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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivoCaracterizar los aceites esenciales de seis
ecotipos de orégano en base al contenido de timol y carvacrol procedentes de cinco
altitudes de Urubamba-Cusco, EI contenido de compuesto monoterpenos oxigenado
(fenoles), fue realizado en seis ecotipos de orégano (ltaliano, Oreja de elefante, Nigra,
Chino, Floracion temprana 1 y 2). procedentes de cinco altitudes 3042 m.s.n.m
(Urubamba), 3092 m.s.n.m (Andahuaylillas), 3260 m.s.n.m (Cusipata), 3386 m.s.n.m
(Jaquijaguana), y 3638 m.s.n.m (Sicuani)

La determinacion de timol y carvacrol en muestras de aceite esencial de orégano y otras
plantas, ha sido realizado por muchos autores utilizando métodos por cromatografia
liquida HPLC.

Se encontraron diferencias en la concentracion de timol y carvacrol para los seis ecotipos
y la altitud de procedencia, lo que estableceria diferencias sustanciales entre los ecotipos
pertenecientes a la misma familia lamiaceae. La composicién quimica del aceite esencial
de Origanum. vulgare .varia con la ubicacion geogréfica del lugar de cosecha, el clima,
la genetica de la plananta y otros factores condicionantes ecoldgicos. La influencia de

estos factores sobre los distintos Origanum vulgaredefine sus quimiotipo.

Asimismo, se pudo determinar que el rendimiento mas alto de aceite esencial de orégano
se desarrollo a las altitudes de 3386 m.s.n.m, (Jaquijaguana) y 3638 m.s.n.m. (Sicuani),
en el ecotipo Oreja de Elefante (2.8 %), y el rendimiento mas bajo se desarrollo a la altitud
de 3092 m.s.n.m (Andahuaylillas), en el ecotipo Nigra (0.95%); la concentracién mayor
de timol y carvacrol se desarrollo en el ecotipoes Italiano (18.4 y 2.04 %) y la
cocentracion menor de los mismo metabolitos fue de 2.4% de timol y 0.36% de carvacrol,
en el ecotipo Chino a la altitud de 3386 m.s.n.m. El timol y carvacrol le otorga al orégano
multiples propiedades antioxidantes, microbioldgicas y conservantes de alimentos,

ademas de potenciales aplicaciones en perfumeria y cosmética.

Palabras Claves: Origanum vulgare ssp, timol, carvacro, HPLC



ABSTRACT

The objective of this research was to characterize the essential oils of six oregano
ecotypes based on the content of thymol and carvacrol from five Urubamba-Cusco
altitudes. The content of oxygenated monoterpene compound (phenols) was made in six
ecotypes of oregano (Italian , Elephant ear, Nigra, Chinese, Early flowering 1 and 2).
from five altitudes 3042 m.a.s.l. (Urubamba), 3092 m.a.s.l. (Andahuaylillas), 3260
m.a.s.l. (Cusipata), 3386 m.a.s.l. (Jaquijaguana), and 3638 m.a.s.l. (Sicuani)

The determination of thymol and carvacrol in samples of essential oil of oregano and
other plants, has been carried out by many authors using methods by liquid

chromatography HPLC.

Differences were found in the concentration of thymol and carvacrol for the six ecotypes
and the altitude of origin, which would establish substantial differences between the
ecotypes belonging to the same family Lamiaceae. The chemical composition of the
essential oil of Origanum. vulgare would vary with the geographical location of the
harvest site, the climate, the genetics of the plananta and other ecological conditioning
factors. The influence of these factors on the different Origanum vulgare defines their

chemotype.

Likewise, it was possible to determine that the highest yield of essential oil of oregano
was developed at altitudes of 3386 m.a.s.l., (Jaquijaguana) and 3638 m.a.s.l.. (Sicuani),
in the ecotype Oreja de Elefante (2.8%), and the lowest yield was developed at the altitude
of 3092 m.a.ss.l.  (Andahuaylillas), in the Nigra ecotype (0.95%); the highest
concentration of thymol and carvacrol was developed in the Italian ecotypes (18.4 and
2.04%) and the lowest concentration of the same metabolites was 2.4% thymol and 0.36%
carvacrol, in the Chinese ecotype at the altitude of 3386 m.a.s.l.. Thymol and carvacrol
give oregano multiple antioxidant, microbiological and food preservative properties, as

well as potential applications in perfumery and cosmetics.

Keywards: Origanum vulgare ssp, timol, carvacro, HPLC



I. INTRODUCCION

Per( es uno de los paises con mayor diversidad bioldgica del mundo, debido a su posicion
geografica en el planeta. El pais cuenta con 45 — 55 mil especies de plantas, de las caules
2000 son promisorias. Debido a esta gran diverisdad (fauna y flora) sus beneficios para

alimentacion, medicina e industria se pueden aprovechar.

El nombre orégano comprende mas de veinticuatro diferentes especies de plantas, entre las
que destacan el orégano europeo Origanum vulgare de la familia Lamiaceae, (Rzedowski,
1978 y Huerta, 1997). El afio 2006, la exportacion de orégano producido en Tacna ascendio
a 72,2% del total de orégano exportado. Le siguieron en importancia Arequipa con 23,1%
del total y Lima con 3,9%. Brasil es el mayor pais importador de orégano de la region
latinoamericana y sus importaciones muestran una firme tendencia alcista, lo que se ha
reflejado en la Gltima década en una tasa de crecimiento anual (ADEX, 2013). Esta especie

aromatica tiene un gran potencial econémico.

El mayor porcentaje de aceites esenciales se logran en zonas de temperatura frias.
Asimismo, es resistente al frio; a temperaturas menores a 5 grados centigrados afectan al
cultivo de orégano retrasando el crecimiento y quemando los bordes de las hojas (Gonzales
etal., 2008). Sinembargo la composicion y cantidad de los metabolitos secundarios de estas
plantas dependen de la zona geografica, factores climaticos, altitud, época de cosecha y su
estado de crecimiento (Cimanga et al., 2002; Lecona-Uribe et al.,2003; Salgueiro et al., 2003
Hernandez et al., 2009).

