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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se estudiaron las condiciones mas apropiadas
para la extraccion del aceite esencial de orégano silvestre del alto Patia (Lippia
origanoides Kunth), mediante la técnica de arrastre con vapor, y ademas se
determino el efecto de las condiciones agroecoldgicas sobre la composicion y
rendimiento del aceite.

Se llegd a determinar que el rendimiento de extraccion promedio a nivel de
laboratorio fue de un 2.67%, y en planta piloto de 2.76%; de igual manera el
estudio arrojo que en el proceso de optimizacion en laboratorio y planta piloto los
niveles superiores de los factores o variables estudiadas maximizan el
rendimiento del aceite esencial y el contenido de timol del mismo.

En cuanto al efecto de las condiciones agroecolégicas se obtuvo que el factor
vereda y la interaccion vereda — época de recoleccion, influyen sobre el
rendimiento de extraccion de aceite esencial de orégano, contrario de la edad de
la planta y la época de recoleccion que no mostraron un efecto significativo sobre
el rendimiento del aceite.

Los mayores rendimientos se obtuvieron en las muestras procedentes de las
veredas Alto de Mayo, San Juanito y El Cardo con un promedio de 3,01% vy los
menores rendimientos fueron del orden de 2,53% en la vereda Las Juntas.

En cuanto al contenido de los componentes mayoritarios del aceite esencial, se
obtuvo que estos son dependientes de la época de recoleccion de las hojas.

En promedio se obtuvo un contenido de timol de 72.54% (intervalo de variacion
entre 65% y 85%), p-cimeno de 10,7% (intervalo de variacion entre 8% y 14%) vy
y-terpineno de 4,9% (intervalo de variacion entre 3,5% y 5,6%).



ABSTRACT

In this investigation work the most appropriate conditions were studied for the
extraction of the essential oil of wild oregano of the high Patia (Lippia origanoides
Kunth), by means of the haulage technique with vapor, and you also determines
the effect of the conditions agroecologicas on the composition and yield of the oll.

You ended up determining that the yield of extraction average at laboratory level
was of 2.67%, and in plant pilot of 2.76%; in a same way the study hurtles that in
the process of optimization in laboratory and pilot plants the superior levels of the
factors or studied variables maximize the yield of the essential oil and the content
of timol of the same one.

As for the effect of the conditions agroecolégicas it was obtained that the factor
sidewalk and the interaction sidewalk - gathering time, they influence on the yield
of extraction of oil oregano essential, contrary of the age of the plant and the
gathering time that didn't show a significant effect on the yield of the oil.

The biggest yields were obtained in the samples coming from the High sidewalks
of May, San Juanito and The Thistle with an average of 3,01% and the smallest
yields were of the order of 2,53% in the sidewalk The Meetings.

As for the content of the majority components of the essential oil, it was obtained
that these they are dependent of the time of gathering of the leaves.

Was a content of timol of 72.54% obtained on the average (variation interval
between 65% and 85%), p-cimeno of 10,7% (variation interval between 8% and
14%) and? - terpineno of 4,9% (variation interval between 3,5% and 5,6%).
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INTRODUCCION

El cultivo de orégano es muy tradicional alrededor del mundo y con una amplia
distribucion en Europa y Asia. La produccion mundial de orégano seco supera las
60.000 toneladas y si a esto se le agregan los productos frescos, congelados y los
gue se destinan a la produccion de aceites esenciales y oleorresinas, se llega a un
mercado de exportacion en expansion, que en el caso de Colombia es factible de
acrecentar exitosamente por productores nacionales, en la medida que la calidad
del producto cumpla con las crecientes exigencias del mercado nacional e
internacional. Comercialmente se conocen bajo la forma de orégano varias
especies, entendiéndose que bajo este caracter se considera principalmente sus
caracteristicas de aroma y sabor. Los principales productores de orégano
(Oregano vulgare) son Turquia, Grecia e Israel, en Latinoamérica sobresalen Chile
y Perd, que estan consolidando cada vez mas su oferta en los mercados
mundiales. México a su vez presenta altos niveles de produccion del denominado
"orégano mexicano" (Lippia graveolens) que corresponde a un producto con unas
caracteristicas especificas y similares a las encontradas en Colombia. En cuanto a
los importadores se destaca Estados Unidos con mas del 10% del volumen total,
seguido por la Union Europea, especialmente Alemania, Italia, Francia y Espafia.
En Sudamérica los principales importadores son Brasil, Uruguay y Argentina. Este
panorama muestra el orégano como condimento, pero no en el papel de sus bio-
componentes funcionales.

El uso de orégano ha sido asociado de manera estratégica con la Fitomedicina ya
gue la planta contiene poderosos compuestos anti-microbiales y antioxidantes.
Las distintas caracteristicas de la planta de orégano requieren asegurar la calidad,
eficacia y estabilidad del producto final extraido de la misma, debido a que la
actividad biolégica varia significativamente con la genética y los parametros
ambientales locales, por lo que se requiere de estrategias innovadoras , las cuales
incluyan la caracterizacion de los nichos o conglomerados de produccion y la
definicion de potencialidades para el desarrollo de plantas con un perfil 6ptimo de
ingredientes  especificos biologicamente activos en un escenario de
procedimientos experimentales tecnolégicos eficazmente estandarizado. En este
sentido, entre los muchos factores que afectan la composicion de los aceites
esenciales del orégano, los mas importantes son el origen de la planta, la parte de
la planta utilizada, el estado de desarrollo, el clima y las condiciones de
crecimiento (temperatura, suelo, fertilizante), asi como el tipo de destilacion y las
condiciones de almacenamiento (Cosentino et a/., 1999; McGimpsey et al., 1994).

El orégano silvestre, (Lippia origanoides Kunth), tiene una fragancia fuerte la cual
se conoce que proviene de la presencia de aceites esenciales. Estas sustancias
naturales son fuente de aromas, perfumes y fragancias las cuales tienen un alto
valor comercial. Su extraccién, si bien se hace a través de un proceso industrial,
no se trata de una tecnologia muy sofisticada y la infraestructura requerida se
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puede construir en Colombia. En la presente investigacion se estudiaron las
condiciones mas apropiadas para la extraccion de aceite esencial de orégano
silvestre mediante la técnica de arrastre con vapor a nivel de laboratorio y planta
piloto y ademéas se determind el efecto del origen, edad de la planta sobre la
composicion y rendimiento de dicho aceite.
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1. IDENTIFICACION Y ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA

Al norte del departamento de Narifio y sur del Cauca se encuentra la region del
Alto Patia, que se caracteriza por poseer un clima seco, suelos éaridos,
devastacion forestal, escasez de fuentes hidricas, entre otras dificultades, pero
igualmente abunda de forma silvestre una especie de orégano la cual hasta el
momento localmente no se le ha dado ningun uso. Algunos estudios como los de
Cosentino et al., 1999; y McGimpsey et al., 1994., han demostrado que esta
planta posee aceites esenciales que contienen compuestos con propiedades
antimicrobiales y antioxidantes por lo que tienen potencialidad para ser utilizados
como preservantes, como suplemento alimenticio para estimular el sistema
inmunolégico y mejorar la produccion de carne en peces, cerdos y aves, como
fungicida entre otros usos, por lo tanto es necesario promover el desarrollo de
nuevas tecnologias que exploten las potencialidades que posee la region para asi
lograr un cambio en la cultura de aprovechamiento de los recursos propios de esta
zona, generando una alternativa de trabajo e ingresos a los habitantes.

Teniendo en cuenta estos aspectos es de vital importancia profundizar en la
investigacion de esta variedad realizando estudios sobre la composicion y
rendimiento del aceite esencial de orégano nativo del alto Patia y la influencia que
puedan tener las condiciones agroecoldgicas de produccion, en su composicion y
rendimiento, determinando con lo anterior las condiciones optimas de extraccion
mediante arrastre con vapor debido a que en el momento no se encuentran
estudios cientificos realizados sobre estos importantes aspectos que determinan la
viabilidad econémica y que favorecen la explotacion de recursos propios de la
region.
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2. JUSTIFICACION

2.1 JUSTIFICACION TEORICA

Turgut Dunford y Silva Vazquez, 2005., sefialan que la concentraciéon de muchos
de los metabolitos secundarios presentes en los aceites esenciales de una
determinada especie de planta se ve afectada por diversos factores
agroecoldgicos y ambientales, como el clima, la época de lluvias o de sequias, la
altitud, las caracteristicas del suelo, el nivel de radiacion solar, la edad o estado
de desarrollo de la planta, etc.

En el presente proyecto se analizaron la influencia de tres factores (época del
afo, edad de la planta y altitud de la zona de produccion) con relacion al
rendimiento de extraccion y composicion en la produccion de aceite esencial de
orégano silvestre del alto Patia especificamente respecto al contenido de timol
como componente mayoritario de interés con fines comerciales. Lo anterior
permitid conocer cuales son las condiciones en las cuales se obtiene un aceite
esencial con unas caracteristicas deseables con miras a una explotacion
comercial sostenible de la especie.

Por otro lado también se ha demostrado que las condiciones bajo las cuales se
realiza el proceso de extraccion de aceites esenciales pueden influir sobre el
rendimiento y composicion final de los mismos por lo cual fue importante estudiar
los factores y niveles de las variables que intervienen en el proceso de extraccion
por arrastre con vapor para llegar a determinar las condiciones Optimas,
replicables a nivel de campo, bajo las cuales se pueda llevar a cabo la extraccion
de los aceites esenciales de orégano silvestre del alto Patia con maximo
rendimiento y mejor calidad.

2.2 JUSTIFICACION METODOLOGICA

En el presente proyecto se aplico la metodologia de superficie de respuesta y
disefio factorial de experimentos que permitid la optimizacion del proceso de
extraccion mediante la técnica de arrastre con vapor y la determinacion de la
influencia de algunos factores de produccion respecto al rendimiento y
composicion de los aceites esenciales de orégano silvestre del alto Patia. Esta
metodologia es replicable en estudios similares con lo que se convierte en un
modelo metodoldgico aplicable a los propédsitos antes sefialados.

2.3 JUSTIFICACION PRACTICA

En los Departamentos de Cauca y Narifio el sector agropecuario se caracteriza
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por la escasez de alternativas de producciones sostenibles y econémicamente
viables. El cultivo de especies tradicionales como papa, maiz, trigo, frijol, ha
estado sujeto a situaciones de mercado interno y externo que no le permiten al
agricultor participar de manera competitiva y rentable. En particular en la
microregion del Alto Patia ha traido como consecuencias el deterioro de los
recursos naturales por sobreexplotacidn y uso inadecuado; implantaciéon de
cultivos ilicitos, conflictos sociales, y unas condiciones de vida e ingresos que
bordean los limites de la pobreza absoluta de la mayoria de la poblacion rural
localizada en esta microregion. Una de las alternativas de solucién a la
problemética anterior es la valoracion y aprovechamiento sostenible de especies
promisorias y con un alto potencial de produccion de biomoléculas, que permitan
el desarrollo agroindustrial mediante la articulacion de su produccion con la
transformacion industrial y la comercializacién en escenarios de mercado con un
alto valor agregado, de esta manera se esta contribuyendo con la solucién del
problema social y econdmico que afronta esta region dandole a sus habitantes
una alternativa de trabajo mediante el aprovechamiento de recursos propios de su
territorio y que pueden generar altas utilidades (CORPOICA 2005)

Bajo este contexto el proyecto de investigacion se enfoco en la extraccion de
aceite esencial de orégano, su optimizacion y respectivo estudio basado en las
variaciones tanto en rendimiento y composicion.

Esta investigacion hace parte del programa denominado "Utilizacion de aceites
esenciales de orégano silvestre del Alto Patia como aditivo nutracéutico en
sistemas de alimentacion animal”, aprobado por el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, siendo el primer objetivo de dicho programa. De esta manera se
esta contribuyendo a desarrollos cientificos y tecnoldgicos tales como la
elaboracion de productos nutracéuticos, antibidticos naturales o antioxidantes para
especies animales; cadenas de produccion y de valor con nuevas perspectivas de
desarrollo para los pequefios productores y la agroindustria rural de la microregion
del Alto Patia.

También se establecid datos concretos acerca de las condiciones 6ptimas de
extraccion como la determinacion de la zona y época del afio en la que se obtiene
mejor cantidad y calidad de aceite, lo que contribuye en el planteamiento de una
alternativa de explotacion de esta especie. Asi mismo se contribuyé en el proceso
de domesticacion del cultivo, pues se tiene certeza de cual vereda y época del afio
es la mas propicia para obtener una planta de mejor calidad, esto determina
épocas de siembra, asi como también brinda ventajas en la operacion de la planta
extractora de aceites esenciales a nivel rural que se construyé en la regién, ya que
se trabaja en condiciones Optimas de extraccibn que permiten un mayor
aprovechamiento del orégano en el momento de extraer el aceite.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el proceso de extraccion, mediante la técnica de arrastre con vapor, de
aceite esencial de orégano silvestre del alto Patia y determinar el efecto de las
condiciones agroecolégicas en su composicion y rendimiento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v ldentificar las condiciones mas apropiadas para la extraccion de aceite esencial
de orégano silvestre del alto Patia mediante la técnica de arrastre con vapor a
nivel de laboratorio y a nivel de planta piloto.

v Determinar la influencia de la zona de produccién (vereda), la época de
recoleccion de la hoja (invierno — verano) y la edad de las hojas de la planta
(joven - madura), sobre el rendimiento y la composicion de los aceites
esenciales de orégano nativo del Alto Patia.
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1 GENERALIDADES

4.1.1 El orégano. El orégano silvestre, de monte o cimarron (Lippia origanoides
Kunth) pertenece a la familia de las Verbenaceae, es un arbusto aromético, con
olor a artemisa oly orégano, que alcanza una altura hasta 3,5 m de alto, muy
ramificado; posee ramas subredondeadas, estriadas, hojas opuestas en forma de
cruz, peciolos cortos, de mas o menos 1-10 mm largo, limbos verdes a verde
oscuro por la haz y gris plateado por el envés, el tamafio de la hoja es muy
variable segun los ambientes sean propicios (6 X 3,5 cm) o0 mas secos y pobres
(5 X 3 mm), es de forma lanceolada o alargada, denticulado. (www.infoagro.com

2008)

4.1.2 Clasificacion Taxonoémica. Lippia origanoides Kunth

Cuadro 1. Clasificacién taxonémica de

Lippia origanoides Kunth

NOMBRE

CARACTERISTICA

ORDEN Lamiales Bromhead

Las Lamiales son un orden de plantas
dicotiled6neas.

Principalmente tropicales, de arboles,
arbustos y hierbas.

FAMILIA Verbenaceae J. St.-Hil.

Consta de alrededor de 90 géneros y 2.000
especies. Muchos miembros de ésta familia
son notables por sus cabezas o racimos de
flores pequerias.

GENERO Lippia L.

La Lippia se desarrolla como un arbusto.
lippia no es siempre verde; durante verano
toma una coloracién violetarojo ; los
ejemplares adultos son de la talla medio y
alcanzan los 3 m de grandeza . EIl
desarrollo de estas plantas es columnar, se
irguen hacia arriba con un escaso
desarrollo lateral.

Lippia origanoides

ESPECIE Kunth

Tiene un alto contenido de aceites volatiles,
de interés industrial. Se ha demostrado que
los aceites esenciales presentes en L.
origanoides, poseen actividad antimicrobial
contra Escherichia coli, Staphylococus
aureus, Candida albicans y Candida
tropicalis. Ademas, las hojas de L.
origanoides son usadas como sustituto del
orégano comun.

Fuente: www.tropicos.org.
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Lippia origanoides es Neotropical, del Caribe y norte de sur América. Todas las
caracteristicas indican que es conespecifica con Lippia suaveolens que crece
desde el sur de E.U. hasta Guatemala.

El orégano es un cultivo tradicional en el mundo, originario principalmente de
Turquia y esta dentro del grupo de las plantas medicinales, posee una amplia
distribucién en Europa y Asia. Es un cultivo que se adapta en todos los tipos de
terreno, ricos en materia organica, sueltos, siliceos arcillosos, francos, humiferos,
calcéareos, arcilloso - arenosos e incluso en lugares aridos.

El mercado del orégano tanto en seco como también el que se utiliza para la
extraccion de aceite esencial y oleorresinas es un mercado en expansion y
promisorio para paises como Colombia los cuales tienen la posibilidad de
acrecentarlo en la medida que se elaboren productos de calidad acordes con las
exigencias nacionales e internacionales.

Comercialmente la palabra orégano abarca muchas especies dado que bajo este
caracter se considera primordialmente caracteristicas como aroma y sabor.

Dentro de los grandes productores de orégano estan Turquia, Grecia e Israel, en
Latinoamérica esta Chile y Peru teniendo como especie principal al orégano
vulgare; esta especie pertenece al orden de las Lamiales Bromhead, a la familia
Lamiaceae Martinov y al género Origanum. En México se presentan producciones
del denominado orégano mexicano (Lippia graveolens), el cual posee
caracteristicas similares a las del orégano encontrado en Colombia.

La planta de orégano contiene compuestos antimicrobiales y antioxidantes por lo
cual ha sido asociada a la fitomedicina. Ademas, debido a las diferentes
caracteristicas del orégano, este requiere que se asegure la calidad del producto
final extraido de la planta, esto debido a que la actividad biolégica depende
significativamente de la genética y las condiciones ambientales del sitio de
produccion. En este sentido, entre los muchos factores que afectan la composicion
de los aceites esenciales del orégano, los mas importantes son el origen de la
planta, la parte de la planta utilizada, el estado de desarrollo, el clima y las
condiciones de crecimiento (temperatura, suelo, fertilizante), asi como el tipo de
destilacion y las condiciones de almacenamiento (Cosentino et al.,, 1999;
McGimpsey et al., 1994).

