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RESUMEN

Se trabajé con aceite esencial obtenido
por arrastre por vapor de Origanum x applii
(criollo) y Origanum x majoricum (mendocino),
cultivados en La Consulta, Mendoza,
Argentina. Para evaluar su poder antioxidante
y conservante en alimentos se determiné:
rendimiento, polifenoles totales, cuantificaciéon
de timol y carvacrol mediante cromatografia
en capa fina de alta resolucion (HPTLC) y
capacidad de secuestro de radicales libres
(DPPH). La actividad conservante se evalud
in vitro, por el método de difusiéon en agar,
frente a cultivos puros de cinco bacterias
patégenas y seis cepas de bacterias lacticas
que alteran alimentos. El rendimiento en aceite
esencial de estos oréganos oscila entre los
valores informados por distintos autores para
variedades cultivadas en otras regiones. Se
destaca el contenido de polifenoles de ambos
en relacién con los valores mencionados en la
bibliografia para otros Origanum, prevaleciendo
el timol sobre el carvacrol. Esto se condice con
un superior nivel de secuestro de radicales
libres de ambos respecto de los citados en
la literatura. Los oréganos de La Consulta
inhibieron todas las cepas ensayadas y fueron
mas efectivos contra Staphylococcus aureus.
Lo expuesto corrobora el poder antioxidante
y conservante del Origanum x applii y del
Origanum x majoricum.

ABSTRACT

We worked with Origanum x applii (criollo)
and Origanum x majoricum (mendocino),
cultivated in La Consulta, Mendoza, Argentina.
The essential oil was obtained by steam
distillation. The antioxidant and antibacterial
activity was evaluated as: yield, total phenols
content, quantification of thymol and carvacrol
by HPTLC, as well as the free radical
scavenging capacity using the DPPH method.
The antimicrobial activity was evaluated in
vitro, by the agar diffusion method, against
pure cultures of five pathogenic bacteria
and six strains of lactic bacteria that affect
food. Yields were higher as compared to
those reported in the literature for samples
of the oregano spices coming from different
countries. The concentration of polyphenols
shown, in both samples, was higher than that
reported in literature, prevailing thymol over
carvacrol. This is consistent with a higher
level of free radicals scavenging capacity with
regard to mentioned in the literature. They
inhibited all strains tested and were more
effective against Staphylococcus aureus. The
exposed thing corroborates the antioxidant
and preserving activity of the Origanum x applii
and Origanum x majoricum.

Departamento de Ciencias Enoldgicas y Agroalimentarias. Facultad de Ciencias Agrarias. UNCUYO.
Alte. Brown 500. Chacras de Coria. Mendoza. Argentina. M5528AHB. camadio@fca.uncu.edu.ar

237



C. Amadio, R. Medina, C. Dediol, M. Zimmermann, S. Miralles

Palabras clave Keywords
aceite esencial de orégano - origanum essential oil * antioxidant ¢
antioxidante * conservante preservative

INTRODUCCION

Existen en el mundo un gran niumero de especies a las que se designan con
el nombre de orégano. El género mas caracteristico es el Origanum, sin embargo
también se comercializan el orégano espafol (Coridohymus capitatus L.) y el orégano
mexicano (Limpia graveolens Kunth). En Mendoza se han reconocido dos especies:
Origanum majorana L. y O. vulgare L. y sus hibridos, O. x majoricumy O. x applii (21).

Todas ellas tienen multiples usos: condimento en la industria de los alimentos,
plantas decorativas, aromatizantes en la industria perfumera, produccién de aceites
esenciales y oleorresinas. En la medicina tradicional, las distintas especies de orégano
también son usadas contra el asma, la indigestion, el dolor de cabeza y el reumatismo
y, como desinfectantes (10, 14, 25). Actualmente muchas especias y hierbas, en
particular de la familia Lamiaceae, a la que pertenece el orégano, han sido evaluadas
como antioxidantes y conservantes en alimentos, aumentando asi su importancia
en la industria alimentaria por ser una alternativa a los aditivos sintéticos (9, 17, 22,
23, 24, 26). Sus principios activos pueden actuar en una o varias de las etapas de la
secuencia oxidativa (8). Los polifenoles son los responsables de esta accidén y en ella
influye su estructura molecular, en especial, el grado de hidroxilacién y la posicion de
los oxhidrilos (16). A pesar de que su actividad antioxidante esta asociada a varios
mecanismos, su elevada reactividad frente a radicales libres activos se considera el
mecanismo principal (8).