El Origanum vulgare ssp.es una planta aromatica tradicionalmente cultivada en la zona sur
del pais, la cual es sensible a la altitud (Vokou et al., 1993). Se adapta muy bien a los valles
interandinos sobre los 2600 m.s.n.m. Debajo de esa altitud, la concentracion de aceite
esencial (Timol y carvacrol) disminuye (Herndndez y Madrid,2004).



aceite esencial (AE) de plantas, son de mucho interés debido a las diferentes funcionalidades
que cumplen: desde proteccion a la misma especie de la depredacién hasta su polinizacion
por insectos, etc, y por los usos terapéuticos de estas especies atribuibles a estos

constituyentes. (Lecona-Uribe et al.,2003)

A la fecha existen numerosos estudios en los que se han identificado una gran cantidad de
compuestos quimicos que varian de acuerdo a la variedad de aceites esenciales (Pascual et
al., 2001, Bassole et al., 2003; Salgueiro et al., 2003, Hernandez et al., 2008, 2009).
Actualmente se estudian y prueban propiedades como conservador de alimentos,
anticancerigeno, plaguicida y antimicrobiano, (Zheng y Wang, 2001; Portillo et al., 2004;
Martinez-Rocha et al., 2008). Es por esto que en la presente investigacion planteamos el
desarrollo de esta innovacién va a permitir estudiar espacialmente la concentracion de timol

y carvacrol en el aceite esencial de oregano y establecer que quimitipo se desarrollo.

Los objetivos de la siguiente investigacion fueron:

Determinar el rendimiento del Aceite esencial de orégano por altitud y ecotipo.

o Establecer los parametros para la determinacién la concentracion de timol y carvacrol
por HPLC.

o Determinar timol y carvacrol de seis ecotipos de aceites esenciales de orégano por
HPLC.

o Hacer la caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial de orégano del mejor

ecotipo en base al contenido de timol y carvacrol



I1.REVISION LITERARIA

2.1  Historia del Orégano;

El orégano vulgar es una especie autoctona del Mediterrdneo europeo, y las primeras
referencias de su utilizacién culinaria y medicinal se encuentran en resefias helénicas, aunque
posiblemente su uso se remonte a pueblos de la prehistoria. EI término Origanum proviene
de dos palabras griegas: oros (montafia) y granos (ornamento), por lo que estos lo definirian

como la belleza o el adorno de las montafias (Chévez et al., 2007).

También los romanos lo emplearian en sus platos, en algunos casos mezclandolo con el
poderoso sabor del garum procedente de la colonia romana de Carthago Nova. Ambos
pueblos conocian también las propiedades curativas del orégano y lo utilizaban para tratar
trastornos nerviosos, retencién de liquidos, contusiones y dolores articulares. Durante la
Edad Media se empled para tratar los problemas de higado y como desinfectante del
ambiente durante las epidemias, quemandolo en braseros mezclado con ramas de menta y
tomillo (Garcia et al., 2007).

Las variedades de esta hierba aromatica se encuentran de forma silvestre por toda Europa y
Asia occidental. La variedad mas extendida es la mejorana comun y de aroma mas suave,
ampliamente utilizada en la gastronomia tradicional italiana. El orégano comun o mejorana
picante crece mas abundantemente en las montafiasde la zona Mediterranea, con gran
proliferacion en las colinas del levante espafiol, donde adquiere una amplia gama de

perfumes e intensos aromas (Chavez et al., 2007).

El descubrimiento de América en el XV propicio que los colonos llevasen semillas de esta
especie para probar su cultivo en tierras sudamericanas, donde se adaptd con gran rapidez al
nuevo clima. El orégano (Origanum vulgare) fue introducida a nuestro pais por los

esparioles, actualmente se encuentra en los interandinos, principalmente en el sur del Perd.



Actualmente el comercio de esta hierba aromdtica se centra en el este mediterraneo,
California y México, aunque paises como Per( y Argentina estdn empleando grandes

extensiones de tierra para la produccién destinada a la exportacion (Plauset al., 2001).

2.2 El Oregano (Origanum vulgare spp.)
1.2.1 Generalidades

El orégano, cuyo nombre cientifico es Origanum vulgare, su desarrollo se da a lo largo del
afio y esto se debe a las excelentes condiciones climaticas que existen al sur del pais. Se
adapta a todo tipo de suelo, en especial en alturas comprendidas entre 2850 a 3400 m.s.n.m.
(Bernal et al.,2010). Las regiones que se dedican a sembrar el orégano es Tacna, Arequipa,

Moquegua, Junin, Apurimac, Ayacucho, Puno, La Libertad. (SIEA, 2015)

Klauer (2009). menciona que el Origanum vulgare, es una planta extremadamente polimorfa
(muchas formas), sus variaciones son influidas por el medio donde se desarrollan y la época
del afio, lo que ha generado un amplio nimero de variedades. Es considerado un cultivo
marginal, porque se puede desarrollar en suelos pobres. Es una planta resistente al frio, las
temperaturas menores de 5 °C afectan al cultivo, en su crecimiento y algunas veces el borde

de sus hojas quemadas.

2.2.1 Clasificacion taxonomica y descripcion morfolégica.

Bajo el nombre genérico de Orégano se reconoce especies de por 1o menos tres generos
diferentes, pertenecientes a la familia de Lamiaceae (Labiatae). (Zegarra, 1994 , Ugas et
al.,2000, y Arcilaet al., 2004)

La familia de las Lamiaceae son mayormente hierbas y arbustos, en el Cuadro 1 se presenta

la clasificacion taxonomica de las distintas especies.



Cuadro 1: Clasificacion Taxondmica de las especies.

Angiospermae

Dicotiledoneae

Sympetaleae

Tubiflorae

Labitea

Albahaca,
Mejorana,
Menta,
Orégano,
Romero,
Salvia,
Tomillo.

Solanaceae

Chile,
Pimenton,
Pimiento,
rojo

Perdaliaceae

Ajonjoli

Vervenaceae

Orégano
Mexicano

Campunulatae

Compositae

Camomila,
Chicoria,
Estragén

Arquiclaamydeae

Piperales

Piperaceae

Cubeba,
Pimienta
larga,
Pimienta.

Myristicaceae

Macis, Nuez
Moscada

Ranales

Lauraceae

Laurel,
Canela,
Casia

Magnoliaceae

Anis estrella

Rhoeadales

Cruciferae

Mostaza,
Wasabi

Myrtiflorae

Myrtaceae

Pimienta
inglesa,
clavo.