4.1.3 Composicion y usos potenciales del orégano. Existen basicamente dos
tipos de orégano: orégano europeo (mejorana, orégano comun, etc.) nativo de la
region mediterrdnea y el orégano americano (Suramérica 0 México)
pertenecientes al genero Lippia (L. origanoides, L. graveolens, entre otras), los
cuales se destacan por su alto contenido de compuestos fendlicos (timol y
carvacrol) (Goren, 2003, Vernin, 2001). Debido a la relacion existente entre estos
dos compuestos y sus potenciales actividades, muchos estudios se han enfocado
en la determinacidn de la composicion quimica de especies pertenecientes a estos
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géneros. Asi por ejemplo, se encontré que los compuestos quimicos presentes en
mayor concentracion en el aceite esencial del orégano mexicano (Lippia berlanderi
Schauer) son el timol y el carvacrol, muy apetecidos debido a sus propiedades
antioxidantes y antimicrobiales (Turgut Dunford, y Silva Vazquez, 2005).

Otras especies como el orégano vulgare subsp. Hirtum (comercialmente
conocidas como orégano griego) tienen también altos contenidos de estos fenoles
(carvacrol + timol 78.27%) en los aceites esenciales obtenidos de la planta. Otros
componentes presentes son monoterpenos hidrocarbonados; a-terpineno y p-
cimeno (5.54 y 7.35% del total del aceite, respectivamente) (Poulose and Croteau,
1978).

El genero Lippia (Verbenaceae) incluye aproximadamente 200 especies de
hierbas y arbustos. Las especies estan especialmente distribuidas en paises de
América Central (México, Guatemala, Cuba) y América del Sur (Venezuela, Brasil,
Colombia). Muchas de ellas son tradicionalmente utilizadas como remedio para
afecciones gastrointestinales y respiratorias, ademas las hojas de la mayoria de
estas especies son utilizadas como condimentos en la preparacion de alimentos.

El uso mas comun de las especies de Lippia es para el tratamiento de desordenes
respiratorios, con este fin la planta es usualmente preparada en forma de infusion.
En Sur América también es empleada como remedio para resfriados, gripe,
bronquitis, tos y asma. Es el caso de L. origanoides cuyas hojas son utilizadas
como condimentos en la preparacion de alimentos, y en forma de infusién para el
tratamiento de la diarrea, como analgeésico, antiinflamatorio y antipiretico. Otros
autores han reportado propiedades como antioxidantes, antisepticas, calmantes,
cicatrizantes, desinflamante, digestiva, estomaquica y estimulante.

Lippia origanoides Kunth, pertenece a la familia Verbenacea. Esta familia se
caracteriza por la gran variabilidad de usos que presentan sus especies, algunas
de las cuales son de gran aplicacion en la farmacéutica, alimentos, textiles,
guimica organica fina y, sobre todo, cosmética y perfumeria dado su alto
contenido de aceites voléatiles de interés industrial. Asi mismo, se ha demostrado
gue los aceites esenciales presentes en L. origanoides, poseen actividad
antimicrobial contra Escherichia coli, Staphylococus aureus, Candida albicans y
Candida tropicalis. Ademas, las hojas de L. origanoides son usadas como sustituto
del orégano comun. En Santander, L. origanoides posee una amplia distribucion,
en la region seca del Cafon del Rio Chicamocha. Por su importancia, el Centro
Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales
Arométicas y Medicinales Tropicales (CENIVAM), se encuentra estudiando esta
especie promisoria, entre otras, por la calidad de sus aceites esenciales, con el fin
de brindar una alternativa econémica al campesino colombiano.

L. origanoides se conoce en Colombia como "orégano de monte" y junto con otras
especies de similar nominacion, varios autores han reportado un alto contenido de
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los monoterpenos timol y carvacrol. Una revision de la literatura muestra que por
lo menos 36 especies pertenecientes a diferentes géneros son llamadas "orégano”
y son usadas como condimentos, la presencia del aceite esencial y su
composicion en estas especies determinan el aroma y el sabor de estos
condimentos.

Existen diversos estudios sobre la composicion quimica del orégano, usando
extractos acuosos y sus aceites esenciales, Se han identificado flavonoides como
la apigenina y la luteolina, agliconas, alcoholes alifaticos, compuestos terpenicos y
derivados del fenilpropano. En Origanum vulgare se han encontrado acidos
coumerico, ferulico, cafeico, r-hidroxibenzoico y vainillinico. (Martinez A. 2003).

La figura 1 presenta las estructuras quimicas de los principales compuestos
presentes en el aceite esencial de orégano.

Figura 1. Estructura quimica de los principales com ponentes presentes en el
aceite esencial de orégano ( Lippia origanoides).
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Fuente. Martinez A. 2003.
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Los monoterpenoides, compuestos Vvolatiles con olores intensamente
pungentes, son los responsables de las fragancias y las sensaciones de
olor-sabor de muchas plantas. Estructural y biolégicamente son muy
diferentes, llegadndose a clasificarseles hasta en 35 grupos. Los principales
guimiotipos de la especie O. vulgare son el carvacrol y el timol cada una con
enzimas especificas que dirigen su biosintesis.

La subespecie O. vulgare ssp. Hirtunres es la mas estudiada, especialmente en
relacién a la composicidn y calidad de su aceite esencial, ya que este Ultimo tiene
un importante valor comercial. En esta subespecie el rendimiento del aceite
esencial en la hoja seca varia entre 2% y 6%. Este porcentaje se ve afectado por
la altitud del lugar de cultivo, y por la época de recoleccién, siendo este mas bajo
en el otofio.

Los compuestos mayoritarios encontrados en O. vulgare ssp. Hirtum son el
carvacrol, timol, p-cimeno y a - Terpineno aunque en diversos estudios realizados
por cromatografia de gases/espectrometria de masas se han identificado de 16 a
56 compuestos diferentes. Estos componentes también se han encontrado en O.
dictamnus y se sabe que otras especies como O. scabrum y O. microphyllum
contienen alrededor de 28 y 41 compuestos diferentes, respectivamente. Los
investigadores cubanos caracterizaron tres especies de orégano y concluyeron
gue se recomendaba la produccién de Lippia micromera. En el aceite del orégano
gue crece en forma silvestre se ha encontrado la presencia dominante de
carvacrol y timol. Se ha observado que un incremento en los porcentajes de timol
provoca un decremento en el contenido de carvacrol. De igual manera, los
hidrocarburos monoterpenoides y-terpineno y p-cimeno estan presentes de
manera constante en los aceites esenciales, pero siempre en cantidades menores
a las de los dos fenoles.

En el aceite del orégano silvestre cultivado en hidroponia y adicionado de fosforo
se han identificado 46 componentes. En este caso, los principales compuestos
fueron el carvacrol y el p-cimeno. Al mismo tiempo se observo un incremento en el
porcentaje de p-cimeno y un decremento de carvacrol cuando se comparo con el
aceite de plantas enriquecidas con nitrégeno (Martinez A 2003).

Castaneda et al.,, (2007), estudiaron la composicion quimica de los aceites
esenciales de las hojas de 10 plantas aromaticas colombianas, entre ellas Lippia
Origanoides, encontrando dos quimiotipos para el aceite esencial de esta especie.
El quimiotipo A (tipico) cuyos componentes mayoritarios fueron: carvacrol (36,6%),
p-cimeno (14,0%), terpineno (13,3%), timol (9,1%), y a-terpineno (3,8%); mientras
gue, para el quimiotipo B (atipico) los componentes mayoritarios fueron: p-cimeno
(15,7%), trans-B-cariofileno (9,4%), a-felandreno + d-3-careno (8,7%), limoneno
(6,9%) y 0>-felandreno + eucaliptol.
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El timol y el carvacrol son compuestos fendlicos naturales, considerados como
posibles antioxidantes, agentes antifungicos y antibacteriales, presentes en
cantidades significativas en los aceites esenciales del genero Thymus,Origanum,
Satureja, Thymbra y Lippia, especies ampliamente utilizadas como especias y tés
herbarios (Burdock, 2005). Al timol y al carvacrol se le han atribuido propiedades
acaricidas, alergénicas, analgéicas, antiacné, antibacteriales, antiinflamatorias,
antioxidantes, antiplaca, antisalmonella, antisépticas, antiespasmadicas,
dentifricas, desodorantes, dermatitigénicas, expectorantes, aromatizantes,
fungicidas, insecticidas, larvicidas, pesticidas, vermicida. (Duke, J. 2007).

Torres Harlen, et al., (2007), determinaron la composicion quimica del aceite
esencial de dos quimiotipos de la especie Lippia origanoides cultivada en un
corregimiento de Palmira, Colombia. Los aceites esenciales fueron obtenidos
mediante destilacibn por arrastre con vapor en un equipo tipo Clevenger
modificado y analizados por cromatografia de gases (CG) acoplada a
espectrometria de masas (EM). La identificacién de las sustancias se realiz6 con
base en los indices de Kovats y por comparacion de sus espectros de masas con
las sustancias de referencia. El aceite esencial de uno de los quimiotipos presento
una constitucion principalmente monoterpénica, siendo el timol (45%) el
componente mayoritario mientras que el aceite esencial del otro quimiotipo
presentd una constitucion sesquiterpenica siendo el trans-p-cariofileno (17%) el
componente principal.

Stashenko Elena et al., (2007), analizaron extractos de hojas de dos quimiotipos
de Lippia origanoides., cultivados en el Complejo Agroindustrial de CENIVAM
(UIS). Se utilizaron las técnicas de extraccion hidrodestilacion asistida por
radiacion de micro-ondas, extraccion con solvente - destilacion simultanea y
extraccion con fluido supercriticos. Los metabolitos secundarios fueron separados
por cromatografia capilar con detecciébn de masas. La identificacion se llevo a
cabo por comparacion de espectros de masas con bases de datos, patrones e
indices de Kovats. Los compuestos mayoritarios en los extractos para el
guimiotipo | fueron: p-cimeno (13%), y 1,8-cineol (9%). Para el quimiotipo Il: timol
(56%), y p-cimeno (10%).

Blanco Moreno, et al (2006) caracterizaron la composicion y el rendimiento del
aceite esencial (AE) de arbustos de Lippia origanoides, durante la época de lluvia
y la época de sequia, en el ambiente semiarido del Cafion del Chicamocha
(Santander, Colombia). El aceite esencial de L. origanoides, fue obtenido del
follaje de los arbustos mediante hidrodestilacion asistida por microondas y la
determinacion de la composicion del AE a través de analisis de Cromatografia de
Gases acoplada a un Espectrémetro de Masas (GC/MS). Los compuestos
carvacrol, timol, p-cimeno, terpineno, mirceno, terpineno, trans-cariofileno, acetato
de carvacrilo y acetato de timilo fueron identificados como los componentes
mayoritarios en el AE de esta especie, independientemente de la época de
colecta.
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Se ha demostrado que al igual que la mayoria de los metabolitos secundarios
presentes en las plantas, la composicion de los aceites esenciales también se ven
afectados por las distintas condiciones ambientales experimentadas durante el
crecimiento de la planta, entre ellas la duracion de la luz solar, la temperatura, el
estrés de agua, etc. Otro factor determinante en la composicion de los metabolitos
es la edad de la planta. (Turgut Dunford, y Silva Vazquez, 2005).

Recientemente, se ha incrementado la busqueda de antioxidantes de origen
natural para ser usados en alimentos y como base de nuevos farmacos y asi
reemplazar los antioxidantes sintéticos debido a las restricciones de
carcinogenicidad que estos presentan, lo cual lo hace un tema importante para el
estudio de diversas especies autoctonas, ricas en timol y carvacrol, como posibles
fuentes con propiedades biolégicas beneficiosas (Zheng, 2001).

Mufioz et al., (2007) determinaron la composicion quimica de extractos de seis
especies vegetales (tomillo, oréganos comuan, cimarron de castilla, rastrero y
mejorana) y cuatro aceites esenciales obtenidos por destilacion-extraccion
simultanea con solvente (SDE) y hidrodestilacion asistida por la radiacion de
microondas (MWHD), respectivamente. Los ensayos de actividad antioxidante
mostraron que los aceites esenciales evaluados presentaron una menor actividad
comparada con los antioxidantes BHA y a-tocoferol. Sin embargo, Tomillo,
Orégano de Castilla y Orégano comun presentaron capacidad antiradicalaria
cercanas a la del antioxidante sintético BHT; mientras que, la actividad
antiradicalaria del Orégano cimarron fue mayor que la del BHT, confirmando que
los aceites esenciales son potentes antioxidantes naturales, los cuales pueden ser
usados en alimentos como posibles sustitutos de los antioxidantes sintéticos,
pudiendo atrapar radicales libres y prevenir la oxidacion.

Matsumura et al., (2003) estudiaron la actividad antioxidante de hojas de orégano
vulgare utilizando el método de DPPH encontrando que la misma es comparable a
la del acido rosmarinico y la quercetina.

Govaris et al.,, (2004) estudiaron el uso de aceite de orégano para evitar la
oxidacion lipidica en carnes durante almacenamiento refrigerado mediante
suplementacion en la dieta comparado con uso pos mortem, los resultados
demostraron un retardo en la oxidacion lipidica en ambos tratamientos; sin
embargo, el efecto del uso del aceite de orégano pos mortem fue inferior al
logrado con el tratamiento de suplemento en la dieta.

Existen muchos estudios que demuestran las propiedades y actividades bioldgicas
del aceite esencial de orégano vulgare, por ejemplo, Souza et al.,, (2007)
estudiaron la actividad antimicrobiana de Candida albicans y Candida krusei,
demostrando la efectividad para inhibir el crecimiento de dichas levaduras
presentes en productos alimenticios. Lemhadri et al., (2004) demostraron el efecto
antihiperglicemico de extractos acuosos obtenidos a partir de las hojas de

32



orégano.

Celis Clara, et al., (2007), determinaron por GC -MS la composicion quimica de los
aceites esenciales de dos quimiotipos de Lippia, lippia alba, citral y carvona; Lippia
origanoides y ademas de Phyla dulcis. Se evalud la actividad antioxidante de cada
uno de los aceites, como una medida de la capacidad antirradicalaria.
Adicionalmente, evaluaron la citotoxicidad en células Vero y las actividades
antifungica, antiparasitaria y antibacterial. Los resultados obtenidos permitieron
establecer que el aceite de L. origanoides, fue la mezcla mas promisoria, debido a
su alta actividad en los diferentes ensayos biolégicos, y su capacidad
antirradicalaria, al ser un aceite esencial no toxico.

La influencia de la aplicacion de orégano como suplemento en la alimentacion de
cerdas de cria ha sido estudiada a escala comercial en una granja en Europa, las
dietas utilizadas contenian 1000 ppm de orégano, la conclusion del estudio
demostré un aumento en el desarrollo productivo, los grupos tratados con orégano
mostraron una menor tasa de mortalidad.

4.2 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente
destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias
responsables del aroma de las plantas y que son importantes en la industria
cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos y saborizantes)
y farmacéutica (saborizantes). Los aceites esenciales generalmente son mezclas
complejas de hasta mas de 100 componentes que pueden ser compuestos
alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres
y &cidos), Monoterpenos, Sesquiterpenos y Fenilpropanos.

En su gran mayoria son de olor agradable, aunque existen algunos de olor
relativamente desagradable como por ejemplo los de ajo y la cebolla, los cuales
contienen compuestos azufrados. (Martinez A. 2003)

4.2.1 Clasificacion de los aceites esenciales.  Los aceites esenciales se clasifican
con base en diferentes criterios: consistencia, origen y naturaleza quimica de los
componentes mayoritarios. De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales
se clasifican en esencias fluidas, balsamos y oleorresinas. Las Esencias fluidas
son liquidos volatiles a temperatura ambiente. Los Balsamos son de consistencia
MAas espesa, son poco volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion,
son ejemplos el balsamo de copaiba, el balsamo del Pert, Benjui, bdlsamo de
Tolu, Estoraque, etc.

Las Oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son
tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisolidas (caucho, gutapercha,
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chicle, balata, oleorresina de paprika, de pimienta negra, de clavero, etc.).

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como naturales,
artificiales y sintéticos. Los naturales se obtienen directamente de la planta y no
sufren modificaciones fisicas ni quimicas posteriores, debido a su rendimiento tan
bajo son muy costosas. Los artificiales se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus componentes, por
ejemplo, la mezcla de esencias de rosa, geranio y jazmin enriquecidas con
linalool, o la esencia de anis enriquecida con anetol. Los aceites esenciales
sintéticos como su nombre lo indica son los producidos por la combinacion de sus
componentes los cuales son la mayoria de las veces producidos por procesos de
sintesis quimica. Estos son mas econdmicos y por lo tanto son mucho mas
utilizados como aromatizantes y saborizantes (esencias de vainilla, limon, fresa,
etc.).