La composicién en polifenoles del aceite esencial de orégano es muy variable,
depende principalmente de la parte de la planta que sea destilada y de la especie
o subespecie. El timol y el carvacrol son los compuestos principales (1, 6). En el
Origanum vulgare se ha comprobado el alto contenido en compuestos polifendlicos,
que proveen una efectiva proteccion en todas las fases de la oxidacion lipidica. (8).

La actividad antibacteriana también es afectada por el tipo, composicién y
concentracion del aceite esencial, el tipo y concentracion del microorganismo
seleccionado, la composicién del sustrato, y las condiciones de procesamiento y
conservacion (5).

Actualmente se desconoce la composicion de los hibridos Origanum x majoricum
y Origanum x appli, y en qué etapas de la oxidacion lipidica actian cada uno de ellos
para proteger los alimentos. Se han publicado numerosos estudios sobre el efecto
antimicrobiano de distintos oréganos que indican la inhibicidn de bacterias patégenas
alimentarias (5, 7, 12, 13) pero ninguno referido a estos oréganos cultivados en la
provincia de Mendoza, Argentina.
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Objetivos

»  Evaluar el efecto antioxidante de los aceites esenciales de Origanum x applii
y Origanum x majoricum por su contenido en polifenoles y secuestro de
radicales libres.

»  Estudiar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Origanum
x appliiy Origanum x majoricum frente a bacterias lacticas y patégenas.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de Origanum x appli y Origanum x majoricum fueron obtenidas
por productores del Valle de Uco de la provincia de Mendoza (Argentina), en época
de floracién (latitud 33° 42’ 23” Sur, longitud 69° 4’ 28” Oeste, altitud 954 m s.n.m).
Las plantas fueron secadas a temperatura ambiente y se separaron las hojas y la
inflorescencia (flores + bracteas) para su posterior extraccion. Una muestra de cada
una de ellas fue depositada en el Herbario del Departamento de Ciencias Biologicas de
la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Cuyo (MEN N° 3787 y 3788).

Los aceites esenciales (AE) fueron extraidos por arrastre con vapor de agua en
un destilador de vidrio de laboratorio, el cual consta de un balén generador de vapor
de 1000 mL, una columna de destilacion en la cual se colocan 300 g de muestra seca
y un refrigerante. Los componentes volatiles fueron recibidos en una bureta graduada
luego de 40 minutos de destilacion. Se conservaron en recipientes de vidrio bajo
atmosfera inerte (N,) y se almacenaron a 4-6°C hasta su analisis. Se hicieron cuatro
repeticiones y se calcul6 el rendimiento para cada hibrido.

Los polifenoles totales fueron determinados segun la técnica de Folin Ciocalteu (27).
La concentracion de polifenoles totales en los aceites se expresé como mg equivalentes
de acido galico/g de extracto seco del aceite esencial (mg EAG/g de extracto seco).

La cuantificacion de timol y carvacrol se realiz6 mediante cromatografia en
capa fina de alta resolucién (HPTLC). Se usaron placas de HPTLC Silica gel 60 de
10 x 20 cm (Macherey- Nagel).

Las muestras se aplicaron con sembrador automéatico Linomat IV de Camag en
bandas de 4 mm con 4 mm de separacion. El desarrollo fue realizado en cuba de vidrio
doble, con saturacion de placa durante 15 minutos. El solvente usado fue tolueno y
se hizo una corrida doble de 9,5 cm cada una. La deteccion se realizé con luz UV en
espectrodensimetro Scanner || de Camag, con lecturas a 270 nm contra una curva de
calibracién preparada con soluciones estandares de timol y carvacrol cuya ecuacién
se determind por el método de regresion polinomial para un a 0,05.

Para medir la reactividad con radicales libres se modificé el método de Munir
Oktay et al. (18). Se preparé una solucion etandlica (0,01 mmol/L) de 1,1-diphenyl-
2-picryl-hydrazyl (DPPH). A 10 mL de esta solucion se le adicionaron 3 mL de
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diferentes diluciones de los aceites (1:1, 1:11, 1:26, 5:15 y 5:30 que corresponden a
1000, 920, 307, 84 y 35 mg/L). Luego de 30 min se leyd la absorbancia a 517 nm.
La concentracion de DPPH en el medio se calcul6 a partir de la siguiente curva de
calibracion, determinada por regresion lineal (R? 0,9765):

Absorbancia = 190,96 x [DPPH]

La actividad de secuestro de radicales libres se calculd con la siguiente ecuacion:
Actividad secuestrante (%) = Abs control — Abs muestra x 100
Abs control