Unbelliflorae

Umbelliferae

Anis,
comino,
apio,
Chirivia,
Cilantro,
Comino,
Eneldo,
Hinojo,
Perejil.

Monocotiledoneae

Liliiflorae

Liliaceae

Iridaceae

Scitamineae

Zingiberaceae

Orchidales

Orquidaceae

Ajo, Cebolla

Azafran

Cardamomo,
Jengibre

Vainilla

Fuente:Adaptado de Nakatani y citado por Arcila (2004).




Ugas, (2000), Oliveira et al.,(2007) y Klauer,(2009) describe la ubicacion taxondmica de la

siguiente manera

Division : Magnoliophyta
Clace : Magnoliopsida
Subclase ; Asteridae
Orden : Verbenales
Familia : Lamiaceae
Genero : Origanum.
Especie ; Origanum spp L

En el Peru se cultivan principalmente 02 tipos de orégano: el orégano “zambito” que se
comercializa en el mercado local como hierba fresca; y el denominado “Nigra”, que se
produce para exportacion. En algunas zonas cultivan otro tipo de orégano, el denominado
“orégano chileno”, que posiblemente provenga de un cruzamiento de otros tipos de orégano,

pero con poco valor comercial (Klauer, 2009)

Segun Amanda Di Fabio (2000), los oréganos que se producen en el Per (zambito y nigra)
son hibridos que provienen del cruzamiento de la mejorana (Origanum majorana) con las
subespecies de orégano vulgaris y virens. Por lo tanto, el orégano “zambito” seria el
Origanum x aplii (Domin) Boros, proveniente del cruzamiento de Origanum majorana con
Origanum vulgare ssp vulgare; y el orégano “nigra” seria el Origanum X majoricum
Cambessedes, proveniente del cruzamiento de Origanum majorana con Origanum vulgare
ssp. Virens. Existen otras variedades como el orégano turco, que presenta inflorescencias

rosadas, y el orégano mexicano (Lipia spp) de sabor algo picante

Planta perenne de la familia de las labiadas de hasta 80 cm. Tallos erectos, pilosos y
aromaticos. Hojas ovales, pecioladas, dentadas o enteras. Flores rosadas, violaceas o blancas
de hasta 7 mm., reunidas en inflorescencias redondeadas terminales. Estambres
sobresalientes. En herbazales secos y al lado de los bosques, los cuales tienen un potencial
de aplicacion en la alimentacion animal debido a sus propiedades antimicrobianas y
antioxidantes (Wenk, 2003).



2.3 Composicion quimica del orégano

Las especies vegetales aromaticas contienen desde aceites esenciales (AE) o Aceites
volatiles y oleorresinas hasta alcaloides y glicésidos de interés farmacoldgicos son productos

del metabolismo secundario.(Dewick, 2002)

e Acidos: Rosmarinico ( Planta y hojas ) palmitico, esteérico, oleico,ursélico,
cafeico, caprico (Planta)

e Aceite esencial rico en timol, cineol, carvacrol, borneol, beta-bisolobeno,
limoneno, alfa pineno, beta pineno, mirceno, camfeno, alfa terpineno.(Planta)

e Minerales: Potasio, magnesio, manganeso, zinc, cobre, hierro (Planta)

e Taninos (Planta)

e Vitaminas: Niacina, beta-catoteno (Planta), (Stashenko et al., 2010)

2.4 Aceite Esencial.

Los aceites esenciales son sustancias odoriferas de naturaleza oleosa encontradas
practicamente en todos los vegetales; son muy numerosos y estan ampliamente distribuidos
en distintas partes del mismo vegetal: en las raices, tallos, hojas, flores y frutos. Segun Briga
(1962), estos aceites esenciales son componentes heterogéneos de terpenos, sesquiterpenos,
acidos, ésteres, fenoles, lactonas; todos ellos facilmente separables ya sean por métodos

quimicos o fisicos, como la destilacién, refrigeracion, centrifugacion, etc.

Los aceites esenciales se caracterizan por ser una mezcla compleja de varios compuestos
aromas Vvolatiles pertenecientes a diferente clase de la quimica organica: hidrocarburos
(compuestos terpenicos), Alcoholes, Aldehidos, cetonas, esteres, éteres y fenoles. Obtenidos
de canela (Cinamaldehido), Clavo (eugenol), orégano (carvacrol), eucalipto (cineol) y
tomillo (timol) entre otros (Vasquez., 2012).

Los componentes mayoritarios de los aceites pueden constituir hasta un 85% del total
mientras que el resto se presentan como trazas. La concentracion del compuesto concreto
total de la mezcla de aceites de la planta puede ser muy variable. Un ejemplo es la

concentracion de cinemaldehido en la mezcla de aceites esenciales procedente de la canela



que puede variar entre el 60 y 75% (Duke et al., 2002) mientras que el timol y carvacrol

procedente del tomillo pueden variar entre el 3 'y 60% del total (Lawrence.,2005).

2.5 Composicion Quimica del Aceite Esencial

Los AEs se componen principalmente de terpenos y fenilpropenos; los terpenos contienen
unidades de cinco carbonos llamadas isopreno (2-metil-1,3-butadiona). De acuerdo con sus
unidades de isopreno, se clasifican en monoterpenos (CioH1se), sesquiterpenos (CisHoa),
diterpenos (CaoHs2) v triterpenos (CsaoHag). Los terpenos en forma de alcoholes, aldehidos,
2004;
Acevedo et al., 2013 y. Govindarajan et al., 2016). Los fenilpropenos constan de un anillo

cetonas, lactonas y ésteres también estan presentes en algunas plantas (Xue et al.,

aromatico de seis carbones con una cadena lateral de tres carbones. Se ha estimado que hay
mas de 1000 monoterpenos y 3000 sesquiterpenos, Yy solo se han descritos 50 fenilpropenos.
Otros constituyentes importantes son los fenoles, éteres fendlicos, acidos esterificados,
lactonas, o0xidos, acetales, aminas y compuestos con nitrogeno (Lee et al., 2005) y Ricaldi
(2006). En la Figura 1 se ilustra la estructura de algunos de estos compuestos.
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Los principales componentes del AEO son fendlicos, carvacrol y timol. Sin embargo, las
composiciones quimicas varian dependiendo de la region geografica y la sesion de cosecha.
(Faleiro et al., 2003). La composicion quimica del aceite esencial de O. vulgare. varia con
la ubicacion geografica del lugar de cosecha, el clima y otros factores condicionantes
ecoldgicos. La influencia de estos factores sobre los distintos Origanum definen sus
quimiotipo. ( Kumar et al., 2007)

2.6 Sintesis de los aceites esenciale (AES).
1.2.1 Terpenos.

Los terpenos son originados de su precursor universal el isopentenil difosfato (IPP) y su
isomero el dimetil-alil-difosfato, los cuales son formados por dos vias. En el citosol, el IPP
es sintetizado por la via del acido mevaldnico a partir de tres moléculas de Acetil-CoA y en
las plastidas es producido del piruvato y el gliceraldehido 3-fosfato por la via del metileritrol-
fosfato (Dudareva et al., 2006).