Desde el punto de vista quimico y a pesar de su composicién compleja con
diferentes tipos de sustancias, los aceites esenciales se pueden clasificar de
acuerdo con el tipo se sustancias que son los componentes mayoritarios. Segun
esto los aceites esenciales ricos en monoterpenos se denominan aceites
esenciales monoterpenoides (p.ej. hierbabuena, albahaca, salvia, etc.). Los ricos
en sesquiterpenos son los aceites esenciales sesquiterpenoides (p.ej. copaiba,
pino, junipero, etc.). Los ricos en fenilpropanos son los aceites esenciales
fenilpropanoides (p.ej. clavo, canela, anis, etc.). (Martinez A. 2003)

4.2.2 Distribucion y estado natural. Los aceites esenciales se encuentran
ampliamente distribuidos en unas 60 familias de plantas que incluyen las
Compuestas, Labiadas, Lauraceas, Mirtaceas, Pinaceas, Rosaceas, Rutaceas,
Umbeliferas, etc. Se les puede encontrar en diferentes partes de la planta: en las
hojas (ajenjo, albahaca, buchu, cidrén, eucalipto, hierbabuena, limoncillo,
mejorana, menta, pachuli, quenopodio, romero, salvia, toronjil, etc.), en las raices
(angélica, asaro, azafran, calamo, carcuma, galanga, jengibre, sandalo, sasafras,
valeriana, vetiver, etc.), en el pericarpio del fruto (limén, mandarina, naranja, etc.),
en las semillas (anis, cardamomo, eneldo, hinojo, comino, etc.), en el tallo (canela,
caparrapi, etc.), en las flores (arnica, lavanda, manzanilla, piretro, tomillo, clavo de
olor, rosa, etc.) y en los frutos (Stashenko, E et al 2006).

Los monoterpenoides se encuentran principalmente en plantas de los 6rdenes
Ranunculales, Violales y Primulales, mientras que son escasos en Rutales,
Cornales, Lamiales y Asterales. Por el contrario, los sesquiterpenoides abundan
en Magnoliales, Rutales, Cornales y Asterales. Aunque en los aceites esenciales
tanto los mono-, los sesquiterpenos y los fenilpropanos se les encuentra en forma
libre, mas recientemente se han investigado los que estan ligados a carbohidratos,
ya que se considera que son los precursores inmediatos del aceite como tal
(Martinez A. 2003).
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4.2.3 Extraccion y aislamiento.  Los aceites esenciales se pueden extraer de las
muestras vegetales mediante varios métodos como son: expresion, destilacion
con vapor de agua, extraccion con solventes volétiles, enflorado y con fluidos
supercriticos.

En la expresion el material vegetal es exprimido para liberar el aceite y este es
recolectado vy filtrado. Este método es utilizado para el caso de las esencia de
citricos.

a. Destilacion por arrastre con vapor de agua. La muestra vegetal
generalmente fresca y cortada en trozos pequefios, es encerrada en una camara
inerte y sometida a una corriente de vapor de agua sobrecalentado, la esencia asi
arrastrada es posteriormente condensada, recolectada y separada de la fraccion
acuosa. Esta técnica es muy utilizada especialmente para esencias fluidas,
especialmente las utilizadas para perfumeria. Se utiliza a nivel industrial debido a
su alto rendimiento, la pureza del aceite obtenido y porque no requiere tecnologia
sofisticada.

b. Extraccion con solventes volatiles. La muestra seca y molida se pone en
contacto con solventes tales como alcohol, cloroformo, etc. Estos solventes
solubilizan la esencia pero también solubilizan y extraen otras sustancias tales
como grasas Y ceras, obteniéndose al final una esencia impura. Se utiliza a escala
de laboratorio pues a nivel industrial resulta costoso por el valor comercial de los
solventes, porque se obtienen esencias impurificadas con otras sustancias, y
ademas por el riesgo de explosion e incendio caracteristicos de muchos solventes
organicos volatiles.

c. Enflorado o enfleurage. Método en el cual el material vegetal (generalmente
flores) es puesto en contacto con un aceite vegetal. La esencia es solubilizada en
el aceite vegetal que actia como vehiculo extractor. Se obtiene inicialmente una
mezcla de aceite esencial y aceite vegetal la cual es separada posteriormente por
otros medios fisicoquimicos. Esta técnica es empleada para la obtencion de
esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo rendimiento y la dificil
separacion del aceite extractor la hacen costosa.

d. Destilacion fraccionada. Uno de los métodos mas utilizados a nivel industrial
para la separacion y purificacion de mezclas complejas, como lo son los aceites
esenciales, es la destilacion fraccionada al vacio, en la cual los vapores se pasan
a través de una columna de fraccionamiento antes de recogerlos. La columna
provee una gran area superficial para el intercambio de calor entre el vapor que
sube y el condensado que desciende, lo cual hace posible una serie de
vaporizaciones y condensaciones a lo largo de la columna. De esta manera, en
cualquier punto, el condensado frio recibe calor que asciende y se revaporiza
parcialmente formando un vapor que es mas rico en el componente mas volatil.
Igualmente, al ceder calor al condensado, el vapor se enfria formando un
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condensado mas rico en el componente menos volatil. Como conclusién, una
destilacion fraccionada es equivalente a una secuencia de destilaciones simples y
por lo tanto es un proceso mucho mas eficiente. El vacio permite obtener
fracciones de compuestos a menor temperatura evitando la degradacion térmica y
oxidativas de los mismos.

e. Extracciéon con fluidos supercriticos. Método de desarrollo mas reciente. El
material vegetal cortado en trozos pequefios, licuado o molido, se empaca en una
camara de acero inoxidable y se hace circular a través de la muestra un liquido
supercritico (por ejemplo bidxido de carbono liquido), las esencias son asi
solubilizadas y arrastradas y el liquido supercritico que actla como solvente
extractor y se elimina por descompresion progresiva hasta alcanzar la presion y
temperatura ambiente, y finalmente se obtiene una esencia pura. Aunque
presenta varias ventajas como rendimiento alto, es ecolégicamente compatible, el
solvente se elimina facilmente e inclusive se puede reciclar, y las bajas
temperaturas utilizadas para la extraccion no cambian quimicamente los
componentes de la esencia, sin embargo el equipo requerido es relativamente
costoso, ya que se requieren bombas de alta presion y sistemas de extraccion
también resistentes a las altas presiones. (Martinez A 2003)

4.2.4 Usos y mercado de los aceites esenciales.  En una revision sobre las yerbas
importadas por los Estados Unidos en los ultimos veinte afios la mayor cantidad
en peso y en valor corresponde al orégano (Turgut Dunford, y Silva Vazquez,
2005). A pesar de que Colombia cuenta con una gran variedad de especies
vegetales con potencial para la obtencion de aceites esenciales, la industria
nacional importa aproximadamente el 95% de ellos, por un valor superior a 7
millones de ddélares (Diaz, J. etal. 2003).

Colombia es un pais tropical privilegiado por su variedad de climas y topografia,
donde el cultivo de plantas aromaticas y la posterior obtencion de aceites
esenciales surgen como una posibilidad de aprovechamiento en el campo agricola
y agroindustrial, generando empleo y desarrollo socioecondmico, mediante una
agroindustria de tecnologia barata, con escasa produccion de desechos, poca
demanda de insumos y un valor agregado importante (Olaya, J. 2000).

La Universidad Industrial de Santander tiene la mayor trayectoria nacional en la
investigacion de aceites esenciales. Los trabajos de investigacion los han
realizado en el Laboratorio de Cromatografia. Han desarrollado métodos de
extraccion de volatiles tales como el arrastre por vapor (SD), la destilacion-
extraccion con solvente simultanea (SDE), la extraccion con fluidos supercriticos
(SFE) y asistida por la radiacion de microondas. Los componentes de los aceites
esenciales se ha caracterizado por espectroscopia infrarroja, espectroscopia RMN
y por cromatografia de gases de alta resolucion (HRGC) utilizando detectores de
ionizacion en llama (FID), selectivo de nitrogeno y fésforo (NPD), de captura de
electrones (ECD) y detector selectivo de masas (MSD) (UIS, 2007).
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La Universidad de Narifio cuenta con la infraestructura para adelantar
investigaciones al respecto, tanto para la extraccion como la identificacion de los
compuestos. Especificamente cuenta con un equipo para destilacion por arrastre
de vapor y una planta piloto para destilacion fraccionada. También, cuenta con un
equipo de cromatografia de gases acoplado a un detector de espectrometria de
masas (GC-MS). Alli se han adelantado varios trabajos de investigacion y la idea
es fortalecer cada dia mas esta unidad regional.

El consumo de fragancias y saborizantes naturales continua creciendo a pesar del
incremento de la participacion en el mercado de sustitutos sintéticos que ofrecen
otras ventajas como menores precios y oferta constante. Sin embargo, existen
razones para suponer que la tendencia creciente en el consumo de aceites
esenciales y oleorresinas continuara.

4.3 EXTRACCION POR ARRASTRE CON VAPOR

La extraccion de aceite por arrastre con vapor es un proceso que consiste en
calentar una solucion hasta que sus componentes mas volatiles pasen a la fase de
vapor y, a continuacion, enfriar el vapor para recuperar dichos componentes en
forma liquida por medio de la condensacion. En la destilacién por arrastre con
vapor, la presencia de vapor por cualquiera de los componentes no puede ser
modificada por la presencia del otro; ademas ambos ejercen una presion
verdadera a la temperatura predominante. El liquido organico de alto punto de
ebullicion se evapora a una temperatura bastante menor que su punto de
ebullicibn normal, sin la necesidad de utilizar vacio en la operacion. (Olaya et
al.,2000)

4.4 HIDRODESTILACION

El proceso de hidrodestilacion es llamado comunmente: destilacion por arrastre de
vapor, extraccion por arrastre, hidrodifusion o hidroextraccion. Sin embargo, no
existe un nombre claro y conciso para definirlo, debido a que se desconoce
exactamente lo que sucede en el interior del equipo principal y porque se usan
diferentes condiciones del vapor de agua para el proceso. Es asi que, cuando se
usa vapor saturado o sobrecalentado, fuera del equipo principal, es llamado
"destilacion por arrastre de vapor" (Gunther, 1948). Cuando se usa vapor
saturado, pero la materia prima esta en contacto intimo con el agua generadora
del vapor, se le llama "hidrodestilacion” (Gunther, 1948). Cuando se usa vapor
saturado, pero la materia no esta en contacto con el agua generadora, sino con un
reflujo del condensado formado en el interior del destilador y se asume que el
agua es un agente extractor, se le denomina "hidroextraccion" (Palomino y Cerpa,
1999).
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Se adoptara el término hidrodestilacion, para definir el proceso para obtener el
aceite esencial de una planta aromatica, mediante el uso del vapor saturado a
presion atmosférica. El generador de vapor no forma parte del recipiente donde se
almacena la materia prima, es externo y suministra un flujo constante de vapor. Su
presion es superior a la atmosférica, pero el vapor efluente, que extrae al aceite
esencial esté a la presion atmosférica. La materia prima forma un lecho compacto
y se desprecia el reflujo interno de agua debido a la condensaciéon del vapor
circundante

De manera general, la hidrodestilacion se describe de la siguiente manera: La
materia prima vegetal es cargada en un hidrodestilador, de manera que forme un
lecho fijo compactado, el estado de la misma puede ser molido, cortado, entero o
la combinacion de estos. El vapor de agua es inyectado mediante un distribuidor
interno, préximo a su base y con la presion suficiente para vencer la resistencia
hidraulica del lecho. La generacion del vapor puede ser local (autoclave)
[hidrodestilacion humeda], remota (caldera) [hidrodestilacidén seca] o interna (base
del recipiente) [hidrodestilacion directa]. Conforme el vapor entra en contacto con
el lecho, la materia prima se calienta y va liberando el aceite esencial contenido y
este, a su vez, debido a su alta volatilidad se va evaporando. Al ser soluble en el
vapor circundante, es "arrastrado”, corriente arriba hacia el tope del
hidrodestilador. La mezcla, vapor saturado y aceite esencial, fluye hacia un
condensador, mediante un "cuello de cisne" o prolongacion curvada del conducto
de salida del hidrodestilador. En el condensador, la mezcla es condensada y
enfriada, hasta la temperatura ambiental.

A la salida del condensador, se obtiene una emulsion liquida inestable. La cual, es
separada en un decantador dinamico o florentino. Este equipo esta lleno de agua
fria al inicio de la operacion y el aceite esencial se va acumulando, debido a su
casi inmiscibilidad en el agua y a la diferencia de densidad y viscosidad con el
agua. Posee un ramal lateral, por el cual, el agua es desplazada para favorecer la
acumulacion del aceite. El vapor condensado acompafante del aceite esencial y
que también se obtiene en el florentino, es llamado "agua floral". Posee una
pequefia concentracion de los compuestos quimicos solubles del aceite esencial,
lo cual le otorga un ligero aroma, semejante al aceite obtenido (Gunther, 1948)

Para este proceso el equipo mas conocido segun (Gunther, 1948), es el de tipo
Clevenger usado en muchos laboratorios y considerado en varios estandares
internacionales, como el mas adecuado para la determinacién del contenido total
del aceite esencial de una planta aromética.

4.4.1 Hidrodestilacion asistida por radiacion con m icroondas. Las micro-ondas
son radiaciones electromagnéticas con una frecuencia en el rango de 0,3 a 300
GHz. Para evitar interferencias con las radio-comunicaciones, los microondas
domésticos e industriales operan generalmente a 2,45 GHz. Debido a su
naturaleza, las micro-ondas poseen campos eléctricos y magnéticos, los cuales
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son perpendiculares entre ellos. EI campo eléctrico causa el calentamiento, via
dos mecanismos simultdneos: rotacién bipolar y conduccion ionica. La rotacion
bipolar es debida al alineamiento en el campo eléctrico de las moléculas con un
mismo momento bipolar en la muestra solida y el disolvente.

Esta oscilacion produce colisiones con las moléculas circundantes y asi, la
liberacion de la energia térmica al medio. Con una frecuencia de 2,45 GHz, este
fendmeno ocurre 4,9 veces por segundo y el calor generado es muy rapido.

Mientras mayor sea la constante dieléctrica del disolvente, el calentamiento
aumentara. Por lo tanto, a diferencia de los métodos conocidos de suministro de
calor por conduccién, las micro-ondas dan el calentamiento a toda la muestra
homogéneamente. El efecto de las micro-ondas es fuertemente dependiente de la
naturaleza de las matrices del disolvente y del sélido. Los disolventes usados
comunmente cubren un amplio rango de polaridades. La mayoria de las veces, el
disolvente escogido posee una alta constante dieléctrica y absorbe fuertemente la
energia de las micro-ondas. Sin embargo, la selectividad de la extraccion y la
capacidad del medio para interactuar con las micro-ondas puede ser modulado
por el uso de mezclas de disolventes. En algunos casos, la matriz misma
interactia con las microondas mientras el disolvente circundante posee una baja
constante dieléctrica y asi, permanece frio.

Esta ultima situacion presenta algunas ventajas obvias en el caso de compuestos
termo-sensibles y ha sido usado exitosamente para la extraccion de aceites
esenciales. Ademés, las microondas interaccionan selectivamente con las
moléculas polares presentes en los tricomas glandulares. El calor produce la
expansion y ruptura de las paredes celulares y la liberacion del aceite esencial al
disolvente circundante. El contenido de humedad es esencial en MWHD debido a
gue el agua calienta mas y promueve la liberacidon de los analitos al medio
circundante. El equipo usado es un extractor cerrado, donde se sumerge el
disolvente y la materia prima molida, dentro de un horno por micro-ondas,
conectado a un condensador superior y exterior.

Se aplica la energia por un corto tiempo de operacion y luego se realiza la
separacion del disolvente y la materia tratada.

Este extracto es evaporado para recuperar el disolvente y obtener el aceite
esencial. Los rendimientos conseguidos son similares, pero el tiempo de
operacion es minimo y el analisis cromatografico revela una composicion
totalmente diferente a la de los aceites esenciales convencionales (Kaufmann and
Christen, 2002; Luque de Castro et al., 1999).
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4.5 CROMATOGRAFIA

4.5.1 Cromatografia de gases. El primer trabajo en el que se hace pasar una fase
movil gaseosa a través de una columna data de 1951, dando lugar a la técnica
conocida como cromatografia de gases. Esta técnica, descrita por Martin y James
en 1952, es en la actualidad el método usado ampliamente para la separacion de
los componentes volatiles y semivolatiles de una muestra. La combinacion de altas
resoluciones, sensibilidad y tiempos de analisis cortos la ha convertido en una
técnica de rutina usada en la mayoria de los laboratorios quimicos. Respecto a la
cromatografia liquida, la cromatografia de gases tiene la ventaja de disponer de
detectores mucho mas universales (por ejemplo, el de ionizacion de llama).
Ademés, para numerosas aplicaciones, los métodos son mas simples, mas
rapidos y mas sensibles que los correspondientes a la cromatografia liquida de
alta resolucion. La instrumentacion requerida para cromatografia de gases
también es mucho méas sencilla y econdmica que la empleada en HPLC. Sin
embargo, en cromatografia de gases, la influencia de la temperatura sobre la
distribucion del equilibrio es considerable, a diferencia de la cromatografia liquida.
Por ello, la cromatografia de gases presenta limitaciones en tres casos:

» Compuestos poco volatiles, generalmente los de peso molecular superior a 300
u.m.a.

» Compuestos sensibles a una elevacion de la temperatura incluso moderada
(determinados compuestos de interés bioldgico).

» Compuestos que se encuentran en forma ionica (puesto que son en general
poco volatiles).

Por esta razon, la cromatografia de gases se emplea cuando los componentes de
la mezcla problema son volatiles o semivolatiles y térmicamente estables a
temperaturas de hasta 350-400C. En cambio, cuando los compuestos a analizar
son poco volatiles y/o termolabiles, la técnica separativa adecuada suele ser la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

A menudo la cromatografia de gases se emplea para confirmar la presencia o
ausencia de un compuesto en una muestra determinada. Esto se lleva a cabo por
comparacion del cromatograma de la sustancia pura con el de la muestra, siempre
gue las condiciones para la obtenciébn de ambos sean idénticas. Una de las
dificultades de esta comparacion es que puede haber diferentes compuestos que
presenten el mismo comportamiento cromatogréfico bajo condiciones idénticas, lo
que llevaria a identificaciones erréneas. En consecuencia, las mejores técnicas de
analisis cualitativo son aquellas que combinan la capacidad de separacion de la
cromatografia con la capacidad de la identificacion de técnicas como la
espectroscopia de masas (técnicas acopladas).
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Por otra parte, también se utiliza la cromatografia de gases para establecer la
cantidad de componentes individuales presentes en una muestra, empleando
curvas de calibracion de los correspondientes patrones. A tal efecto, se pueden
emplear diferentes detectores basados generalmente en la medida de una
determinada propiedad fisica de los componentes a analizar. Algunos de ellos son
universales, mientras que otros resultan mas selectivos y responden Unicamente a
algunos de los componentes de una mezcla.