La actividad antibacteriana se monitore6 por el método de difusién en agar (19),
empleandose seis cepas de bacterias lacticas que alteran alimentos y cinco
cepas patdgenas: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella
enteritidis, Enterococcus sp. y Escherichia coli. El método consiste en aplicar
una cantidad determinada del extracto en estudio en un disco de papel sobre la
superficie de la placa, donde se ha distribuido el in6culo con el microorganismo
sobre el que se quiere probar el poder antimicrobiano. La sensibilidad del
microorganismo al extracto se relaciona con el tamafo de la zona de inhibicion
de su crecimiento. Segun el diametro del halo de inhibicién, los microorganismos
se pueden clasificar en: no sensibles (d < 8 mm), sensibles (9 mm < d < 14 mm),
muy sensibles (14 mm< d < 19 mm) y extremadamente sensibles (d > 20 mm) (20).

El tratamiento estadistico de los datos fue realizado empleando el analisis de la
varianza (ANOVA)y posterior aplicacion de la prueba de Tukey, para un 95% de confianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento y contenido fendlico
El rendimiento y el contenido fendlico de los aceites esenciales de O. x applii y
O. x majoricum se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Rendimiento y concentracion de fenoles totales del Origanum x aplii y del
Origanum x majoricum.
Table 1. Extract yield and total phenol content of Origanum x aplii and Origanum x

majoricum.
Rendimiento Fenoles totales
(mL/100 g extracto (mg EAG/g extracto
seco) seco)
Origanum x aplii (criollo) 1,8+0,1a 104,327 a
Origanum x majoricum (mendocino) 34+02b 185,3+38b

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) (n = 4).
Different letters indicate significant difference (p < 0.05) (n = 4).
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Segun lo reportado por Albado et al. (1), el rendimiento del O. vulgare bajo estas
mismas condiciones es de 1,3 mL, siendo de 2,8 mL para el O. syriacum L. (3).
Los oréganos estudiados presentan un buen rendimiento, extrayéndose mas del
O. x majoricum.

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de las plantas, en las cuales desempefan diversas funciones fisioldgicas.
Se ha demostrado que estas sustancias son las responsables de la actividad
antioxidante de la plantas (11).

Los aceites de Origanum syriacum L., Origanum minutiflorum O. Schwarz et P.
H. Dabis, y Origanum onites L. (9) tienen altos contenidos de polifenoles (119,1; 77,6
y 93,9 mg ac. galico/g). El contenido total de fenoles es mayor en el O. x majoricum
(185,3 mg ac. galico/g).

Cuantificacion de timol y carvacrol
Los resultados de los analisis de HPTLC se presentan en la tabla 2. El mayor
componente de ambos aceites esenciales es el timol y el minoritario el carvacrol.

El contenido de timol en el orégano criollo fue significativamente mayor que en
el mendocino y ambos superaron el contenido de carvacrol, cuyo tenor no supero el
1% en los dos hibridos.

Tabla 2. Concentracién en timol y carvacrol del aceite esencial de Origanum x aplii
y de Origanum x majoricum.

Table 2. Quantitative composition in thymol and carvacrol of essential oil of the
Origanum x aplii and Origanum x majoricum.

Timol Carvacrol
(mg/100 mg AE) | (mg/100 mg AE)

Origanum x aplii (criollo) 33,8+1,0a Menora 1 a

Origanum x majoricum

. 129+0,1b Menora 1 a
(mendocino)

AE = aceite esencial. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) (n = 4).
Different letters indicate significant difference (p < 0.05) (n = 4).

Aligiannis et al. (2) y Alma et al. (3) han encontrado como componente mayoritario
el carvacrol en Origanum scabrum (74,86%) y en Origanum syriacum (26,97 %).

Estos resultados inducen a estudios posteriores, sobre un potencial empleo
como antioxidante en alimentos que se conservan a bajas temperaturas, pues se ha
demostrado que el timol, a temperatura ambiente, actia mejor que el carvacrol como
antioxidante de lipidos (25).
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Reactividad con radicales libres

Los antioxidantes se caracterizan por ceder hidrogeno a partir de los grupos fendlicos,
interrumpiendo asi la propagacion de la oxidacion a través de la cadena de radicales
libres. De esta manera se forman compuestos estables que no pueden iniciar o propagar
la oxidacion lipidica. El método de la reactividad con los radicales libres se usa como un
indicador de la donacién de hidrégeno y de esta manera de la actividad antioxidante (8).