Después de la formacién del geranil pirofosfato y el farnesil un rango amplio de estructuras
de monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos ciclicos y aciclicos son producidos por una
familia grande de enzimas conocidas como las terpenosintetasas/ciclasas. Una de las
propiedades méas sobresalientes de estas enzimas es sufacilidad para hacer productos
maltiples a partir de un sustrato simple fenil-di-fosfato. Hasta la fecha mas de 100 terpeno
sintetasas han sido aisladas y caracterizadas de diferentes especies de plantas. Reacciones de
modificacion también involucran la formacidn de terpenos con estructura aciclica irregular
de C16 y C11, también llamados homoterpenos, los cuales son emitidos cuando hay un dafio
tisular (Martin et al., 2004 y Dudareva et al., 2006)

2.2.1 Fenilpropaniodes/benzoides

Estos componentes derivados de L-fenilalanina, constituyen una clase de componentes
volatiles estructuralmente diversos y que ademas estan involucrados en la reproduccion y
defensa de las plantas. En el primer paso de la biosintesis de los fenilpropanoides, la L-
fenilalanina(Phe) es convertida a acido trans-cindmico en una reaccion catalizada por la L-
fenilalanina amonio liasa (PAL). En los siguientes pasos comparte con la via de lasintesis de
lignina/lignano la formacion de fenilpropenol (monolignol). Acidos hidroxicinamicos,

aldehidos y alcoholes son formados por la via del acido trans-cinamico.



Algunos intermediarios pueden ser convertidos a componentes volatiles como en el caso del
eugenol y el isoeugenol, de la albahaca y la petunia, los cuales son formados a partir del
acetato coniferil, en una reaccion catalizada por la eugenol y la isoeugenol sintetasas. Los
benzoides, también se originan del &cido trans-cindmico por la via alterna del

fenilpropanoide (Boatright et al., 2004).

2.7  Actividad Biologica de los Componentes del Orégano

Dentro de las actividades bioldgicas del orégano (género Origanum y Lippia) se encuentran
la actividad antimicrobiana, antiparasitica, estrogénica, antigenotdxica, insecticida y
antioxidante. La principal es su capacidad antioxidante, especialmente en especies del
género Origanum. La funcién antioxidante de diversos compuestos en los alimentos ha
atraido mucha atencion en relacion con el papel que tienen en la dieta en la prevencion de
enfermedades (Kahkonen et al., 1999). En algunos estudios de especias se han aislado una
amplia variedad de compuestos antioxidantes fenolicos. El efecto antioxidante de las plantas

se debe a la presencia de grupos hidroxilo en los compuestos fendlicos (Azuma et al., 1999).

El aceite esencial de O. vulgare tiene actividad anti-radical y esta propiedad se le atribuye a
los fenoles carvacrol y timol (Deighton et al., 1993). Varios investigadores confirman el
potencial antioxidante de extractos y aceites esenciales de diferentes variedades de orégano
(O. vulgare, O. compactum, O. majorana) (Baratta et al., 1998 a y b).

Por otro lado, el timol y el carvacrol son compuestos fendlicos naturales, considerados como
posibles antioxidantes, agentes antifingicos y antibacteriales, acaricidas, analgésicas,
antiacné, antiespasmadicas, desodorantes, dermatigénicas, expectorantes, insecticidas,
larvicidas, pesticidas y vermicida presentes en cantidades significativas en los aceites
esenciales (Duke, 2002).

Al respecto, de la actividad antibacteriana, antifingica y antiviral, se ha observado una fuerte
actividad antibacteriana contra distintas especies pertenecientes a los géneros Bacillus,
Enterobacter, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus y Streptococcus (Alves de Azeredo
et al., 2010). Por otra parte, se destaca el efecto biocida sobre distintas especies

pertenecientes al género Candida (Brum et al., 2010).

10



En la industria alimenticia cobran especial importancia el uso de aceites esenciales ya que la
Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (21 CFR Sec. 182.10, 182.20,
482.40 y 182.50) dice que los complejos naturales de sabores o “flavors” como los aceites
esenciales, son reconocidos como seguros (GRAS) para ser usados en forma intencionada
en alimentos (Smith et al., 2005). Dado a sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes
de los aceites esenciales del orégano (Bhale et al, 2007 y Dambolena et al., 2010), esta hierba
aromatica o sus aceites esenciales pueden ser utilizados como conservantes naturales de

alimentos que permiten prolongar la vida util de los mismos.

2.8 Uso y aplicaciones del aceite esencial de orégano

El orégano se utiliza principalmente como condimento (Di Fabio, 2000; Arizio et al., 2006
y Dambolena et al., 2010). Se emplea como aromatizante de diversas formulaciones de
licores, salsas de tomate y productos horneados (como pizzas y panes) y en aderezos para
ensaladas (Koksal et al., 2010). Como hierba medicinal se destacan sus propiedades
antiespasmddicas, estimulantes, expectorantes, estomaquicas, diuréticas, antisépticas y
cicatrizantes (Arias et al., 2009). Estudios farmacologicos demostraron la actividad
colerética, espasmolitica y antihipertensiva (Baser et al., 2008.). Se lo utiliza también como
calmante en pomadas y compresas ya que alivia dolores reumaticos y en la industria

cosmeética para la elaboracion de perfumes y jabones (Arizio et al., 2006).

Sobre el poder antiséptico de los aceites esenciales de plantas pertenecientes especialmente
a las familias Labiadas hay amplia informacién. Todas contienen un compuesto o principio
activo propio pero varios compuestos son comunes a numerosas especies. Las plantas de uso
tradicional ofrecen posibilidades para la busqueda de principios bioactivos 0 Ethomedicina

siendo una alternativa de uso de antisépticos estandar (Albado y Saez, 2001).