En este sentido, la espectrometria de masas acoplada a la cromatografia de gases
puede resultar un detector efectivo para la cuantificacion de sustancias organicas
si se registran el total de los iones generados (modo TIC) o bien un detector mas
especifico cuando se seleccionan unos iones de masa determinada (modo SIR).
En cromatografia de gases, la muestra se inyecta en la fase movil, la cual es un
gas inerte (generalmente He). En esta fase, los distintos componentes de la
muestra pasan a través de la fase estacionaria que se encuentra fijada en una
columna. Actualmente, las mas empleadas son las columnas capilares. La
columna se encuentra dentro de un horno con programacion de temperatura. La
velocidad de migracion de cada componente (y en consecuencia su tiempo de
retencion en la columna) sera funcion de su distribucion entre la fase moévil y la
fase estacionaria. (M.C. Gutierrez, M. Droguet, 2002).

4.5.2 La espectrometria de masas. La espectrometria de masas (MS) es una de
las técnicas analiticas mas completas que existen. Recientemente, esta técnica se
utiliza no solo en investigacion, sino también en analisis de rutina de los procesos
industriales, en control de calidad, etc. Sus principales cualidades son:

- Capacidad de identificacion de forma practicamente inequivoca, ya que
proporciona un espectro caracteristico de cada molécula.

- Cuantitativa: permite medir la concentracion de las sustancias.

- Gran sensibilidad: habitualmente se detectan concentraciones del orden de
ppm o ppb y en casos especificos se puede llegar hasta ppt e incluso ppg.

- Universal y especifica.

- Proporciona informacién estructural sobre la molécula analizada.

- Suministra informacion isotépica.

- Es una técnica rapida: se puede realizar un espectro en décimas de segundo,
por lo que puede monitorizarse para obtener informacion en tiempo real sobre
la composicion de una mezcla de gases.

Dentro del espectrémetro de masas, se procede a la ionizacién de la muestra
mediante diferentes métodos. El sistema de ionizacibn mas frecuente es el de
impacto electronico que bombardea las moléculas con electrones de una cierta
energia, capaces de provocar la emision estimulada de un electron de las
moléculas y asi ionizarlas. Ademas de moléculas ionizadas o iones moleculares
(M+) también se forman iones fragmento debido a la descomposicion de los iones
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moleculares con exceso de energia. El tipo y proporcion relativa de cada uno de
estos fragmentos es caracteristico de las moléculas analizadas y de las
condiciones del proceso de ionizacion. Una vez ionizadas las moléculas, se
aceleran y se conducen hacia el sistema colector mediante campos eléctricos o
magnéticos. La velocidad alcanzada por cada ion serd dependiente de su masa.
La deteccidon consecutiva de los iones formados a partir de las moléculas de la
muestra, suponiendo que se trate de una sustancia pura, produce el espectro de
masas de la sustancia, que es diferente para cada compuesto quimico y que
constituye una identificacion practicamente inequivoca del compuesto analizado.
El espectro de masas puede almacenarse en la memoria del ordenador para
compararse con los espectros de una coleccion de espectros (o libreria) y
proceder a su identificacion o puede estudiarse para averiguar la naturaleza de la
molécula que le dio origen, etc. (M.C. Gutierrez, M. Droguet, 2002).

4.5.3 Acoplamiento cromatografia de gases- espectro  metria de masas. La
cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad de
conseguir la separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados,
detectados, e incluso cuantificados todos los componentes individuales de una
muestra problema, el Unico dato de que se dispone para la identificacion de cada
uno de ellos es el tiempo de retencibn de los correspondientes picos
cromatogréaficos. Este dato no es suficiente para una identificacién inequivoca,
sobre todo cuando se analiza muestras con un nimero elevado de componentes,
como es frecuente en cromatografia de gases capilar.

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi
inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar
los componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus
componentes, debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por
superposicion de los espectros particulares de cada componente. Por lo tanto, la
asociacion de las dos técnicas, GC ("Gas Chromatography”) y MS ("Mass
Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada GC-MS que permite la
separacion e identificacion de mezclas complejas.

La utilizacion de la cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de
masas requiere sistemas especiales de conexion. En principio, se trata de dos
técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy pequefia cantidad de
muestra para su andlisis, por lo que son muy compatibles. El Gnico obstaculo serio
a la hora de realizar su acoplamiento es que el efluente que emerge de la columna
cromatogréafica sale a presion atmosférica y debe introducirse en el interior del
espectrometro de masas que trabaja a alto vacio. Actualmente, el acoplamiento
directo resulta facil cuando se utiliza la cromatografia de gases capilar, que es el
caso mas habitual.
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En resumen, una mezcla de compuestos inyectada en el cromatografo de gases
se separa en la columna cromatografica obteniendo la elusion sucesiva de los
componentes individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrémetro
de masas. Cada uno de estos componentes se registra en forma de pico
cromatogréfico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas.

En este proceso, el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los
espectros, actia como detector cromatogréafico al registrar la corriente idnica total
generada en la fuente i0nica, cuya representacion grafica constituye el
cromatograma o "TIC" (total ion current). En efecto, la corriente idnica generada
por todos los iones da lugar a un pico gaussiano de area proporcional a la
concentracion del compuesto detectado.

En el caso de mezclas complejas, el cromatograma obtenido puede presentar
muchos picos, algunos de ellos muy proximos, resultando dificil la identificacion
rapida y fiable de algin compuesto de interés. Cuando se desea explicitamente
localizar la presencia de uno o varios compuestos determinados, de espectro
conocido, con la mayor rapidez o con la maxima sensibilidad posible se recurre a
la técnica de deteccion SIR ("selected ion recording”). En esta modalidad de
trabajo se detectan solamente algunas masas de interés, en lugar de trabajar con
el total de los iones (TIC). De esta forma, se aumenta la selectividad del método,
reduciéndose las interferencias.

Con este tipo de cromatografia se puede determinar de qué se compone la
muestra que se esta analizando de manera cualitativa y cuantitativa, por el medio
del indice de Kovats.

El indice de Kovats relaciona el volumen de retencion, el tiempo de retencion tr de
un compuesto desconocido con otro que contiene n-hidrocarburos y que fluye
antes y después que él. Para cada serie de parafinas existe un indice

IK= 100* n+ tlx-tln__ *100 (1)
tIN-t1n

IK = indice de retencidn para el componente "X" en la fase estacionaria

N = numero de atomos de carbono del n-alcano menor

tpx, tpN, tpfN+n) ~ tiempos de retencién del componente X, y los n-alcanos entre
los que se encuentra este componente. (M.C. Gutierrez, M. Droguet, 2002).
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5. DISENO METODOLOGICO

La presente investigacion se realiz6 en la ciudad de San Juan de Pasto, ubicada al
extremo sur occidental de Colombia, se encuentra a una altura de 2.527 m.s.n.m,
con una temperatura media de 14<C, latitud 1°10' N longitud 77°16' 0.

5.1 SITIO Y DISENO DEL MUESTREO

La materia prima fue obtenida de cultivos silvestres de cuatro microregiones del
Alto Patia al norte del departamento de Narifio y suministrada por la asociacion
Vencedores del Verano, quienes fueron capacitados para la colecta del material
biol6gico con base en especificaciones aportadas por CORPOICA.(ver Anexo 1)

Se recolectaron las hojas maduras de plantas de orégano de monte, como lo
denominan los habitantes de la region, (Lippia origanoides Kunth), entre las hileras
uno y diez contadas de abajo hacia arriba, sin cortar la rama, con el objeto de no
destruir la mata. Esta se colecté en cuatro veredas (Alto del Mayo, San Juanito, El
Cardo, Las Juntas (Viento Libre) del area subxerofitica denominada Cordén
Panamericano del Alto Patia, ubicadas en los municipios de Taminango en el
norte del departamento de Narifio y Mercaderes al sur del Cauca.

Las muestras que se usaron en el proceso de estandarizacion, se recolectaron
usando un disefio experimental lo que permiti6 determinar el efecto de las
condiciones agroecolégicas sobre la composicién de los aceites esenciales
(especificamente en cuanto al contenido de los compuestos mayoritarios timol, y
p-cimeno ). Para este disefio se tomaron muestras durante el periodo de lluvias
(en un dia sin lluvia) y el periodo seco, de hojas de dos edades (jovenes y
maduras), en dos altitudes EI Cardo, Las Juntas-Viento Libre, (entre 740 y 990
msnm) y Alto del Mayo y San Juanito (1100 y 1200 msnm).

5.2 DISENOS EXPERIMENTALES.

5.2.1 Optimizacién del proceso de extraccion a nive | de laboratorio y planta
piloto. Para la determinacion de las condiciones Optimas del proceso de
extraccion del aceite esencial de orégano, se elabor6 un disefio factorial de
experimentos utilizando la metodologia de superficie de respuesta, en la que se
consideraron los diferentes factores o efectos que influyen sobre la variable de
respuesta con lo cual se realizé6 un modelamiento matematico que responde a la
region experimental.
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A nivel de laboratorio y planta piloto los factores o variables

estudiados y sus niveles son:

Cuadro 2. Factores o variables

nivel de laboratorio y planta piloto

independientes est

independientes

udiados y sus niveles a

Niveles Variable de Respuesta
Factores Laboratorio Planta Piloto -
. . . . Rendimiento | Composicion
Inferior (-1) [Superior (+1) {Inferior (-1) {Superior (+1)
Tiempo de extraccion (h) 1 3 1 3
Densidad del lecho (g/l) 60 90 60 100
Presion (psig) 1 3

La densidad del lecho (DL) o factor de empaquetamiento se la define como los
gramos de materia prima a utilizar por cada litro de capacidad del equipo.

DL= gr materia prima
litro

Para su determinacion experimental, se realizaron ensayos previos en los cuales
se llenaba el volumen util del recipiente extractor con las hojas de orégano para
luego tomar ese volumen de llenado y pesarlo; este valor de peso se lo tomo como
referencia maxima. Luego se decidid dividir el volumen del tanque en tres partes
para sacar un punto minimo un intermedio y un maximo a utilizar, de los cuales se
conocio su valor en de igual manera que se realizo para determinar el primer valor.

Para las pruebas a nivel de laboratorio, se construyo un disefio factorial 2° con dos

puntos centrales y puntos estrella realizado por duplicado para un total de 20
experimentos como se indica en la siguiente tabla.
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Cuadro 3. Matriz experimental para la optimizacion a nivel de laboratorio de
la extraccion del aceite esencial de orégano.

N° Tiempo_ E:Ie Densidad Pesc_)
Experimento extraccion Lecho (g/L) Materla
(h) prima (g)
1 1 60 30
2 3 90 45
3 1 90 45
4 2 96.2 48.1
5 3.4 75 37.5
6 2 75 375
7 0.6 75 375
8 2 53.7 26.8
9 2 75 375
10 3 60 30
11 1 60 30
12 3 90 45
13 1 90 45
14 2 96.2 48.5
15 3.4 75 375
16 2 75 375
17 0.6 75 375
18 2 53.8 26.9
19 2 75 375
20 3 60 30

Fuente: Esta investigacion.

En la planta piloto ademéas de las variables anteriores se evalué el efecto de la
presion de vapor. Como variables de respuesta se utilizaron el rendimiento de la
extraccion y la calidad del aceite en términos de concentracion (% éarea
normalizada del cromatogrdma) de los componentes activos principales o de
interés.

Para planta piloto se elabor6 un disefio central compuesto 2° con 4 puntos

centrales y 6 puntos estrella para un total de 18 experimentos, como se indica en
la siguiente tabla.
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Cuadro 4. Matriz experimental para la optimizacion a nivel de planta piloto de
la extraccion de aceite esencial de orégano.

N° Tiempo Densidad Presion
Experimento (h) Lecho de vVapor
(g/L) (psig)
1 2 80 2,0
2 1,0 60,0 1,0
3 3,0 60,0 1,0
4 1,0 100,0 1,0
5 3,0 100,0 1,0
6 1,0 60,0 3,0
7 3,0 60,0 3,0
8 1,0 100,0 3,0
9 3,0 100,0 3,0
10 0,318207 80,0 2,0
11 3,68179 80,0 2,0
12 2,0 46,3641 2,0
13 2,0 113,636 2,0
14 2,0 80,0 0,318207
15 2,0 80,0 3,68179
16 2,0 80,0 2,0
17 2,0 80,0 2,0
18 2,0 80,0 2,0

Fuente. Este estudio

Las matrices de disefio de experimentos se realizaron con la ayuda del programa
estadistico STATGRAPHICS Plus 5.0 (Statistical Graphics Corp. 1994 — 2000); los
experimentos se llevaron a cabo de manera aleatoria.

El analisis de resultados se realiz6 utilizando la técnica de analisis de varianza con
lo que se determind la significancia estadistica de los factores sobre las variables
de respuesta.

5.2.2 Evaluacion del efecto de algunas condiciones agroecoldgicas sobre el
rendimiento y la composicion del aceite esencial de orégano. Para la
evaluacion del efecto de las condiciones agroecoldgicas sobre el rendimiento y la
composicion del aceite esencial de orégano, se elabord un disefio factorial de
experimentos utilizando la metodologia de superficie de respuesta, en la que se
consideraron los diferentes factores o efectos.
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Para el analisis del efecto de las condiciones agroecoldgicas sobre la composicion
se tomo como referentes solamente al timol y al p-cimeno ya que estos posibles
compuestos son los que se encuentran en mayor proporcion en la muestra,;
ademas el timol es el compuesto de interés de esta investigacion y del proyecto
del cual hace parte (extraccion, caracterizacion y purificacion de aceite esencial de
orégano silvestre del Alto Patia).

Se plante6 un disefio experimental multifactorial categorico que permitiera estudiar
el efecto del origen (4 veredas), la época de recoleccion (invierno — verano) y la
edad de las hojas de las plantas (jévenes y maduras) para determinar su influencia
sobre las siguientes variables de respuesta:

*  %de timol

* % de p- cimeno

* Relacion timol - p- cimeno

» Rendimiento del aceite esencial en la extraccion (%p/p)

La matriz experimental se indica en la siguiente tabla.
Cuadro 5. Matriz experimental para la evaluacion d el efecto de algunas

condiciones agroecoldgicas sobre el rendimiento y | a composicion del aceite
esencial de orégano.

2 %
Exp. Vereda E(;jjg(sj rei%?ggc?éen Rendimiento | % Timol p-
Cimeno
1 San Juanito Joven Invierno
2 San Juanito Joven Invierno
3 San Juanito | Madura Invierno
4 San Juanito | Madura Invierno
5 Alto de Mayo | Joven Invierno
6 Alto de Mayo | Joven Invierno
7 Alto de Mayo | Madura Invierno
8 Alto de Mayo | Madura Invierno
9 El Cardo Joven Invierno
10 El Cardo Joven Invierno
11 El Cardo Madura Invierno
12 El Cardo Madura Invierno
13 Las Juntas Joven Invierno
14 Las Juntas Joven Invierno
15 Las Juntas | Madura Invierno
16 Las Juntas | Madura Invierno
17 San Juanito Joven Verano
18 San Juanito | Joven Verano
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%
Rendimiento | % Timol p-
Cimeno

Edad Epoca de

Exp. Vereda . o,
hojas | recoleccion

19 | SanJuanito | Madura Verano
20 | SanJuanito | Madura Verano
21 | Alto de Mayo | Joven Verano
22 | Alto de Mayo | Joven Verano
23 | Alto de Mayo | Madura Verano
24 | Alto de Mayo | Madura Verano

25 El Cardo Joven Verano
26 El Cardo Joven Verano
27 El Cardo Madura Verano
28 El Cardo Madura Verano
29 Las Juntas Joven Verano
30 Las Juntas Joven Verano
31 Las Juntas | Madura Verano
32 Las Juntas | Madura Verano

Fuente. Este estudio

La matriz del disefio de experimentos y el andlisis estadistico de los datos fue
elaborada con ayuda del programa estadistico STATGRAPHICS Plus 5.0.
(Statistical Graphics Corp. 1994-2000).

El analisis de resultados se realizo utilizando la técnica de analisis de varianza con
lo que se determind la significancia estadistica de los factores sobre las variables
de respuesta.

5.3 PROCESO DE EXTRACCION

5.3.1 Proceso de extraccion a nivel de laboratorio y planta piloto. Para la
optimizacion de la extraccién por arrastre con vapor se dispuso de un equipo a
nivel de laboratorio con capacidad de 1 litro y otro a nivel piloto de 50 litros de
capacidad en la Planta Piloto de la Facultad de Ingenieria Agroindustrial de la
Universidad de Narifio, de los cuales se describe sus principales caracteristicas a
continuacion:

Extractor. Consiste en un recipiente con tapa donde en su interior se coloca el
material a extraer, el cual se puede acomodar dentro de una rejilla removible para
retirar el material. En la parte inferior ingresa el vapor de agua para la extraccion
de los aceites.

