que no hubo alteracion como volatilizacion o perdida de
los compuestos mas volatiles durante el secado que afectara la relacién o proporcién de

los componentes mayoritarios como se observa en la Figura 58.
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Figura 58. Cromatograma de AEO microencapsulado.
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La identificacion de compuestos volatiles en AEO no encapsulado y AEO retenido en las

microcapsulas mediante la comparacion de sus tiempos de retencion y de sus espectros

de masas (Tabla 16), mostraron en % de areas relativas que el monoterpeno hidrogenado

gamma terpineno es el primer componente mayoritario, seguido por carvacrol y timol

respectivamente, también se identificaron monoterpenos oxigenados como endo borneol,

carvacrol metil eter, carvacril acetato y como sesquiterpeno hidrogenado al trans-

cariofileno y también como sesquiterpeno oxigenado el 6xido de cariofileno. En general

en la identificacion de componentes del AEO no encapsulado y encapsulado,

aproximadamente el 50% o méas de los componentes pertenecen a monoterpenos

oxigenados.

Tabla 16. Composicion media en areas relativas %, (n=3) de compuestos volatiles en AEO y AEO

retenido en microcapsulas

AEO MC1 MC2 MC3 MC4
Monoterpeno Hidrogenado (MH)
Gamma terpineno 37.70 31.14 28.50 34.07 34.65
Monoterpeno Oxigenado (MO)
Borneol ND 2.77 2.68 2.58 2.32
Carvacrol methyl ether 8.28 9.91 11.38 10.17 10.80
Timol 15.21 14.42 14.06 13.04 11.90
Carvacrol 36.33 28.58 24.48 24.78 22.6
Carvacryl acetato ND ND ND 1.93 1.88
Sesquiterpeno Hidrogenado (SH)
Trans- Cariofileno ND 4.83 5.58 5.18 7.74
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Sesquiterpeno Oxigenado (SO)

Oxido de cariofileno ND ND ND 1.15 ND

Total de componentes mayoritarios 97.52 91.65 86.68 92.97 91.89
Otros componentes 2.48 8.35 13.32 7.03 8.11
MH 37.70 31.14 28.50 34.07 34.65
MO 59.82 55.68 52.60 52.57 49.50
SeH ND 4.83 5.58 5.18 7.74
SeO ND ND ND 1.15 ND

Compuestos listados en orden de elucién de cromatografia. Promedio n=3

8.9.5 Actividad antioxidante de microcapsulas de AEO

Se midieron en la MC1, MC3, MC4 y en el AEO no encapsulado como control, la
actividad antioxidante (AA) como % de inhibicion del radical DPPH del AEO contenido
en las microcépsulas (Figura 59), se observo que independiente del método de emulsion
(MT o DCC) y las distintas formulaciones no hubo una perdida significativa de la AA del
AEO durante la formacion de microcépsulas, es decir la AA se conservo sin cambios
significativos en los 3 formulados durante el proceso de secado para la obtencion de las

microcapsulas. En la MC2 no se determind la AA por la no disponibilidad de muestra.

Actividad antioxidante de AEO microencapsulado
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Figura 59. Actividad antioxidante de AEO contenido en microcapsulas como porcentaje de inhibicidn del
radical DPPH a una concentracion fija de 1200 mg/kg de AEOQ. Letras mindsculas iguales no representan

diferencias significativas (p<0.05).
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Una adecuada formulacién de la emulsiones tendra un efecto positivo en la obtencién de
microcépsulas y proteccion del AEO, formulas con bajas proporciones de material de
pared y AEO tendran una menor estabilidad y menor conservacion de las propiedades
funcionales y formulas con una mayor proporcion de material de pared (2:1) mantendran

por mas tiempo su estabilidad y propiedades funcionales (Ascensio, et al., 2017).

9.0CONCLUSIONES

La mejor temporada para obtener un mayor rendimiento de aceite esencial de orégano
cultivado es en el otofio (septiembre). En los métodos de evaluacion de la actividad
antioxidante in vitro en el ensayo DPPH se presentd la mayor actividad antioxidante en
muestras de hojas de orégano de durante el verano (junio) y en los ensayos de ABTS y
ORAC la mejor actividad antioxidante en el orégano se consigue en la temporada de otofio
(septiembre) y la mayor concentracion de polifenoles se presenta en las hojas. En la
cuantificacion de los timol y carvacrol la mayor concentracion se presento en las hojas
de orégano de la temporada de otofio (septiembre). En metodologias para la elaboracién
de emulsiones el método de 2 etapas (DCC) protege mejor de la oxidacion a los acidos
grasos del AL también concentraciones de aceite de orégano mayores a 1200ppm en
emulsiones, pueden presentar un efecto prooxidante y concentraciones de aceite de
orégano menores a 1200ppm en emulsiones, presenta un efecto antioxidante. En la
elaboracion de microcapsulas el MCP1 (GA/Aceite Orégano 1:1 + Quitosano) obtuvo la
mayor retencion de aceite total con 50% de retencion, no se encontraron diferencias
significativas en las relaciones de timol y carvacrol en el aceite de orégano antes de
encapsular y el aceite de orégano contenido en los 4 formulados de MCP. La actividad
antioxidante se conservo sin cambios significativos en el aceite esencial de orégano antes
y después de encapsular es decir los formulados para obtener microcapsulas conservan sin
cambios significativos la actividad antioxidante presente en el aceite esencial de orégano.
En cuanto a la composicion del aceite de las MCP ademas de timol y carvacrol como
componentes mayoritarios se encontrd y-Terpinene, Carvacrol methyl ether, Endo

Borneol, Carvacryl Acetate y Caryophyllene.
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10. PERSPECTIVAS

En base en los hallazgos de esta investigacion se puede establecer en que temporada se
pueden obtener los mayores rendimientos de aceite de orégano cultivado, también se
puede aprovechar el aceite esencial obtenido del residuo del proceso de secado de las
plantas de orégano. Por otro lado para diversificar los usos del aceite de orégano es
recomendable en lo fututo adecuar y optimizar la metodologia de elaboracién de
emulsiones de aceite esencial de orégano en matrices alimenticias u otras matrices como

un aditivo antioxidante.
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