2.9  Caracteristicas Generales del Origanum vulgare

Origanum vulgare (Labiate) "orégano™ es cultivado en Tacna (Tarata) (Cooperacion
Peruano-Alemana, 1983) en gran escala, cosechado, desecado y distribuido a los mercados
nacionales y al exterior. Se utiliza en la preparacién de alimentos. Las hojas y flores se
aplican en el campo farmacéutico debido a las propiedades tonicas, amargo-excitantes,

antisepticas, diuréticas y antiespasmaodicas (Guerrero y Nufez, 1991).
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Esta especie aromatica tiene un gran potencial econdémico. Se ha analizado quimicamente el
orégano (Origanum vulgare) para determinar la variabilidad en la composicion quimica
causada por las condiciones climaticas de la regién y puede desarrollarse desde 50 a 3400
msnm es decir casi desde el nivel del mar hasta la zona de las altas montafias. EI mayor
porcentaje de aceites esenciales se logran en zonas de temperatura frias. Asimismo, es
resistente al frio; sin embargo, las temperaturas menores a 5 grados centigrados afectan al
cultivo de orégano retrasando el crecimiento y quemando los bordes de las hojas (Gonzales
et al., 2008).

Origanum vulgare L. (orégano) es una planta herbacea perenne, con una amplia distribucion
en toda Europa, Asia y el Norte de Africa (Teuscher et al., 2005) Origanum vulgare L.
ssp.Vulgare es el méas estudiado en cuanto a sus propiedades fitoquimicasy actividad
bioldgica. Sin embargo especies relacionadastales como Origanum vulgare L. ssp.viride,
Origanum Vulgare L. ssp. Hirtum, Origanum vulgare L. ssp.Heracloticum, Origanum
vulgare L. ssp. VirensOriganum vulgare L. ssp. Glandulosum. OriganumVulgare L. ssp.
Gracile.También son de interés (Teuscher et al.,2005; Béjaoui et al., 2013 y Lukas et al.,
2015).

Las especies de Origanum muestran una alta variabilidad del contenido de aceites esenciales
(en términos de calidad y cantidad), debido a diferencias geograficas y etapa vegetativa. El
aceite esencial de orégano comprende una serie de compuestos, entre los cuales el timol, el
carvacrol, [-terpineol, B-cariofileno y p-cimeno prevalecen. (Baranauskiene et al., 2013;
Béjaoui et al., 2013; Asensio et al., 2015;Vazirian et al., 2015 y Lukas et al., 2015)

Las partes aéreas de Origanum vulgareL. son una fuente de Flavonas, tales como glucésidos
de kempferol, quercetina, miricetina, apigenina, naringenina, luteolina, acacetinay taxifolin.
(Koukoulitsa et al., 2006; Gulluce et al., 2012; Martins et al., 2014)

2.10 Extraccién de Aceites Esenciales

La extraccion de los aceites esenciales del material vegetal puede ser llevada a cabo por una
variedad de procesos antiguos y nuevos, como la destilacion con vapor, hidrodifusion,
maceracion, la extrusion mecanica (frio), extraccion con disolventes y extraccion con fluido

supercritico (EFS). Los aceites esenciales crudos producidos por cualquiera de estos
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métodos pueden ser necesarios para ser refinados o adicionalmente procesados, ya sea por
una combinacién adecuada de los procesos anteriores o por redestilacion, fraccionamiento,
cromatografia, cristalizacion, tratamiento quimico, etc., dependiendo de la naturaleza de la

materia prima y la calidad deseada del producto y las especificaciones (Sarker et al., 2006).

Los compuestos principales en el aceite esencial, el timol y carvacrol se informo que tienen
el més alto antioxidante (Hamzeh, 2012 y Kucukbay et al., 2014). Adicionalmente, el timol
y el carvacrol exhiben diferentes actividades biolégicas. Mientras que el timol tiene un

antiséptico efecto, el carvacrol tiene caracteristicas antifingicas (Tepe et al., 2011).

1.2.1 Destilacion Por Arrastre De Vapor

Los aceites esenciales son predominantemente obtenidos por destilacion con vapor, usando
vapor directo o indirecto. El vapor se genera en una caldera individual y se inyecta en la
parte inferior del recipiente con el material vegetal (Figura 2). La extraccion del aceite
esencial se ve facilitada por la destilacion de dos liquidos inmiscibles, es decir, agua y aceite
esencial. Luego el vapor de agua y vapores de aceites esenciales se condensan y se separan;
el aceite generalmente es mas ligero que el agua, flota en la parte superior y el agua va al
fondo.(Clarke, 2008)

vapor y aceite esencial
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Figura 2: Principales componentes de un equipo de extraccion por arrastre con vapor.
Fuente:Clarke, 2008
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2.11 Evaluacién de la actividad antioxidante de los aceites esenciales y contenido
total de fenoles

Un gran nimero de métodos han sido desarrollados para evaluar la capacidad antioxidante
total de alimentos, suplementos dietarios, extractos vegetales o compuestos puros. Sin
embargo, pocos de ellos han sido ampliamente utilizados debido a limitaciones relacionadas
con cuestiones metodologicas y fuentes de radicales libres (Prior y Schaich., 2005 Schauss
et al., 2006; y Schauss et al., 2006). Ensayos basados en el uso de radicales como DPPH. y
ABTS." son los métodos espectrofotométricos mas populares para la determinacion de la
capacidad antioxidante de alimentos, bebidas y extractos vegetales (Bendini et al., 2006),
los cuales han sido usados ya que son procedimientos simples, rapidos, sensibles y
reproducibles (Ozcelik et al., 2003).

Los antioxidantes pueden desactivar radicales por dos mecanismos principalmente:
transferencia de atomos de hidrogeno y transferencia de electrones. Los resultados finales
son los mismos independientemente del mecanismo, pero la cinética y potencial de las
reacciones difieren (Antolovich et al., 2002; Prior y Schaich, 2005 y Moon y Shibamoto,
2009).