Condensador. Es un equipo que tiene como funcién condensar el vapor de agua
mas los vapores de aceite arrastrados.
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Separador - decantador primario. ES un componente que tiene como funcion
separar las gotas de aceite extraido del agua condensada. Por diferencia de
densidad, las gotas de aceite sobrenadan en el agua y pueden separarse
facilmente.

Decantador final. Es un equipo que tiene como funcién final colectar todo el
aceite extraido en el proceso, dejandolo reposar por un tiempo determinado. Toda
el agua decantada queda en el fondo del decantador final, siendo facilmente
retirada del mismo.

Imagen 1. Equipo de arrastre con vapor a nivel de laboratorio.

Fuente. Este estudio

Imagen 2. Equipo de arrastre con vapor a nivel de planta piloto.

Fuente. Este estudio
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5.3.2. Estudio del efecto de algunas condiciones ag roecolégicas sobre el
rendimiento de extraccidn y la composicion del acei te esencial. La extraccion
de aceites esenciales para determinar la influencia de los factores agroecoldgicos
se realizd mediante la técnica de Hidrodestilacién asistida por radiacion con
microondas.

Este equipo esta compuesto de un balén dentro de un horno por micro-ondas,
donde se deposita la materia prima molida y una cantidad conocida de agua pura.
Se le calienta constantemente, el aceite esencial con el agua presente se
evaporan continuamente. Un condensador va acoplado al balén y una conexién
en forma de D, permite acumular y separar el aceite esencial de la mezcla
condensada. El agua floral o vapor condensado acompafiante del aceite esencial
y que también se obtiene en el florentino, regresa al baldén por el rebose de la
conexion.

Basandose en la literatura consultada (Cerpa Ch., 2007), y en ensayos previos
realizados, se determino que las mejores condiciones de operacion para el
proceso de extraccion mediante la técnica de Hidrodestilacion asistida por
radiacion con microondas eran las siguientes:

» Cantidad de materia prima a utilizar: 50g.
» Cantidad de agua en el bal6n: 300ml.

» Potencia del horno microondas: 80%.

» Tiempo de extraccién: 30 minutos.

Imagen 3. Equipo de Hidrodestilacién asistida por microondas.

Fuente. Este estudio
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Andlisis de los aceites esenciales:  La composicidon de los aceites esenciales se
analizé por medio de un cromatégrafo de gases GC-FID, equipo con el que cuenta
la Universidad de Narifio.

Ademads, se envid una muestra de aceite esencial de orégano para que sea
analizada por cromatografia de gases con detector selectivo de masas GC-MS a
la Universidad Industrial de Santander (UIS) (ver Anexo 2). Esto con el fin de
certificar los resultados obtenidos de los posibles compuestos mayoritarios
encontrados por medio del andlisis de indices de kovats realizado en la
Universidad de Narifio.

Andlisis por cromatografia de gases GC — FID:

Preparacion de la Muestra: Se preparo una solucion del Aceite Esencial al 30% en
Diclorometano (1 mL) grado HPLC, Mallickrodt. 1 uL del extracto se inyecto al
Cromatografo de Gases con detector FID.

Condiciones de Analisis:

Equipo: Cromatédgrafo de Gases con detector de ionizacion en llama FID
SHIMADZUGC-17A.

Columna: Columna Capilar DB-5 J&W (30m x 0,25mm ID 0,25um)
Gas Carrier: Helio DAP (99,995%) a flujo de 1.0 mL/min.

Presién de entrada de la columna: 80 kPa.

Inyector: Temperatura Inyector: 250C  Modo Inyec cion:Split, relacion
50:1

Detector: Detector FID Temperatura: 280C

Programacion de Temperatura Columna: 45T (5 min) hasta 150C (2 min) a
razon de 4C/ min, posteriormente se incrementd a 2 50C (5 min) a razén de
5C/min, por ultimo se llevo a una temperatura de 2 75C (15 min) aumentando a
10C/min.

La identificacién de los diferentes compuestos presentes en los aceites esenciales
se realizd mediante el analisis de los espectros de masas y complementariamente
mediante el método de calculo de indices de Kovats. Este método requiere de los
tiempos de retencidén obtenidos por cromatografia de gases y se relaciona con los
tiempos de retenciébn de una mezcla de parafinas de C6 a C28 (Estandar
RESTEK, Bellefonte) analizada en las mismas condiciones cromatograficas (ver
Anexo 3).
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5.4 DETERMINACION DE LOS RENDIMIENTOS DEL ACEITE E SENCIAL

El rendimiento se calculé para cada una de las muestras de orégano procedentes
de las cuatro veredas del Alto Patia, a partir de la cantidad de aceite esencial
obtenido por unidad masica de materia prima seca en términos porcentuales (por
ejemplo g de aceite/100 g de materia prima).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO SILV ESTRE DEL
ALTO PATIA

La identificacion de los componentes mayoritarios se efectu6 con el calculo de los
indices de Kovats (Adams 2004), con una serie de n-alcanos de C6 a C28
(Estandar RESTEK, Bellefonte); para la identificacion del timol y carvacrol se
usaron patrones de referencia de estos compuestos (Aldrich Chemicals 99.9% de
pureza).

La siguiente figura indica un cromatograma general del aceite esencial de orégano
silvestre del Alto Patia extraido mediante la técnica de arrastre con vapor.

Figura 2. Cromatograma general de una muestra de ac eite esencial de
orégano silvestre del Alto Patia.
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Fuente. Este estudio
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En la tabla 6 se muestran los posibles compuestos mayoritarios encontrados en el
aceite esencial de orégano silvestre del Alto Patia, con sus respectivos
porcentajes de area, tiempos de retencion e indices de kovats, identificados por
medio de la cromatografia de gases GC- FID.

Cuadro 6. Posibles compuestos encontrados en el ace ite esencial de
orégano silvestre del Alto Patia ( Lippia origanoides).

Tiempo de Indice de

No de pico retencion % de area kovats Compuesto
1 11.27 0.27 925 Tricicleno
2 14.24 2 990 Mirceno
3 14.91 0.24 1005 .a-Felandreno
4 15.42 0.85 1018 <alfa>-Terpineno
5 15.91 6.19 1030 <p>-Cimeno
6 17.32 2.96 1060 <gama>-Terpineno
7 19.13 0.41 1102 Linalool
8 24.31 0.79 1233 Timol Metil Eter
9 27.72 81.47 1324 Timol
10 28.83 0.34 1354 Acetato de Timilo
11 31.42 1.13 1424 Trans-Cariofileno
12 32.3 0.27 1449 Trans-B-Cariofileno
13 32.75 0.79 1463 .a-Humuleno
14 33.61 0.25 1488 .yY-Muuroleno
15 34.64 0.23 1514 .B-Bisaboleno
16 37.37 0.31 1591 Oxido de Cariofileno

Fuente. Este estudio

Como se puede observar en la tabla anterior, los posibles compuestos
mayoritarios encontrados en el aceite esencial son: timol (81.47%), p-cimeno
(6.19%), y-terpineno (2.96%) y trans-cariofileno (1.13%). Esta tabla nos da a
conocer gque posiblemente el compuesto de mayor porcentaje de area es el timol,
este resultado se lo certifica con los andlisis enviados por la UIS, en los cuales por
medio de un andlisis por GC-MS comprueban la presencia del timol como
compuesto mayoritario. Estos resultados difieren de los encontrados por
Stashenko et al. (2007) quienes en su estudio comparativo de metabolitos
secundarios volatiles de dos quimiotipos de Lippia origanoides encontraron como
componentes mayoritarios del aceite esencial timol (56%), p-cimeno (13%) y 1,8
cineol (9%). Harlen et al.(2008) en su estudio sobre la composicion quimica del
aceite esencial de dos quimiotipos de Lippia origanoides H. B. K. en condiciones
del Valle del Cauca, encontraron que los componentes mayoritarios fueron el timol
(45%) y trans-B-cariofileno (17%).
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Este resultado también difiere del encontrado por Castafieda M. et al. (2007),
guienes realizaron un estudio de dos quimiotipos de Lippia origanoides, con hojas
colectadas en los departamentos de Santander, Meta, Bolivar, Sucre y Cesar
encontrando que el contenido de timol del quimiotipo A, era del 9.1%, con lo que
se evidencia la variacion en cuanto a composicion de metabolitos secundarios
volatiles para cada quimiotipo existente. Sin embargo este quimiotipo de Lippia
origanoides, de los departamentos de Santander, Meta, Bolivar, Sucre y Cesar
tiene un contenido de p-cimeno del 14%, comparable al encontrado en esta
investigacion.

Estas diferencias en composicion tambien fueron encontradas por Martinez F. et
al. (2007) en su estudio comparativo por GC-MS de metabolitos secundarios
volatiles de dos quimotipos de Lippia origanoides obtenidos por diferentes tecnicas
de extraccion en donde se sefiala que al mantener constantes variables como
técnica de extraccion, almacenamiento de la materia vegetal y condiciones
geobotanicas de crecimiento, se advierten diferencias persistentes en la
naturaleza quimica de los metabolitos, lo que permite apuntar a variaciones
genéticas de la especie, esto ya que cambios en la biosinteis se expresan como
diferencias en los productos secundarios del metabolismo de plantas de la misma
especie.

Se puede observar que el aceite esencial de orégano silvestre del Alto Patia
contiene porcentajes de timol mucho mas altos que los encontrados en otros
estudios realizados con la misma especie procedente de distintas regiones de
Colombia.

6.2 OPTIMIZACION A NIVEL DE LABORATORIO DEL PROCESO DE
EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL DE OREGANO POR MEDIO DE LA
TECNICA DE ARRASTRE CON VAPOR,

Para la optimizacion a nivel de laboratorio se realizé un disefio factorial utilizando
la metodologia de superficie de respuesta en la que se consideraron dos factores
(tiempo de extraccion y densidad del lecho) que influyen sobre las variables de
respuesta (rendimiento y composicion), tal como se describid en el apartado 5.2
del disefio metodologico.

6.2.1 Analisis de resultados en funcion del rendimi  ento. El analisis con
referencia al rendimiento del aceite esencial obtenido a partir de hojas de Lippia
origanoides cosechadas en las 4 microregiones del alto Patia permitio establecer
las mejores condiciones de extraccion tomando como referencia las variables
propuestas.
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En la tabla 7 se indica la matriz experimental y los resultados de rendimiento
obtenidos para la optimizacion del proceso de extraccion de aceite esencial de
orégano mediante la técnica de arrastre con vapor a nivel de laboratorio.

Cuadro 7. Rendimientos obtenidos para la extracci6  n de aceite esencial de
Lippia origanoides a nivel de laboratorio

N° Zﬁgggigr? Densidad Pesg Materia | Rendimiento
Experimento ) Lecho (g/L) prima (g) % p/p
1 1 60 30 2.6
2 3 90 45 3.2
3 1 90 45 3.1
4 2 96.2 48.1 3.2
5 3.4 75 37.5 2.8
6 2 75 375 2.4
7 0.6 75 37.5 2.8
8 2 53.7 26.8 2.0
9 2 75 375 2.7
10 3 60 30 25
11 1 60 30 2.4
12 3 90 45 3.0
13 1 90 45 2.6
14 2 96.2 48.5 2.8
15 3.4 75 375 2.6
16 2 75 37.5 2.6
17 0.6 75 375 2.9
18 2 53.8 26.9 1.9
19 2 75 37.5 2.7
20 3 60 30 25

Fuente. Este estudio

En la extraccion por arrastre con vapor a nivel de laboratorio se obtuvo un
rendimiento promedio de extraccion de 2.67%.

Estudios como el de Arcila C. et al. (2004) acerca de las propiedades y
componentes del orégano reportan un rendimiento del aceite esencial en hoja
seca que varia entre el 2% y 6%, rango que abarca el rendimiento promedio
obtenido en esta investigacion.

Aranda J. et al. (2007) encontraron en su estudio sobre la caracterizacion del
aceite esencial de orégano liso (Polimintha longiflora Gray) realizado en la
localidad de Infiernillo municipio de Higueras, N.L. México un rendimiento
promedio de extraccién de 0.7% con respecto al material vegetativo en seco;
igualmente Albado E. et al. (2001) en su estudio sobre composicion quimica y
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actividad antibacteriana del aceite esencial del Origanum vulgare obtuvieron un
rendimiento de extraccion promedio de 1.3%, resultados que difieren al
encontrado en esta investigacion, lo que podria atribuirse al tipo de material
vegetal utilizado.

El analisis de varianza para los resultados mostrados en la tabla anterior se
presenta en la tabla 8.

Se obtuvo que la densidad del lecho es el Unico factor estadisticamente
significativo sobre el rendimiento de la extraccion ya que presenta un valor de p
menor que 0.05, lo que indica que es significativamente diferente de cero con un
nivel de confianza del 95%. El factor tiempo asi como la interaccidon de éste con la
densidad del lecho no mostraron efectos significativos sobre la variable de
respuesta en los niveles evaluados.

Cuadro 8. ANOVA para el rendimiento del aceite esen cial de orégano a nivel
de laboratorio

Andlisis de la Varianza para RENDIMENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-Ualor
A:TIEHPD 0.88143069 1 0.0881430869 a.85 a.8272
B:DENSIDAD LECHD 1.3701% 1 1.3701% 47 .52 0.06800
AA 8.106785 1 8.18678% 3.78 8.876%
AB 0.8235771 1 8.8235771 a.82 A.3823
BB f.008881638 1 f.008881638 a.31 A.5897
bloques 8.8616383 1 8.8616383 2.14 8.1675
Error Total 8.374814 13 0.8288318

Total {corr.) 2._88544 19

R-cuadrado = 81.3181 por ciento

R-cuadrado {ajustado para g.1.}) = 74.63%2 por ciento
Error Estandar de Est. = B.169799

Error absoluto de la media = 8.128921

Estadistico Durbin-Watson = 2_47166 (P=8.1181)
Autocorrelacidn residual Lag 1 = -0.260846

Fuente. Este estudio

El valor de R- cuadrado, indica que el modelo encontrado explica el 81.3101% de
la variabilidad en el rendimiento.

El test de Durbin — Watson, indica que el valor de p es mayor de 0.05 (P=0.1181),
lo que muestra que no hay autocorrelacién en el residual de los datos, es decir
gue los experimentos fueron realizados aleatoriamente de manera adecuada.

El diagrama de Pareto del grafico 1 muestra en orden de importancia el efecto de

cada uno de los factores sobre el rendimiento; solo la variable densidad del lecho
es estadisticamente significativa, al encontrarse a la derecha de la linea divisoria.
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Respecto al tiempo y las demas interacciones se puede afirmar que éstas no son
estadisticamente significativas.

Este comportamiento indica que al haber una mayor cantidad de materia prima
sobre el porta muestra del equipo existe un mayor contacto del vapor por unidad
de volumen; por tanto en este caso la mayor parte del vapor suministrado es
aprovechado; contrario a cuando se tiene poca cantidad de material vegetal ya
gue el vapor tiende a tomar canales preferenciales en los cuales no tiene contacto
con las hojas de orégano.

Grafico 1. Diagrama de Pareto para el rendimiento del aceite esencial de
orégano a nivel de laboratorio.
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Fuente. Este estudio

En el diagrama de efectos principales (grafico 2) se puede observar que al
incrementarse la densidad del lecho de 60 a 90 g/L se obtiene un incremento en
el rendimiento del aceite esencial de 0,58%.

Con relacion al tiempo se observa que los aumentos en éste no conducen a
incrementos significativos en el rendimiento, por lo cual no se justifica desde el
punto de vista econdémico trabajar con tiempos mayores a una hora.

Este comportamiento indica que ya sea a 1 o 3 horas el rendimiento es similar o
sea que la mayor cantidad de aceite esencial se extrae durante la primera hora por
lo cual el incremento del tiempo en la extraccion no es necesario ni recomendable
ya que a nivel industrial este aumento de tiempo de extraccidbn se veria
representado en un aumento en los costos.
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Grafico 2. Diagrama de efectos principales para e | rendimiento de
extraccion de aceite esencial de orégano a nivel de laboratorio.
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Fuente. Este estudio

El analisis de la superficie de respuesta del grafico 3, indica que las condiciones
optimas de tiempo y densidad del lecho, se presentan a 3.4 horas y 95 g/L
respectivamente. Estos valores se verifican en el tabla de respuesta Optima (tabla
No 9), donde se encuentran los puntos Optimos arrojados por el programa
estadistico para el proceso, en el rango experimental estudiado.

Grafico 3. Superficie de respuesta para la optimiz  acion del rendimiento de
aceite esencial de orégano a nivel de laboratorio.
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Fuente. Este estudio

La ecuacion que arroja el programa estadistico Statgraphics Plus 5.0 y que
permitird maximizar el rendimiento de extraccion de aceite esencial de orégano se
presenta a través del siguiente modelo matematico ajustado.

RENDIMENTO = 1.36983 - 0.713183*TIEMPO + 0.0329726*DENSIDAD LECHO +

0.108072*TIEMPO? + 0.00361917*TIEMPO*DENSIDAD LECHO -
0.000138014*DENSIDAD LECHO?
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Cuadro 9. Respuesta Optima para rendimiento en acei  te esencial de orégano
a nivel de laboratorio.

Factor Bajo Alto Optimo
Tiempo (h)  |0,585786 |3.41421  |3.41421
Densidad 53.7868 |96.2132  |95.4091
Lecho. (g/L)

Fuente. Este estudio

La tabla anterior nos indica que el punto éptimo de extraccion para obtener un
maximo rendimiento corresponde a los niveles mas altos de los factores
empleados.

6.2.2 Analisis de resultados en funcién del conten  ido de timol. En la tabla 10
se presentan los resultados que se obtuvieron para la optimizacién del proceso de
extraccion en funcion del contenido de timol del aceite esencial de orégano a nivel
de laboratorio (los cromatogramas se indican en el Anexo 3).