La reactividad con radicales libres se presenta en la tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de reactividad con radicales libres del Origanum x aplii y del
Origanum x majoricum

Table 3. Measurement of the DPPH-scavenging activity of Origanum x aplii and
Origanum x majoricum

Concentracion AE % Inhibicion DPPH Relacion % inhib.
(mg/L) 0. x majoricum 0. x aplii 0. x aplii / O. x majoricum
920 94 +1,5ab 95+0,97 a 1
307 48+14c 94 +0,91 ab 2
84 17+1,2d 85+0,8b 5
35 10+1,1d 61+08¢c 6

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) (n = 4).
Different letters indicate significant difference (p < 0.05) (n = 4).

El radical libre estable DPPH fue oxidado y decolorado en presencia de los dos
tipos de oréganos. La inhibicion se incrementd con la concentracion del aceite esencial.

El Origanum x applii presenté mayor poder secuestrante que el O. x majoricum
para las menores diluciones. A concentraciones mayores no se encontraron diferencias
significativas entre ellos.

Alma et al. (3) trabajaron con orégano sirio (Origanum syriacum L.) y reportaron
menores porcentajes de inhibicidon para concentraciones similares de aceite esencial.

Comparando los porcentajes de secuestro de radicales libres, los oréganos
estudiados presentan capacidad de captura de radicales libres y de ellos, el aceite
esencial de O. x applii es mas efectivo en todas las concentraciones ensayadas.

Determinacion de la actividad antibacteriana

Se ha demostrado que una de las especias que tiene efecto antimicrobiano
es el orégano, ya que inhibe el crecimiento de numerosas bacterias patégenas
en alimentos (4, 5). Esta actividad es debida, principalmente, a que sus aceites
esenciales contienen compuestos volatiles, especialmente timol y carvacrol cuyo
efecto antimicrobiano se ha comprobado individualmente para cada uno de ellos (15).
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Los resultados de inhibicién microbana se presentan en la tabla 4.

Tabla 4. Actividad antimicrobiana del Origanum x aplii y del Origanum x majoricum.
Table 4. Antimicrobial activity of Origanum x aplii and Origanum x majoricum.

Origanum x aplii Origanum x majoricum
Microorganismo Diametro Diametro
inhibitorio | Clasificacion inhibitorio Clasificacion
(mm) (mm)
Enterococcus faecalis 8,5 no sensible 10 sensible
Escherichia coli 12,5 sensible 17 muy sensible
Listeria monocytogenes 16,5 muy sensible 17,5 muy sensible
Staphylococcus aureus 13 sensible 19,5 muy sensible
Salmonella enteridis 9 sensible 12 sensible
lactica 1 8 no sensible 0 no sensible
lactica 2 13 sensible 15,5 muy sensible
lactica 3 10,5 sensible 15 muy sensible
lactica 4 40 extremad.amente 245 extremadamente
sensible sensible
lactica 5 9 sensible 18 muy sensible
lactica 6 8 no sensible 0 no sensible

Ambos oréganos presentaron halos de inhibicion frente a las bacterias patégenas
ensayadas. El Enterococcus faecalis fue calificado como no sensible al Origanum
x aplii y la efectividad de éste fue menor que la del Origanum x majoricum. Las
bacterias lacticas 1 y 6 no fueron sensibles a los dos aceites esenciales estudiados;
la lactica 4 fue extremadamente sensible a ambos y las 2, 3 y 5 fueron mas sensibles
al Origanum x majoricum.

CONCLUSIONES

* Los aceites esenciales de oréganos producidos en Mendoza (O. x applii y
O. x majoricum) contienen compuestos fendlicos, entre los que se destaca
el timol.

+  Sibien el rendimiento en aceite esencial del O. x majoricum (3,4 +0,2%) es superior
al del O. x applii (1,8 + 0,1), su contenido de timol es significativamente menor.

* En bajas concentraciones (35 mg/L) es seis veces mas efectivo, por su
capacidad de captura de radicales libres el O. x aplii que el O. x majoricum
y en mayores dosis (920 mg/L), su actividad es similar: ambos capturan mas
del 90% del DPPH.

*  Ambos oréganos inhiben el desarrollo de las bacterias patdégenas y la mayoria de las
lacticas ensayadas. El Origanum x majoricum es mas efectivo que el Origanum x aplii.
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Los aceites esenciales de Origanum x majoricum y el de Origanum x applii
son una buena fuente de compuestos fenodlicos capaces de proteger contra
la oxidacion, secuestrando radicales libres y con accion antibacteriana que se
podrian incorporar a alimentos para prolongar su vida util.
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