El aceite esencial de Origanum. vulgare tiene actividad anti-radical y esta propiedad se le
atribuye a los monofenoles carvacrol y timol. Varios investigadores confirman dicho
potencial antioxidante en extractos y aceites esenciales de diferentes especies de orégano
(Origanum vulgare, Origanum. compactum, Origanum. Majorana) (Blanco, 2006 y
Ghasemnezhad et al., 2016).

2.12 Metodo que mide la capacidad para secuestrar radicales

Existen algunos métodos que miden la capacidad para secuestrar los radicales formados en
los procesos de peroxidacion lipidica. Uno de ellos consiste en medir la concentracion de
antioxidante requerido para secuestrar el 50% de los radicales en un tiempo determinado.

acido 2,2’-azino-bis-(3-etiltiazolinabencenosulfénico- 6) (ABTS™).

2.12.1. Capacidad antioxidante por el método de cation —radical ABTS*

El efecto protector de los AE y de las sustancias de referencia se determina, entre otros, por

el método descrito por Re et al. (1999), el cual se fundamenta en la capacidad que tienen

14



algunos compuestos para atrapar radicales, i.e. ABTS™.. La técnica se usa ampliamente para
muestras bioldgicas, alimentos, compuestos puros o extractos de plantas de naturaleza
hidrofila o lipofilica (Re et al., 1999 y Kuskoski, et al., 2005).

El ABTS+e es un cromégeno artificial que presenta un espectro ultravioleta (UV) con tres
maximos de absorbancia a 414, 752 y 842 nm en medio acuoso, y a 414, 737, 873 nm en
medio etandlico (Re, et al, 1999; Nenadis, et al, 2004 y Branchi, et al, 2005). La reduccion
del catién-radical depende de la concentracion del antioxidante y del tiempo de reaccion. El
grado de decoloracion permite conocer el porcentaje de inhibicion del cation radical ABTS+e
en funcion de la concentracion y el tiempo, y es calculado con respecto a la concentracion
del Trolox, utilizado como estandar bajo las mismas condiciones (Nenadis, et al., 2004;
Branchi, et al., 2005). El catidn radical nitrogenado es generado por la oxidacion del ABTS
con persulfato de potasio, (Re et al., 1999 y Nenadis, et al., 2004), como se aprecia en la
Figura 3.

ABTS ABTS'

Figura 3: Generacion del cation-radical ABTS+e
Fuente: (Re et al. 1999; Nenadis, et al., 2004).

2.13 Determinacion del timol y carvacrol en el aceite esencial de orégano. .
2.13.1. Cromatografia liquido de alto rendimiento HPLC

Las técnicas de cromatografia de HPLC estan siendo ampliamente usadas para la separacion
identificacion y cuantificacion de compuestos monoterpenos, terpenos y fendlicos, por su
versatilidad, precision y costo relativamente bajo. Con mayor frecuencia, el método que se
emplea es la cromatografia de reparto en fase reversa, pues permite una considerable
separacion de las diferentes clases de compuestos monoterpenos y fendlicos, pues esta
compuesta de una fase estacionaria la cual es no polar y una fase mdvil la cual es

relativamente polar. La fase estacionaria no polar, esta compuesta por una columna de un
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relleno (siloxano) recubierto de grupos hidrocarburos (una cadena de C8 o C18); el gradiente
de eluciones es generalmente realizado con sistema binario de solvente, como el agua que
contiene acetato o formiato de amortiguamiento, y metanol o el acetonitrilo como
modificador organico (el acetonitrilo es preferido al metanol ya que este Ultimo puede
provocar un elevado ruido de interferencia). De otro lado la elucidn isocratica se ha utilizado
por gradiente debido a la diversidad de compuesto monoterpenos y fendlicos. Para obtener
buenas resoluciones en un tiempo razonable, la polaridad de la fase movil y de la fase
estacionaria se han de armonizar cuidadosamente (Antolovich et al., 2002; Parejo et al.,
2004 y Rijke et al., 2006)

Una ventaja importante de la cromatografia liquido de alto rendimiento (HPLC) sobre GC
es la temperatura mas baja usadas durante el andlisis, lo que reduce el riesgo de dafios

causados por el calor a los compuestos.( Zhiwei et al., 2011)

La cromatografia liquida por lo general se realiza a temperatura ambiente, pero la
temperatura hasta 40 °C a veces se recomienda para reducir el tiempo del andlisis, si el

principal propdsito del estudio es determinar los principales flavonoides en una muestra.

Por otro lado, se ha demostrado que la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es
versatil y sensible para detectar los volatiles esenciales del aceite esencial (Stintzing et al.,
2011) y también termolabiles (Hagavall et al., 2007) y sustancias menos volatiles (Stintzing
et al., 2012). los terpenoides individuales de la fragancia se determinaron en aceites
esenciales mediante HPLC (Wang y Liu., 2010 y Wu et al., 2010)

La identificacion de los compuestos fenolicos requiere el empleo de detectores de Uv-vis
arreglo de diodos (DAD) y UV Fluorescencia (Nackz y shahidi, 2004). La deteccion de
fluresencia es uno de los métodos de deteccion mas sensible, selectivo y especifico para el

analisis de compuestos organicos e inorganicos (Teye, 2016)

La determinacion de timol y carvacrol en muestras de orégano y otras plantas, ha sido
realizado por muchos autores utilizando métodos de cromatografia HPLC. (Hajimehdipoor
et al., 2010). EIl método por HPLC es una técnica muy precisa para cuantificar los
componentes volatiles y no volatiles de una planta, logrando una buena separacion (Zhiwei,
2011)
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1. METODOLOGIA Y MATERIALES

3.1 Lugar de ejecucion

La presente investigacion se realizé en: Laboratorio de analisis fisicoquimica de la facultad de
industrias alimentarias, laboratorio de analisis quimico de la facultad de ciencias y Instituto de

investigacion en bioquimica y biologia molecular de la UNALM Lima —Peru.

3.2 Materiales
3.2.1 Materia prma.

La materia prima utilizada fueron los ecotipos de la familia de Lamiaceae, género de
Origanum, especie (vulgare ssp.). Se utilizo plantas procedentes de la ciudad de Tacna y
adaptadas a las altitudes , 3042 m.s.n.m (Urubamba), 3260 m.s.n.m (Cusipata), 3092 m.s.n.m
(Andahuaylillas), 3386 m.s.n.m (Jaquijaguana),3638 m.s.n.m (Sicuani), de Urubamba del
Departamento de Cusco.