Cuadro 10. Contenido de timol del aceite esencial o  btenido a partir de hojas
de Lippia origanoides

Experimento e);[ggggnd?h) Densidad Lecho (g/L) % timol
1 1 60 84.8
2 3 90 99.46
3 1 90 85.2
4 2 96.2 75.69
5 3.4 75 72.37
6 2 75 81.46
7 0.6 75 85.73
8 2 53.7 79.74
9 2 75 90.03
10 3 60 66.88
11 1 60 83.89
12 3 90 89.62
13 1 90 90.03
14 2 96 81.47
15 3.4 75 82.37
16 2 75 82.06
17 0.6 75 84.22
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Tiempo de

extraccion (h) Densidad Lecho (g/L) % timol

Experimento

18 2 53.8 81.86
19 2 75 79.27
20 3 60 82.4

Fuente. Este estudio

El contenido porcentual promedio para el timol encontrado en el desarrollo de la
matriz experimental fue de 82.92%.

El andlisis de varianza (tabla 11) muestra que ninguno de los factores estudiados
tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre el contenido de timol en el
aceite esencial (P< 0,05) a un 95 % de nivel de confianza. La densidad del lecho,
el tiempo y las respectivas interacciones, tienen p — valie mayor de 0.05, lo que
indica que no son estadisticamente significativas.

Cuadro 11. ANOVA para contenido de timol (% relativ  0) en aceite esencial de
orégano a nivel de laboratorio.

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razén-FVvalor-P
Cuadrados Medio

A TIEMPO 45.7996 1| 45.7996 0.99 0.3378

B:DENSIDAD 100.305 1 | 100.305 2.17 0.1641

LECHO

AA 0.355527 1 | 0.355527 0.01 0.9314

AB 138.278 1| 138.278 3.00 0.1071

BB 2.70628 1| 2.70628 0.06 0.8124

bloques 0.869445 1| 0.869445 0.02 0.8929

Error total 599.754 13 46.1349

Total (corr.) 889.787 19

Fuente. Este estudio

El diagrama de Pareto del grafico 4, indica que ninguna variable es
estadisticamente significativa, ya que todas estas se encuentran a la izquierda de
la linea divisoria. Por lo tanto se considera que estadisticamente ningun factor es
determinante en el proceso de extraccion, en funcion del contenido de timol del
aceite esencial de orégano.

A pesar de que los resultados indican que estadisticamente ningun factor es
significativo, observamos que la interaccion densidad del lecho — tiempo es la que
mayor efecto tiene sobre el contenido de timol, seguida de la densidad del lecho la
cual también tiene un efecto considerable; ademas se observa que el tiempo tiene
un efecto negativo sobre el porcentaje relativo de timol; por tanto se podria decir
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gue al realizar una extraccién en la que se trabaje con densidades del lecho altas
de 90 g/L y con tiempos bajos de 1 hora, se obtendrian los mejores resultados en
relacion al porcentaje relativo de timol.

Grafico 4. Diagrama de Pareto para el contenido de timol en el aceite
esencial de orégano obtenido a nivel de laboratorio
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Fuente. Este estudio

En el diagrama de efectos principales para contenido de timol (grafico 5) se
observa que solo al aumentar el nivel de la variable densidad del lecho en el
proceso se logra un incremento del contenido de timol en el aceite esencial de
orégano, contrario al tiempo, el cual al incrementarse produce una disminucion en
el contenido de timol.

La variable tiempo indica un efecto negativo sobre el contenido de timol; esto
puede deberse a que a medida que aumenta el tiempo de extraccion, también
aumenta el nimero de compuestos extraidos lo que conduciria a una disminucién
sobre la cantidad relativa de timol.

Segun el grafico 5 el efecto promedio estimado del tiempo sobre el contenido de
timol es de 3.38%, esto significa que al pasar de un tiempo de extraccion de una a
tres horas, se tendria un decremento en el porcentaje de timol en el aceite. El
efecto estimado de la densidad del lecho sobre el contenido de timol fue del 5 %
lo que indica que contrario al tiempo, al pasar de una densidad del lecho de 60 g/L
a 90 g/L, se tendria un incremento en el porcentaje de timol hasta de 5%.
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Grafico 5. Diagrama de efectos principales para el contenido de timol en el
aceite esencial de orégano obtenido a nivel de lab  oratorio.
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Fuente. Este estudio

El grafico 6, corresponde a la superficie de respuesta que representa el efecto de
los factores o variables del proceso de extraccion sobre el contenido de timol. En
este caso se puede observar que las mejores condiciones que favorecen la
extraccion de timol se encuentran en los niveles superiores de las variables, es
decir a un tiempo de 3,4 horas y una densidad de lecho de 96 g/L. Estos valores
se verifican en la tabla de respuesta Optima (tabla 6), donde se muestran con
exactitud los resultados de dichas variables.

Grafico 6. Superficie de respuesta para contenido d e timol a nivel de
laboratorio.
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Fuente. Este estudio
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Cuadro 12. Respuesta Optima para contenido de timol en aceite esencial de
orégano a nivel de laboratorio.

Factor Bajo Alto Optimo

TIEMPO 0.585786 | 3.41421 | 3.41421

DENSIDAD LECHO 53.7868 | 96.2132 | 96.2132

Fuente. Este estudio

El modelo matematico que representa la superficie de respuesta del proceso de
extraccion sobre el contenido de timol es:

% TIMOL = 102.832 - 23.2682*TIEMPO - 0.0247075*DENSIDAD LECHO +
0.197195*TIEMPO? + 0.27716 7*TIEMPO*DENSIDAD LECHO -
0.00241804*DENSIDAD LECHO?

Del estudio del proceso de optimizacidon teniendo en cuenta las dos variables de
respuesta consideradas en el aceite de orégano se concluye que los niveles
superiores de los factores o variables estudiadas maximizan el rendimiento de
aceite esencial y contenido de timol a pesar de que estas variables no son
estadisticamente significativas, por lo tanto es de esperarse que si el proceso se
realiza durante 3,4 horas de extraccion y con una densidad de lecho de 96.2 g/L
el rendimiento sea en promedio 2.67 % y el contenido de timol en el aceite sea de
82.92 %.

6.3 OPTIMIZACION A NIVEL DE PLANTA PILOTO DEL PROCE SO DE
EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL DE OREGANO POR MEDIO DE LA TECNICA
DE ARRASTRE CON VAPOR

Para la optimizacion a nivel de planta piloto se realiz6 un disefio factorial utilizando
la metodologia de superficie de respuesta en la que se consideraron tres factores
(tiempo de extraccion, densidad del lecho y presién) que influyen sobre las
variables de respuesta (rendimiento y composicion), tal como se describié en el
apartado 5.2 del disefio metodoldgico.

6.3.1 Andlisis de resultados en funcion del rendimi ento. En la tabla 13 se
presenta la matriz experimental y los resultados que se obtuvieron para la
optimizacion del proceso de extraccion en funcién del rendimiento del aceite
esencial de orégano a nivel de planta piloto.
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Cuadro 13. Rendimiento del aceite esencial de hoj as de Lippia origanoides
extraido en Planta Piloto.

: Tiempo Densidad Presion Rendimiento
NExperimento ) Lecho de vapor % plp
(g/L) (psig)
1 2 80 2,0 2,94
2 1,0 60,0 1,0 2,76
3 3,0 60,0 1,0 2,29
4 1,0 100,0 1,0 2,67
5 3,0 100,0 1,0 2,87
6 1,0 60,0 3,0 2,59
7 3,0 60,0 3,0 2,96
8 1,0 100,0 3,0 3,11
9 3,0 100,0 3,0 2,89
10 0,318207 80,0 2,0 2,51
11 3,68179 80,0 2,0 2,92
12 2,0 46,3641 2,0 1,59
13 2,0 113,636 2,0 3,20
14 2,0 80,0 0,318207 3,27
15 2,0 80,0 3,68179 2,98
16 2,0 80,0 2,0 2,60
17 2,0 80,0 2,0 3,05
18 2,0 80,0 2,0 2,45

Fuente. Este estudio

Con la extraccion por arrastre con vapor a nivel de planta piloto se obtuvo un
rendimiento promedio de 2.76% (p/p) de aceite esencial.

Quezada E. (2008) en su estudio sobre la evaluacion del rendimiento de
extraccion del aceite esencial crudo de orégano (Lippia graveolens) proveniente
de dos zonas de distinta altitud, por medio del método de arrastre de vapor a nivel
planta piloto, obtuvo un rendimiento de 1.528%, resultado que difiere al
encontrado en esta investigacion, lo cual podria atribuirse al tipo de material
vegetal utilizado.

El analisis de resultados se realizé utilizando la técnica de andalisis de varianza

para determinar la significancia estadistica de los factores sobre las variables de
respuesta.
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Como se indica en la tabla ANOVA (tabla 14) solamente la densidad del lecho tuvo
un efecto significativo sobre el rendimiento de la extraccion (valor P < 0,05) a un
95% de nivel de confianza. Los factores tiempo y presidbn asi como las
interacciones no mostraron efectos significativos sobre la variable de respuesta
en los niveles evaluados.

Cuadro 14. ANOVA para el rendimiento de la extracc i6n en aceite esencial
de orégano a nivel de planta piloto

Lhalysis of Variance for rendimiento

Source Sum of Sgquares bt MHean Sguare F-Ratio P-WValue
L:tiempo 0.0237514 1 0.0237514 0.18 0.6851
E:presion 0.0163325 1 0.0183325 0.1z 0.7362
C:densidad lecho 0.974z85 1 0.974285 7.26 0.0273
WA 0.0014367 1 0.0014567 o.01 0.9158
LE 0.02205 1 0.02205 0.16 0.6955
AC 0.0008 1 0.0008 o.01 0.9404
EE 0.z2z27521 1 0.z2275z21 1.70 0.2291
EC 0.0o00z2 1 0.0o00z a.oo 0.970z
CC 0.194425 1 0.194425 1.45 0.2631
Total error 1.07363 = 0.134=204

Total [(corr.) 2.649665 17

R—sgquared = 59.4343 percent

L—squared (adjusted for d.£.) = 13.7979 percent
Standard Error of Est. = 0.386339

Mean absolute error = 0.225914

Durkbin-Watson statistic = 2,20508 [(P=0.3388)
Lay 1 residual autocorrelation = -0.15855158

Fuente. Este estudio

El R — cuadrado (R — squared), indica que el modelo utilizado explica el 59.4343%
de la variabilidad en el rendimiento.

El test de Durbin — Watson, indica que el valor de P es mayor de 0.05 (p= 0.3388),
lo que muestra que no hay auto correlacion residual de los datos, es decir que los
experimentos fueron realizados aleatoriamente de manera adecuada.

El diagrama de Pareto del grafico 7, indica que solo la variable densidad del lecho
es estadisticamente significativa, al encontrarse a la derecha de la linea divisoria.
Respecto al tiempo, la presion y las respectivas interacciones se puede afirmar
que éstas no son estadisticamente significativas. Por tanto se considera que la
densidad del lecho es el factor mas determinante en el proceso de extraccion, en
funcion del rendimiento de aceite esencial de orégano.
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Grafico 7. Diagrama de Pareto para el rendimiento d e extraccion de aceite
esencial de orégano a nivel de planta piloto.
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Fuente. Este estudio

En el diagrama de efectos principales (grafico 8) se puede observar que al
incrementarse la densidad del lecho de 60 a 100 g/L se obtiene un incremento en
el rendimiento del aceite esencial de 0,42%. Con relacion al tiempo se observa
gue a medida que éste aumenta, también lo hace el rendimiento, aunque
alrededor de las 2 horas de extraccion se llega a un punto en el cual el
rendimiento se hace constante. El incremento marginal en el rendimiento debido al
incremento en el tiempo es muy pequefio (0,07%), por lo cual no se justifica desde
el punto de vista economico trabajar con tiempos mayores a una hora; esto
concuerda con lo encontrado por Quezada E. (2008) quien afirma que el tiempo
de extraccion que se observé que era el mas adecuado fue de 1.5 horas, esto
debido que a partir de ahi ya no se obtenia una mayor cantidad de aceite
esencial. De la misma manera se observa que los aumentos en la presién no
conducen a incrementos significativos en el rendimiento, por lo que es suficiente
realizar la extraccion con presiones de 1 psig.
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Grafico 8. Diagrama de efectos principales para el rendimiento en la
extraccion de aceite esencial de orégano a niveld e planta piloto.
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Fuente. Este estudio

El analisis de la superficie de respuesta del grafico 9, indica que las condiciones
Optimas de tiempo, densidad del lecho y presién, se presentan a 3.6 horas, 113
g/L y 3.6 psig respectivamente. Estos valores se verifican en el tabla de respuesta
Optima (Tabla 15), donde se encuentran los puntos Optimos arrojados por el
programa estadistico para el proceso, en el rango experimental estudiado.

Grafico 9. Superficie de respuesta para el rendimie  nto en la extraccion de
aceite esencial a nivel de planta piloto.
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Fuente. Este estudio

La ecuacidn que permitiria maximizar el rendimiento se presenta a travées del
siguiente modelo matematico ajustado.

Rendimiento = 0.297371 - 0.0599316*tiempo - 0.586882 * presion +
0.0624458+*densidad lecho - 0.0108413 * tiempo® + 0.0525 * tiempo*presion +
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0.0005*tiempo * densidad lecho + 0.134116 * presion® - 0.00025 * presion*
densidad lecho - 0.000309944* densidad lecho?

Cuadro 15. Respuesta Optima para el rendimiento en la extraccion de aceite
esencial a nivel de planta piloto.

Factor  |Bajo Alto Optimo
Tiempo |0,318207 |3,68179|3,68179
Densidad [46.113 113.663|113.663
Presion [0,318207 |3,68179|3,68179

Fuente. Este estudio

La tabla anterior indica que el punto 6ptimo de extraccién para obtener un maximo
rendimiento corresponde a los niveles mas altos de los factores empleados.

El efecto significativo de la densidad del lecho sobre el rendimiento se puede
explicar en razén a que al haber mayor cantidad de material vegetal en el tanque
de extraccion se logra un mayor contacto del vapor por unidad de volumen.
Cuando la cantidad de muestra es pequefia el vapor puede irse por canales
preferenciales en los cuales no encuentra resistencia y su capacidad de extraccion
y arrastre de los aceites esenciales se ve disminuida.

Vale la pena resaltar el hecho de haber obtenido rendimientos entre el 2,0 % vy
3,27%, con un promedio de 2,77 %, valores considerablemente altos en el campo
de los aceites esenciales.

Los resultados obtenidos en esta investigacion donde se afirma que la densidad
del lecho es una variable que incide significativamente en el rendimiento se
pueden comparar con los de Quezada E. (2008) quien reportd en su estudio
acerca de la evaluacion del rendimiento de extraccion del aceite esencial crudo de
orégano (Lippia graveolens) proveniente de dos zonas de distinta altitud, por
medio del método de arrastre de vapor a nivel planta piloto, que el tamafio del lote
utilizado incidio significativamente en los valores de rendimiento obtenidos.

Sin embargo, Quezada E. (2008) difiere del resultado de esta investigacion al
asegurar que en cuanto al tamafio del lote era el de menor cantidad el que
presentaba mayor rendimiento de extraccion debido a que las hojas no estan tan
apelmazadas y permiten que el flujo de vapor pase sin mayor dificultad a través de
éstas.
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6.3.2 Andlisis de resultados en funcién del conteni do de timol. En la tabla 16
se presentan los resultados que se obtuvieron para la optimizacién del proceso de
extraccion en funcion del contenido de timol del aceite esencial de orégano a nivel
de planta piloto (los cromatogramas se indican en el Anexo 4).

Cuadro 16. Contenido de timol del aceite esencial de hojas de Lippia
origanoides extraido en planta piloto.

NExperimento Tiempo (h) ngﬁii?g;ﬁ) vzge(fri?gs(ijg) % Timol
1 2 80 2,0 43,3
2 1,0 60,0 1,0 48,2
3 3,0 60,0 1,0 44,3
4 1,0 100,0 1,0 45,2
5 3,0 100,0 1,0 44,3
6 1,0 60,0 3,0 46,8
7 3,0 60,0 3,0 64,7
8 1,0 100,0 3,0 56,8
9 3,0 100,0 3,0 71,6
10 0,318207 80,0 2,0 54,7
11 3,68179 80,0 2,0 71,8
12 2,0 46,3641 2,0 51,3
13 2,0 113,636 2,0 74,9
14 2,0 80,0 0,318207 43,7
15 2,0 80,0 3,68179 70,7
16 2,0 80,0 2,0 54,7
17 2,0 80,0 2,0 73,6
18 2,0 80,0 2,0 74,7

Fuente. Este estudio

El promedio de porcentaje de timol encontrado en la optimizacién del proceso a
nivel de planta piloto fue de 57.52%.
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Martinez F. (2007) en su estudio comparativo por GC-MS de metabolitos
secundarios volatiles de dos quimiotipos de Lippia origanoides H.B.K. obtenidos
por diferentes técnicas de extraccion demostrd que los componentes variaban
dependiendo del quimiotipo estudiado; uno de los quimiotipos estudiados muestra
similitudes con respecto al porcentaje de timol encontrado en esta investigacion
(porcentaje de timol quimiotipo 11 =56.3%)

Se puede observar que existen diferencias entre el contenido de timol obtenido en
los ensayos a nivel de laboratorio y el obtenido en los ensayos a nivel de planta
piloto (ver Anexos 3y 4). Estas diferencias pueden deberse a que el equipo a nivel
de laboratorio al momento de la extraccion logré ser mas selectivo con la muestra
y extraer menor numero de componentes razén por la cual aumentd el porcentaje
relativo de timol; contrario al equipo utilizado en planta piloto en el cual se podia
aumentar la presion de vapor, razén por la cual se consiguié una extraccion en la
cual se obtuvieron un mayor namero de compuestos lo cual ocasiono la reduccién
en el porcentaje relativo de timol.