Los arbustos fueron previamente identificados por un especialista en Genetica de UNALM
por el método de electroforesis, en el cual se obtuvo los patrones de ADN de orégano los
cuales se comparan con la especie “pampa oregano” proveniente de Tacna (anexo 1);

demostrando que no es un hibrido.

Los ecotipo de Origanum vulgare ssp fueron: Italiano, Oreja de elefante, Nigra, Chino,
Floracion temprana 1 y floracion temprana 2.

3.2.2. Materiales:

e Beakers de 50, 100, 250 ml
e Buretade 25 mi
e Erlemeyers de 150, 250 y 500ml



Pipetasde 0.5, 1y 2 ml
Probetas de 50, 100 y 1000 ml
Viales de 1 ml

Bureta 25 ml

Fiolas de 10, 25, 100, 500 ml

3.2.3 Equiposy reactivos.

3.2.3.1 Equipos:

Cromatografo HPLC.

Marca: Hitachi Elite laChromm
Columna C18 (Oven Model L-2300)
UV Detector Model L-2400
Sofware: Ezchrom Elite

Estufa |

Marca Memmert

Serie: TV40160903

Balanza analitica

Marca: OHAUS Precision 0.01mg

Serie: D19311118253447

Espectofotometro

Marca: Milton

Modelo: Spectronic Genesys.

Serie: 3v97132003

Camara de refrigeracion

Refractometro ABBE Marca AUS JENA

Viscpsimetro cannon Fensle y otros similares

Colorimetro A*B* y L*

3.2.3.2 Reactivo.

Acido Acetico glacial. (Merck)
Acido borico (Merck)

Acido clorhidrico (Merck)
Acido sulfurico (Merck)
Alcohol Etilico 95% (Merck)
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o Acetonitrilo grado HPLC (Merck)

o Cloroformo (Merck)

o Metanol 98%(Merck)

o Hexano de grado QP (Merck)

o Hidroxido de sodio (Merck)

. Tetracloruro de sodio (Merck)

o Yoduro de Potacio (Merck)

J Sulfato de sodio anhidro (Merck)

o Estandar de cromatogradicos para compuestos determinados por HPLC

Timol y Carvacrol. (Sigma Adrich)

3.3 Metodos de analisis.
3.3.1. Analisis Fisico-Quimico.

3.3.1.1.. Determinacion de Color: Se determiné con el colorimetro Konica-Minolta. Los
valores que arroja este andlisis son el a* (verde y + rojo) b*(azul y +amarillo) y

L*(luminosidad) Este método corresponde al descrito por Hunterlab (2008).

3.3.1.2.Determinacion de la gravedad especifica: De acuerdo a la norma técnica Peruana
N° 319.0818.

3.3.1.3.Indice de refraccion: Mide el cambio de direccion que experimenta un haz de luz.
Tal como se menciona en el método 921.08 AOAC (2007).

3.3.1.4.Determinacion de la solubilidad en alcohol: Se realizd de acuerdo a la NTP N°
319.084. Se utilizo alcohol etilico de 99°, 96°, 90°, 80° y 70° GL.

3.3.1.5.Porcentaje de acidez: Consiste en cuantificar a los acidos libres Lo mencionado
anteriormente se detalla en el método 940.28 AOAC (2007).

3.3.1.6.Determinacion de la capacidad antioxidante por Metodo del Radical ABTS*: La

actividad captadora del radical libre ABTSe se determiné empleando el método

descrito por Re et al. (1999) con algunas modificaciones.
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3.3.1.7.Cuantificacion del timol y carvacrol por el metodo de cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC)

Se utiliz6 un cromatogréfo Shimadzu series 92, con un detector de fluoresencia junto

con su software de manejo respectivo. (Hajimehdipoor et al., 2010) (Anexo 6)

3.4 Analisis estadistico.

Se utilizé un disefio de bloques completo al azar ; donde los bloques fuerdn las
altitudes de los sitios de donde procedian las plantas y los tratamientos fueron los
diferentes ecotipos. Medianteel software “XLstar.2017.4” y aplicando la prueba de
ANOVA vy tukey se se determind si existian diferncias significativas de los seis
ecotipos de orégano, cultivado a diferentes altitudes y en cuanto al rendimiento de

aceite esencial y contenido de timol y carvacrol.

3.5 Metodologia experimental.

3.5.1 Extraccion del aceite esencial
La extraccién de AEO se hizo siguiendo el flujo de operaciones mostrado en la Figura 4, que

se describe a continuacion.
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Figura 4: Flujo de Operaciones para la obtencion de aceite esencial de orégano



a) Materia prima:

Se trabaj6 con hojas de orégano, cosechadas de 5 localidades del valle de Urubamba
— Cusco y en cada localidad se acopio 6 ecotipos de Origanum vulgare ssp., con tres
repeticiones cada ecotipo proporcionados por la empresa Molinos cusco. SA.(fotos-
Anexo2a) Tambien se observa en el Cuadro 2 y (Anexo 2b), la procedencia de los
ecotipos y en el cuadro 3 se observa las caracterisiticas climaticas. y en la Figura 5

se muestra las localidades y/o Alturas de estudio.

Cuadro 2: Zonificacidn agroecologica y cosecha del oregano (Origanum
vulgare ssp.)

LOCALIDAD |LATITUD |ALTITUD |COSECHA
Urubamba -13.28889 3042 Otofio
Andahuaylillas | -13.6595 3092 Otofio
Cusipata -13.8945 3260 Otofio
Jaquijaguana | -13.9858 3386 Otofio
Sicuani -14.3287 3638 Invierno

Fuente: Proyecto contrato FINCYT — FIDECOM — Molinos — Cusco —Convenio

N°049-2012.

Cuadro 3: Caracterizacion del clima de Urubamba - Cusco

Localidad Sicuani | Cusipata| Jaquijaguana | Andahuaylilla| Urubamba
Altitud msnm 3638 3260 3386 3092 3042
Promedio de

temperatura

(°C) 5.3 14.09 11.69 13.3 14.425
Promedio de

Presipitaciones

(mm) 10.43 3.75 3.79 4.4 46.26
Fuente: SENAMHI- 2013
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Figura 5: localidades y/o Altitudes de estudio
Fuente: CIP -Geo base — Hong-kong 2013.
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b) Recoleccidn.