El analisis de varianza (tablal7) muestra que solamente el factor presion de
extraccion tiene un efecto estadisticamente significativo sobre el contenido de
timol en el aceite esencial (P< 0,05) a un 95 % de nivel de confianza. En el caso
de la densidad del lecho, el tiempo y las respectivas interacciones, tienen un valor
de P mayor de 0.05, lo que indica que no son estadisticamente significativas.

Cuadro 17. ANOVA para contenido de timol (% relativ  0) en aceite esencial de
orégano a nivel de planta piloto.

Analisis de la Varianza para contenido timol

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-VUalor
A:tiempo 2350861 1 2350861 1.82 8.2148
B:densidad lecho 218292 1 218.292 1.63 8.2375
C:presion 781_4B84 1 781._484 6. 086 8.8392
AR 19.1788 1 19.1788 8.15 8.70898
AB 8.88125% 1 a.8e125 0.0a 0.9976
AG 175 .781 1 175 .781 1.36 B.2767
BB 208.8659 1 208659 8.16 8.6981
BC 495812 1 49 5912 8.38 8.5528
[HH 143684 1 143 .684 1.11 a.3221
Error Total 1831.92 8 128.99

Total {corr.} 2634_63 17

R-cuadrado = 68.8323 por ciento

R-cuadrado {ajustado para g.1.) = 16.768% por ciento
Error Estandar de Est. = 11.3574

Error absoluto de la media = 5.98583

Estadistico Durbin-Watson = 2.85432 (P=8.3991)
Autocorrelacidn residual Lag 1 = —0. 8400086

Fuente. Este estudio
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El R — cuadrado (R — squared), indica que el modelo utilizado explica el 60.8323%
de la variabilidad en el contenido de timol.

El test de Durbin — Watson, indica que el P — Valor es mayor de 0.05 (p= 0.3991),
lo que muestra que no hay auto correlacion residual de los datos, es decir que los
experimentos fueron realizados aleatoriamente de manera adecuada.

El diagrama de Pareto del grafico 10, indica que solo la variable presion es
estadisticamente significativa, al encontrarse a la derecha de la linea divisoria.
Respecto al tiempo, la densidad del lecho y las respectivas interacciones se puede
afirmar que éstas no son estadisticamente significativas. Por lo tanto se considera
gue la presion es el factor mas determinante en el proceso de extraccion, en
funcion del contenido de timol de aceite esencial de orégano.

Grafico 10. Diagrama de Pareto para contenido de ti  mol a nivel de planta
piloto.
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Fuente. Este estudio

En el diagrama de efectos principales para contenido de timol (grafico 11) se
observa que al aumentar los niveles de cada una de las variables del proceso se
logra un incremento del contenido de timol en el aceite esencial de orégano.

El efecto promedio estimado del tiempo sobre el contenido de timol es de 8,3%,
esto significa que al pasar de un tiempo de extraccion de una a tres horas, se
podria alcanzar un incremento en el porcentaje de timol en el aceite hasta de
8,3%. Del mismo modo los efectos estimados de la densidad del lecho y de la
presion sobre el contenido de timol fueron del 7,8 %y 15,1 % respectivamente.

73



Grafico 11. Diagrama de efectos principales para co  ntenido de timol en el
aceite esencial de orégano obtenido a nivel de plan  ta piloto.
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Fuente. Este estudio

El grafico 12, corresponde a la superficie de respuesta que representa el efecto de
los factores o variables del proceso de extraccion sobre el contenido de timol. En
este caso se puede observar que las mejores condiciones que favorecen la
extraccion de timol se encuentran en los niveles superiores de las variables, es
decir a un tiempo de 3,6 horas, una densidad de lecho de 113 g/L y una presion de
3,6 psig. Estos valores se verifican en la tabla de respuesta 6ptima (Tabla No 18),
donde se encuentran con exactitud los resultados de dichas variables.

Grafico 12. Superficie de respuesta para contenido de timol a nivel de planta
piloto.
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Fuente. Este estudio
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Cuadro 18. Respuesta Optima para contenido de timo | en aceite esencial de
orégano a nivel de planta piloto.

Factor  |Bajo Alto Optimo
Tiempo |0,318207 |3,68179|3,68179
Densidad [46.113 113.663|113.663
Presion (0,318207 (3,68179|3,68179

Fuente. Este estudio

El modelo matemético que representa la superficie de respuesta del proceso de
extraccion sobre el contenido de timol es:

Contenido de timol = 22.4531 - 0.25088*tiempo + 0.462446*densidad lecho +
1.72096%presién - 1.23135*iempo® - 0.000625*tiempo*densidad lecho +
4.6875*iempo*presion - 0.00321089*densidad lecho® + 0.124375*densidad
lecho*presién - 3.37035*presion?

El modelo matematico considerando solamente la presion como variable
significativa es:

% timol= 42.3875 + 7.56459 * presion.

Del estudio del proceso de optimizacion teniendo en cuenta las dos variables de
respuesta consideradas en el aceite de orégano se concluye que los niveles
superiores de los factores o variables estudiadas maximizan el rendimiento de
aceite esencial y contenido de timol por lo tanto es de esperarse que si el proceso
se realiza durante 3,6 horas de extraccién con un lecho de 113 g/L y 3,6 psig de
presion, el rendimiento sea de 3,3 % y el contenido de timol en el aceite sea de
69,6 %.

6.4 ESTUDIO DEL EFECTO DE ALGUNAS CONDICIONES
AGROECOLOGICAS SOBRE EL RENDIMIENTO DE EXTRACCION Y LA
COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL.

En esta fase de la investigacion se planted un disefio experimental multifactorial
categorico que permitiera estudiar el efecto del origen (4 veredas), la época de
recolecciéon (invierno — verano) y la edad de las hojas de la planta (jévenes y
maduras), sobre el rendimiento y composicion (respecto a los compuestos
mayoritarios) del aceite esencial de orégano.

Cabe aclarar que en épocas de verano prolongado las plantas de orégano en la
zona del Alto Patia pierden sus hojas, las cuales rebrotan nuevamente cuando
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comienza el periodo de lluvias. Las hojas nuevas o jévenes que se mencionan
como variables son las primeras que brotan, estas son, blandas, de color verde y
bastante turgentes; luego en un lapso aproximado de uno a tres meses éstas se
tornan de un color amarillo y un poco mas pequefias debido al arrugamiento de las
mismas; a estas hojas ya se las considera como maduras.

Los aceites esenciales fueron analizados por cromatografia de gases con un
detector de ionizacion de llama GC — FID.

Los rendimientos fueron calculados como peso de aceite esencial obtenido por
unidad de masa seca con un contenido de aproximadamente 15% de humedad.

6.4.1. Efecto del origen, la época de recoleccion 'y la edad de la planta sobre el
rendimiento del aceite esencial. En el tabla 19 se indica la matriz experimental y los
resultados obtenidos para determinar el efecto del origen, la época de recoleccién y la
edad de las hojas de la planta sobre el rendimiento y la composicién (con relacion a los
componentes mayoritarios) del aceite esencial de orégano (los cromatogramas se indican
en el Anexo 5). Se debe resaltar que el carvacrol, sustancia reportada en la literatura
como uno de los componentes mayoritarios en varios quimiotipos de Lippia origanoides
aparece en las muestras de aceite analizadas con un contenido menor al 0,5%, mientras
gue el timol constituye el componente mayoritario con porcentajes significativamente altos
con relacion otras muestras reportadas por la literatura.

Cuadro 19. Rendimientos y composicion del aceite es  encial de orégano del
Alto Patia en funcion de algunas variables agroecol  o6gicas

. 0
Exp. Vereda Edad Epoca Sj,e Rendimiento | % Timol rf)
recoleccion .
Cimeno
1 San Juanito Joven Invierno 2,7 69,2 10,2
2 San Juanito Joven Invierno 3,1 59,9 16,7
3 San Juanito | Madura Invierno 3,0 70,2 11,6
4 San Juanito | Madura Invierno 3,0 50,8 19,5
5 Alto de Mayo | Joven Invierno 3,5 58,0 17,2
6 Alto de Mayo | Joven Invierno 3,2 52,3 19,4
7 Alto de Mayo | Madura Invierno 3,2 64,2 14,1
8 Alto de Mayo | Madura Invierno 3,2 67,8 13,2
9 El Cardo Joven Invierno 3,1 70,3 11,8
10 El Cardo Joven Invierno 3,2 56,6 17,6
11 El Cardo Madura Invierno 2,7 67,8 12,3
12 El Cardo Madura Invierno 2,9 68,1 12,4
13 Las Juntas Joven Invierno 2,6 81,6 7,5
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- %
Exp. Vereda Edad rei%?ggc?éen Rendimiento | % Timol p-
Cimeno
14 Las Juntas Joven Invierno 2,5 64,3 141
15 Las Juntas | Madura Invierno 2,5 68,2 12,8
16 Las Juntas | Madura Invierno 2,5 69,7 12,1
17 San Juanito Joven Verano 3.7 79.8 7.5
18 | San Juanito | Joven Verano 3.4 79.4 8.0
19 San Juanito | Madura Verano 4.0 83.4 6.0
20 San Juanito | Madura Verano 3.4 83.0 6.1
21 | Alto de Mayo | Joven Verano 2.7 78.1 9.6
22 | Alto de Mayo | Joven Verano 2.7 77.1 10.4
23 | Alto de Mayo | Madura Verano 2.4 86.7 4.4
24 | Alto de Mayo | Madura Verano 2.7 87.3 4.6
25 El Cardo Joven Verano 2.6 74.2 7.2
26 El Cardo Joven Verano 35 74.2 7.2
27 El Cardo Madura Verano 2.9 82.1 8.5
28 El Cardo Madura Verano 3.0 82.5 8.3
29 Las Juntas Joven Verano 2.0 77.2 7.9
30 Las Juntas Joven Verano 1.9 77.5 7.8
31 Las Juntas | Madura Verano 2.9 82.1 7.6
32 Las Juntas | Madura Verano 3.6 80.9 8.4

Fuente. Este estudio

Los resultados del disefio experimental que se muestran en el cuadro anterior
fueron analizados mediante la técnica de andlisis de varianza y prueba de rangos
programa estadistico
Statgraphics Plus 5.0, los cromatogramas se indican en el Anexo 6. El analisis se

multiples utilizando

indica a continuacion:

la LSD de Fisher,
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Cuadro 20. Analisis de varianza para rendimiento en funcion del origen , la
época de recoleccion y la edad de las hojas de lap lanta.

Lnalysis of Variance for rendimiento — Type III Sumnms of Sgquares
Source Sumn of Sgquares Df Mean Sguare F-FRatio F-Value
MAIN EFFECTS

Aiedad de las hoja 0.195313 1 0.195313 1.80 0.1957
Biwveredsa 1.53594 3 0.511972 4,71 o.o1z27
Ciepoca de recolec 0.07031z5 1 0.07031z5 O.&85 0.4310
INTERACTIONS

ALE 1.01344 3 0.337813 3.11 0.0508
AC 0.165312 1 0.165312 1.52 0.2323
EC Z2.49544 3 0.832813 7.67 0.0015
DESIDUAL Z2.06344 19 0.108602

TOTAL (CORRECTED) 7.54219 31

Fuente. Este estudio

El valor de P = 0,0127 (P < 0,05) para el factor vereda indica que hay un efecto
significativo del origen de la muestra sobre el rendimiento de aceite esencial a un
95% de nivel de confianza. Dicho de otra manera, existen diferencias
estadisticamente significativas entre los promedios de los rendimientos de aceite
de orégano segun la vereda de donde proviene la materia prima.

La tabla 20 indica que la interaccion vereda — época de recoleccion también tiene
un efecto significativo sobre el rendimiento de aceite esencial (P=0.0015) a un
95% de nivel de confianza. Entonces se podria decir que al tomar una muestra de
determinada vereda en una determinada época de recoleccion se obtendrian
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los promedios del
rendimiento del aceite esencial de orégano.

En el grafico de interaccion (grafico 13) se puede observar que en la vereda San

Juanito y la época de recoleccion verano, se obtienen los niveles mas altos en el
rendimiento. El rendimiento maximo obtenido es de aproximadamente 3.7%
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Grafico 13. Interaccion de las variables vereda y € poca de recoleccion en
funcion del rendimiento.
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Fuente. Este estudio

Los factores edad de las hojas y época de recoleccion siendo analizados
individualmente no mostraron un efecto significativo sobre el rendimiento del
aceite (P = 0,05), es decir, que no hay diferencias significativas entre los
rendimientos promedio de aceite obtenidos a partir de hojas jovenes o maduras ni
entre las hojas recolectadas en época de invierno o verano a un 95% de nivel de
confianza.

Dado que el andlisis de varianza indica que existen diferencias estadisticamente
significativas para el rendimiento segun el origen de la muestra, entonces se
procede a realizar la prueba de rangos mdultiples, con el fin de evidenciar que
veredas son las que producen plantas que arrojan rendimientos significativamente
diferentes. Para ello se selecciono la prueba de la Minima Diferencia Significativa
de Fisher.

Cuadro 21. Prueba de rangos multiples para rendimie  nto con base en LSD
Fisher

Vereda # datos Media (%) h Grupos
0mogéneos
Las Juntas 8 2,56 X
Alto de Mayo 8 2,95 X
El Cardo 8 2,98 X
San Juanito 8 3,16 X

Fuente. Este estudio
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El cuadro anterior indica que los rendimientos de aceite de orégano son
estadisticamente iguales en las veredas de San Juanito, El Cardo y Alto de Mayo,
mientras que el rendimiento del aceite obtenido de plantas procedentes de la
vereda de Las Juntas es diferente con respecto a las otras veredas. Los mayores
rendimientos se obtuvieron en las muestras procedentes de las veredas Alto de
Mayo, San Juanito y ElI Cardo con un promedio de 3.03% y los menores
rendimientos fueron del orden de 2,56% en la vereda Las Juntas.

6.4.2. Efecto del origen, la época de recoleccion y la edad de las hojas de la
planta sobre la composicién del aceite esencial. A continuacion se presentan
los resultadlos concernientes al efecto de algunas de las condiciones
agroecoldgicas sobre la composicion del aceite esencial de orégano silvestre del
Alto Patia.

6.4.2.1. Efecto del origen, la época de recoleccion y la edad de las hojas de
la planta sobre el contenido de timol en el aceite esencial de orégano:

Cuadro 22. Andlisis de varianza para el contenido de timol en el aceite
esencial

Lnalvsis of Variance for % timol - Type III Sums of 3quares

MATIN EFFECTS

h:veredsa 0. 6959 3 23.56583 0.54 0.4865
B:edad hojas 132.438 1 132.438 4,75 0.04z2
C:epoca de recolle 1895.8:2 1 1598.82 635.04 0.o0ooo
INTERACTICHS
LB 15z .086 3 50.6953 1.82 0.1783
aC Z16.318 3 72.1061 Z.58 0.0834
EC 40,2753 1 40,2753 1.44 0.z2444
RESIDULL S530.223 19 27.9065
TOTALL (CORRECTED) 3040.86 31

411 F-ratio=s are based on the residual mean sSguare error.

Fuente. Este estudio

El valor de P = 0,0000 y P= 0.0422 (P < 0,05) para los factores época de
recoleccién y edad de las hojas respectivamente, indican que hay un efecto
significativo de la época de recoleccién y la edad de las hojas de la planta sobre el
porcentaje relativo de timol del aceite esencial a un 95% de nivel de confianza.
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Dicho de otra manera, existen diferencias estadisticamente significativas entre los
promedios de los porcentajes de timol del aceite de orégano segun la época de
recoleccién y la edad de las hojas de la materia prima.

El factor vereda (lugar de origen de la muestra), no mostré un efecto significativo
sobre el porcentaje relativo de timol en el aceite esencial (P = 0,05), es decir, que
no hay diferencias significativas entre los porcentajes de timol obtenidos de todas
las veredas estudiadas a un 95% de nivel de confianza.
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Grafico 14. Promedios e intervalos de LSD de Fisher en relacion al contenido
de timol.
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En las graficas anteriores se observa que los intervalos de las medias del
contenido de timol obtenidos de muestras de orégano de las cuatro veredas se
solapan, lo que significa que el rango de variacién del contenido de timol en el
aceite esencial es estadisticamente similar independiente del origen (vereda);
contrario a lo que sucede con las medias del contenido de timol analizadas en
relacion a la edad de las hojas y la época de recoleccion las cuales no se
alcanzan a solapar lo que significa que el rango de variacion del contenido de timol
en el aceite esencial es estadisticamente significativo dependiente de la edad de
las hojas y la época de recoleccion.

El gréfico 15, indica que al tomar muestras recolectadas en época de verano y
hojas maduras se obtendra el mayor porcentaje relativo de timol el cual oscila
entre el 82 y 84%. Se observa también que el contenido de timol es
considerablemente mayor en época de verano que en época de invierno ya sea
con hojas jovenes o maduras. En época de invierno los porcentajes relativos de
timol estan entre el 64 y 68%.

Grafico 15. Interaccion de las variables época de r  ecoleccion y edad de las
hojas en funcién del porcentaje relativo de timol.
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Fuente. Este estudio
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6.4.2.2 Efecto del origen, la época de recoleccion y la edad de la planta
sobre el contenido de p-cimeno en el aceite esencial de orégano:

Cuadro 23. Andlisis de varianza para el contenido d e p-cimeno en el aceite
esencial.

Analysis of Variance for % para cimeno — Type IITI Sums of 3guares

Source S of Sgquares Dr Hban Sguare F-Ratio P-Value
MATIN EFFECTS

Aivereda 1z2.7975 3 4,26583 0.73 0.5486
E:edad de las hoja 10.5113 1 10.5113 1.54 0.1907
C:epoca de recolle 334.111 1 334.111 56.91 a.aooo
TIMTERACTICNS

ALE 4z .7213 3 14.2404 Z2.43 0.0373
AC 28.0913 3 9.36375 1.52 0.2237
EC .72 1 0.7z 0.1z 0.7300
RESTIDUAL 111.547 12 5.87092

TOTAL (CORRECTED) 540.8 31

L1l F-ratios are based on the residusal mean sguare errok.

Fuente. Este estudio

El valor de P = 0,0000 (P < 0,05) para el factor época de recoleccion, indica que
hay un efecto significativo de esta variable sobre el porcentaje relativo de p-
cimeno del aceite esencial a un 95% de nivel de confianza.

Dicho de otra manera, existen diferencias estadisticamente significativas entre los
promedios de los porcentajes de p-cimeno del aceite de orégano segun la época
de recoleccion de la materia prima.

Los factores vereda de origen y edad de las hojas, no mostraron un efecto
significativo sobre el porcentaje relativo de p-cimeno del aceite (P = 0,05), es decir,
gue no hay diferencias significativas entre los porcentajes de p-cimeno promedio
del aceite obtenidos de todas las veredas estudiadas ni de la edad de las hojas a
un 95% de nivel de confianza.
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Grafico 16. Promedios e intervalos de LSD de Fisher en relacién al contenido
de p-cimeno.
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En las graficas anteriores se observa que los intervalos de las medias del
contenido de p-cimeno obtenidos de muestras de orégano de las cuatro veredas y
de las hojas jévenes y maduras se solapan, lo que significa que el rango de
variacion del contenido de p-cimeno en el aceite esencial es estadisticamente
similar independiente del origen (vereda) y de la edad de las hojas de la planta;
contrario a lo que sucede con las medias del contenido de p-cimeno analizadas en
relacion a la época de recoleccién las cuales no se alcanzan a solapar lo que
significa que el rango de variacion del contenido de p-cimeno en el aceite esencial
es estadisticamente significativo dependiente de la época de recoleccion.

En los graficos siguientes (grafico 17 y gréafico 18), se indica que a diferencia del
contenido de timol, la mejor época de recoleccion para obtener un mayor
porcentaje relativo de p-cimeno es la época de invierno, con hojas jovenes y
procedentes de la vereda Alto de Mayo, con valores de aproximadamente el
14.5%. Se observa también que el contenido de p-cimeno es considerablemente
mayor en época de invierno que en época de verano ya sea con cualquier edad de
las hojas u origen de la planta. En época de verano los porcentajes relativos de
p-cimeno oscilan entre el 6.5y 7 %.

Grafico 17. Interaccion de las variables época de r  ecoleccion y edad de las
hojas en funcién del porcentaje relativo de p-cimeno.
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Fuente. Este estudio
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Grafico 18. Interaccion de las variables época de r  ecoleccion y vereda en
funcion del porcentaje relativo de  p-cimeno.
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Fuente. Este estudio

Estos resultados son explicables por el hecho de que siendo el timol el compuesto
mayoritario en el aceite esencial, solo se puede esperar obtener un porcentaje
relativo mas alto de los otros componentes bajo aquellas condiciones en las
cuales el contenido de timol se vea reducido.

En promedio se obtuvo un contenido de timol de 72.54% (intervalo de variacion
entre 65% y 85%), p-cimeno de 10,7% (intervalo de variacion entre 8% y 14%) vy
y-terpineno de 4,9% (intervalo de variacion entre 3,5% y 5,6%) en las 32
muestras analizadas.

Estudios como el realizado por Celis N et al. (2007), en el que se usé la técnica de
hidrodestilacion asistida por microondas para la extraccion de aceite esencial de
orégano (Lippia origanoides), se encuentra que existe un 56% de compuestos
fendlicos, timol y carvacrol siendo comun el primero como compuesto mayoritario.
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Cuadro 24. Tabla comparativa de los resultados obte nidos en esta
investigacion frente a los encontrados por otros au tores.

CRITERIO RESULTADOS OBTENIDOS
Investigacion Otros Autores
Turgut 2005 —timol - carvacrol
Componentes Martinez 2003 — carvacrol -

mayoritarios

timol - p-cimeno

timol

Stashenko 2007 — timol - p-
cimeno

Castaneda 2007 — timol = 9.1%

Porcentaje relativo de timol = 82% Martinez 2007 — timol = 56%
timol promedio Torres 2007 — timol = 45%
Stashenko 2007 — timol = 56%
Arcila 2007 - R=2 % - 6%
= 0,
Rendimiento R= 2.7% promedio Aranda 2007 — R=0.7%

Albado 2001 —- R=1.3%

Quezada 2008 — R=1.5%

Fuente. Este estudio
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7. CONCLUSIONES

La composicién promedio del aceite esencial de orégano silvestre de Alto Patia
(Lippia origanoides) con respecto a sus componentes mayoritarios fue: timol de
72.54% (intervalo de variacion entre 65% y 85%), p-cimeno de 10,7% (intervalo de
variacion entre 8% y 14%) y y-terpineno de 4,9% (intervalo de variacion entre
3,5% vy 5,6%).

El aceite esencial de orégano silvestre del Alto Patia (Lippia origanoides), debido
a su alto contenido de timol, mucho mayor al reportado para la misma especie
obtenida en otras regiones del pais y del mundo, presenta un importante potencial
comercial debido a los comprobados efectos antimicrobianos y antioxidantes que
tiene esta sustancia.

Para la optimizacion del proceso de extraccion tanto a nivel de laboratorio como a
nivel de planta piloto en funcion del rendimiento, se obtuvo que el factor densidad
del lecho es el Unico estadisticamente significativo y determinante en el proceso
de extraccion. Se obtienen mayores rendimientos cuando la densidad del lecho es
mayor debido a que al haber mayor cantidad de material vegetal, se logra un
mayor contacto del vapor por unidad de volumen.

Segun el andlisis estadistico para obtener un maximo rendimiento de extraccion
del aceite esencial a nivel de laboratorio y planta piloto se debe trabajar a los
niveles mas altos de los factores evaluados; es decir, tiempo de 3.4 h, densidad
del lecho de 95.4g/L y una presion de 3.7 psig. Sin embargo debido a que el
tiempo no es una variable estadisticamente significativa, entonces no se justifica
trabajar con tiempos altos ya que implicarian mayores costos de produccion.

Solamente el factor presion tiene un efecto estadisticamente significativo en el
contenido de timol del aceite esencial extraido por arrastre con vapor a nivel de
planta piloto. A nivel de laboratorio no se tiene una incidencia significativa de
ningun factor sobre el porcentaje relativo de timol. Las condiciones en las cuales
se logra obtener el maximo rendimiento de extraccion y mayor contenido de timol
en el aceite esencial son aquellas en las cuales los factores estudiados se
encuentran en los niveles superiores; es decir: tiempo de 3.68 h, densidad del
lecho de 113 g/l y presion de 3.68 psig.

Se determind que existen diferencias significativas en cuanto al rendimiento de
extraccion del aceite esencial de orégano silvestre del Alto Patia debido al origen
(vereda) de donde se obtienen las hojas. Los mayores rendimientos (promedio de
3.7%) se lograron en las muestras procedentes de la vereda San Juanito.
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La época de recoleccion es un factor estadisticamente significativo sobre el
contenido de los componentes mayoritarios timol y p-cimeno del aceite esencial de
orégano silvestre del Alto Patia. Los mayores contenidos de timol se obtuvieron en
época de verano

Desde el punto de vista econoOmico se recomienda realizar extracciones en cortos
tiempos y bajas presiones ya que ni el rendimiento ni la composicion se ven
afectadas significativamente, de esta manera se verd disminuido el gasto de
combustible lo que representa ahorro en dinero, ya que no se requiere de tanto
vapor.
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8. RECOMENDACIONES
Realizar estudios sobre el aprovechamiento del aceite esencial de orégano ya que
presenta caracteristicas bastante promisorias para el uso agroindustrial.

Realizar estudios que permitan la purificacion del aceite de orégano, para asi
incrementar su valor agregado y su presentacion.

Considerar otros métodos de extraccion del aceite esencial de orégano, tales
como soxhlet y fluidos supercriticos.

Los residuos solidos resultantes de la extraccion del aceite, pueden ser utilizados
en la preparacion de abonos ya que constituyen fuente de materia organica.

Estudiar a nivel agrondmico la domesticacion del orégano silvestre del alto Patia
con miras a obtener cultivos comerciales que constituyan fuente de materia prima
para una posible explotacion a escala industrial.

Realizar un estudio de factibilidad con el fin de establecer prondsticos financieros
econOomicos y sociales para realizar la inversion.
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Anexo A. Guia para la colecta de material vegetal  de habitat natural.
Consideraciones para el personal que colecta el material.

» Estos deben poseer un conocimiento de la identificacion de la planta.

» Deben distinguir la planta medicinal de otras estrechamente relacionadas
para evitar mezclas indeseables.

» Deben tener un suficiente conocimiento e informacién sobre las condiciones
de cosecha incluyendo las técnicas, los procesos de conservacion y
almacenamiento del material para asegurar la calidad.

» Deben tener un alto grado de higiene personal y no sufrir enfermedades
transmisibles, lesiones en la piel, etc.

* Deben ser supervisados por personal competente que asegure la calidad
del material colectado.

» Los procesos de aprendizaje deben ser documentados.

Para la coleccion del material.

Esta se debe llevar a cabo a un tiempo Optimo requerido para obtener la
calidad farmacéutica y la eficacia funcional.

» Debe hacerse en periodos secos y no durante la precipitacion, ya que estas
condiciones son desfavorables.

* Los equipos deben ser limpios y libres de remanentes de cosechas previas.

* Los procesos de coleccion deben evitar el dafio mecanico a los tejidos, ya
gue se afecta la calidad con pérdida de aceites esenciales.

» Se debe reducir al minimo el periodo entre la recoleccion y el secado de la
muestra para evitar cambios en la apariencia externa, calidad y
contaminacion microbiologica.

» Laplanta se debe proteger del ataque de plagas y enfermedades.
» Se debe evitar la sobrecosecha en una determinada area.

» La naturaleza del habitat, clima, tipo de suelos y otras variables especificas.
asociadas a la calidad se deben registrar y documentar.
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» Se debe documentar la recoleccién incluyendo identidad de la muestra,
calidad macroscopica, pureza, etc.

» Ellote se debe identificar y documentar.
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Anexo B. Determinacion de la composicion quimica de | aceite esencial de
orégano silvestre del Alto Patia por cromatografia de gases con detector
selectivo de masas (GC-MS), realizado por el labora torio de cromatografia de
la Universidad Industrial de Santander.

’ ; “,E - LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Soniooishai Al
|£ UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER FECHA: 2008110130
|=-
E‘. Wl Unverscnd PAGINA 1 de §
. Eesers INFORME DE RESULTADOS e

~

DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA DE ACEITES
ESENCIALES POR CROMATOGRAFIA DE GASES CON DETECTOR
SELECTIVO DE MASAS (GC-MS)

1 DATOS GENERALES
ENTIDAD SOLICITANTE: UNIVERSIDAD DE NARINO (Calle 18 Cra 50 Ciudad

Universitaria Torabajo-Bloque de Laboratorios especializados)
CODIGO DE LA(S) MUESTRA(S): 982227-01-Al, 982227-02-Al, 982227-03-Al
DESCRIPCION DE LA(S) MUESTRA(S): "Muestra No. 1; aceite esencial de Laurel de

cera (Morella pubencens); extraccién: arrastre con vapor: fecha: 30/09/08; solucidn del

aceite esencial al 20% en diclorometano”, "Muestra No. 2; aceite esencial de Romero

(Rosmarinus officinalis); extraccion: arrastre con vapor; fecha: 30/09/08; aceite esencial

puro”, "Muestra No. 3; aceite esencial de Orégano; extraccién: arrastre con vapor; aceite

esencial puro"
FECHA DE RECEPCION DE LA(S) MUESTRA(S): 2008-10-11
ANALISIS SOLICITADO: Determinacion por GC-MS de la composicién quimica de la

fraccion voldtil y semivoldtil de aceites esenciales.
FECHA DE REALIZACION DEL ANALISIS: 2008-10-15

2 DESCRIPCION DEL METODO

La preparacion de las muestras se llevé a cabo por dilucién e inyeccion directa de los
aceites esenciales al equipo cromatografico. El analisis se realizd en un cromatdgrafo de
gases Agilent Technologies 6890N acoplado a un detector selectivo de masas (MSD)
Agilent Technologies 5975 Inert, operado en el modo de barrido completo (fuf/f scan) de
radiofrecuencia. La columna empleada en el andlisis fue DB-WAX (J & W Scientific,
Folsom, CA, EE.UU.) [poli(etilenglicol), 60 m x 0.25 mm x 0.25 um]. La inyeccion se
realizd en modo sp/it (50:1), Viny = 1 ul.

PROHIBIDA LA REPRONIICCION TATAI N PARFIAL NE | AQ NATAS DEBAGTANAS Ea CoTr irAmiae me ~s e s
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LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA
UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER

CODIGO: 982227-Al

FECHA: 2008/10/30
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PAGINA 4de 5

T

VoBo: 7 +

=i

@
P d &
Gty

P

Tabla 3. Cantidad relativa (%) de los componentes presentes en la muestra "Myestra

No. 3; aceite esencial de Orégano; extraccion: arrastre con vapor; aceite esencial puro”,

enviada por el Profesor Oscar Arango Bedoya de la Universidad de Narifio.

Asjo AR YO ST ENW

p?:o n:?n Identificacién Cantidad relativa, %
il 22,6 Mirceno 13
2 23,59 a-terpineno 0,6
3 27,57  y-terpineno 3.2
4 28,71 p-Cimeno 73
5 38,77 cis-Hidrato de sabineno 0,2
6 42,32  Linalool 0,5
7 43,32  Liratol 0,2
8 44,65  Timol metil éter 0,9
9 45,18  Terpinen-4-ol 0,7
10 45,96  trans-Cariofileno 0,9
11 46,77  Umbellulona 0,3
12 49,06 a-Humuleno 0,7
13 51,09 B-Bisaboleno 0,1
14 55,07 Acetato de timilo 0,8
15 65,93 Isémero del timol 0,1
16 66,64  Timol 81,2 %
17 67,16  Isomero del timol 0,2
18 67,59  Carvacrol 03 #
19 76,42  2,5-Dimetoxiacetofenona 0,4
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File :C:\msdchem\1\DATA\151008\22703AI2.D

Cperator : Elena Stashenko (UIS)

Acguired 16 Oct 2008 6:10 using AcgMethod AEDEANMS.M
Instrument 6890N — 5975

Sample Name 982227-03-AI, U. NARINO

Misc Info : 982227-03-AI, AEs OREGANO

Vial Number: 24
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Area Percent Report

4/NCI - OFN

Data Path C:\msdchem\1\DATA\151008)\
Data File 22703AI2.D

Acg On 16 Oct 2008 6:10

Operator Elena Stashenko (UIS)

Sample 982227-03-AI, U. NARINQ

Misc 982227-03-AI, AEs OREGANO

ALS Vial 24 Sample ‘Multiplier: 1
Integration Parameters: events.e
Integrator: ChemStation

Method C:\msdchem\ 1\METHODS\AEDeanMS.M
Title System Performance Check - CH
Signal TLEE: 2290372 .DNdata.ms

peak R.T. first max

UVl W

O W m IO

12
1.3
14
1.5

16
17
18
19

AEDeanMS.M Thu Oct

#

42 .
43.
44 .
45.
45.

46.
49,
Sk
55.
65.

66

67 .
67 -
76

min

318
324
650
182
958

774
058
090
066
932

637
161
520
422

scamn scan
4528 4574
4894 4936
6334 6391
6750 6809
9631 9652

10586 10612
10857 10884
12900 ) 1243
SS9 1 3 H T
s ad. 11597

11789 11818
12394 12436
12876 12895
13619 136456
15681 15698

15790 9. 583849
15914 15930
15989 16011
17654 17672

eak

last PK P corr COrETH
sean. TY  Height area % max
4739 BB 4 14986 1278518 1 57%
5027 BV 4 6884 579731 07 1
6560 BB 2 34791 3162178 3.89%
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Anexo C. Cromatograma de las parafinas utilizadas e  n la identificacion de
los posibles compuestos de todas las muestras anali zadas por GC-FID.
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ras de aceite

lippia origanoides Kunt);

Anexo D. Cromatograma obtenidos por GC-FID de muest

esencial de orégano silvestre del Alto Patia (

torio.

extraccion por arrastre con vapor a nivel de labora
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Anexo E. Cromatogramas obtenidos por GC-FID de mues tras de aceite
esencial de orégano silvestre del Alto Patia (  lippia origanoides Kunt);
extraccion por arrastre con vapor a nivel de planta piloto.
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Anexo F. Cromatogramas obtenidos por GC-FID de mues tras de aceite
esencial de orégano silvestre del Alto Patia (  lippia origanoides Kunt);
extraccion por MWHD; estudio del efecto de algunas condiciones
agroecoldgicas sobre la composicién y rendimiento d el aceite esencial.
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MUESTRA 6. Vereda: El Cardo. Edad: joven. Epoca: ve rano.
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