Se recolecto las hojas cuando la planta estaban en fase de floracion, en horas de

la mafana para evitar la transpiracion y en forma manual.

c) Transporte.

Se empacd en bolsas de papel la materia prima evitando el apisonamiento,

aumento de temperatura y pardeamiento.

d) Seleccion:

Se elimind las hojas y tallos que presentaron deterioro (oscurecimiento). (Anexo

2a)

e) Clasificacion:

Se clasifico las hojas de acuerdo a su tamafio como se ve en la foto ( Anexos 2b)
y se clasifico los ecotipos de orégano de acuerdo a las caracteristicas de las hojas

(Cuadro 4.) Luego se procedi6 a pesar la materia prima.

Cuadro 4: Descripcion de los ecotipos de orégano.

CARACTERISTICAS DE

ECOTIPO DE LA HOJA DE OREGANO
OREGANO ALTURA ANCHO
(cm) (cm)
Chino 2,1 1,17
Italiano 2,3 1,22
Oreja de elefante 2,7 2
Nigra 2,7 1,5
Floracion temprana 1 2,5 1,5
Floracion temprana 2 2,7 1,6
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f)

9)

h)

)

K)

muestra.

Secado:
La materia prima se deshidratd en un secador por conveccion forzada a 30°C por
6 horas, cada batch fue 8 kg de hojas frescas con un rendimiento de 3kg de hojas

secas y 10, 5% de humedad.

Extraccion del aceite esencial:

Se llevo a cabo en un destilador por arrastre de vapor.(anexo 2c). Se utilizé 1 kg
de hojas secas y 4L de agua. La extraccion empezd después de la primera hora
de calentamiento, La extraccion durd 2 hrs, se obtuvo una mezcla de aceite

esencial y agua.

Decantado:
Para separar el aceite esencial de Oregano (AEO) del agua se utilizé una pera de

decantacion.

Centrifugacion:

Para eliminar el agua residual se utiliz6 una cetrifuga a 100 RPM por 15 min.

Purificado
La purificacin del aceite esencial se realiz6 utilizando sulfato de sodio anhidro
Na>SO4 en una proporcion de 1g x 10g de muestra, y se mantuvo en estufa a

50°C, se agitd vigorosamente y filtro para obtener un filtrado claro.

Almacenamiento
El aceite esencial se envasé en frascos ambar. Se almacend en refrigeracion (2 a

4°C) hasta el momento de su uso.

3.5.2. Determinacion del rendimiento de extraccion

El rendimiento del aceite esencial para cada una de los ecotipos fue calculado dividiendo la

cantidad de aceite obtenida de la muestra vegetal entre el peso de masa seca de la misma

% Rendimiento = g del extracto x 100

g de material vegetal
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3.5.3. Determinacion de timol y carvacrol del aceite esencial de orégano
3.5.3.1.Determinacion de los parametros para concentracion de timol y carvacrol por
cromatografia liquidad (HPLC).

La muestra fue depositada en viales (Agilent Technologies 5182-0553). Considerando lo
descrito previamente por Hajimehdipoor et al., (2010); se realizaron las adecuaciones
pertinentes, de acuerdo al objetivo del estudio y el equipo de cromatografia liquidos de alta

presion, Se trabajo bajo las siguientes condiciones:

Cromatografo Hitachi Elite laChromm, con el software EZChrom Elite v3.3.2

Equipado con bomba L-2130

e Valvula gradientebaja presion L-2130ACC

e Degasificadora L-2000ACC, Interface USB IFU

e Horno de columna L-2350

e Mesclador de cuaternario de solventes,

e Columna: RP-C18, 150 mm de largo y 4,6 mm

e Detector utilizado es Hitachi FLD Detector L-2485.
e Longitud de onda de excitacion:230nm.

e Longitud de onda de emision:280nm.

e Flujo de la fase movil: 1ml/min

e Volumen de inyeccion : 20ul

e Fase movil: 50% de agua y 50% de acetonitrilo (isocratica)
e Presion: 75 kgf/c

e Temperatura: 352C

e Tiempo de corrida 15 min.

Se realizd un acondicionamiento del equipo por 30 min con la mezcla acetonitrilo:agua

(50:50), flujo Iml/min, logrando la estabilizacion de la sefial del equipo.

La corrida de los estandares fue realizada con una fase movil isocratica formada por
acetonitrilo y agua (ACN:H20) (50:50), columna purospher star rp18e (4.6x150mm, 5um)
flujo de 1 ml/min, volumen de inyeccion de todas las muestras y estandares de 20uL y un

tiempo de 15 min.
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El lavado fue utilizando 5min 100% agua flujo Iml/mim, 5.1min ,50:50 agua acetonitrilo

flujolml/min, 10min 50:50 agua acetonitrilo flujo 2 mL/min, 30 -60 min 50:50 % agua

acetonitrilo flujo 1min, 60 a 90 min 50:50% agua metanol flujolmL/min.

a. Preparacion de stock y soluciones estandares de timol y carvacrol.

C.

Las soluciones Stock (Standares) de timol (3 mg/mL) y carvacrol (0,3 mg/mL)
fueron preparadas separadamente con una mezcla de solventes acetonitrilo: agua,
(Porel, 2014) en una proporcion de ACN:H>O (80:20). Se realizaron diferentes
concentraciones a partir de la solucién stock (0,6 - 18 pg/mL de Timol y 0,06 —
1,8 ng/mL para carvacrol) se plateo la curva de calibracién del timol y carvacrol.
Su estabilidad se comprobd a intervalos regulares mediante HPLC, comparando
el area constante de cada pico individual, con el area obtenida para la solucién
recién preparada, que era bastante similar. Las soluciones de trabajo frescas se
prepararén diariamente mediante la dilucién apropiada de la solucion madre

utilizando la fase movil ACN: H20 como disolvente diluyente. (anexo 2-d).

Identificacién y cuantificacion

Se determind la identidad de los componentes de la muestra en base a los tiempos
de retenciéon de los estandares puros. Se determino la concentracién de los
componentes de la muestra a partir de la curva de calibracidn por regresion lineal

y luego se llevara a masa de la hoja ( Roldan et al, 2010).(anexo 2-¢)

Linealidad

Para la verificacion de la distribucién normal de los resultados, se evaluo la
linealidad a través de la relacion entre la concentracion del timol - carvacrol y la
absorbancia obtenidas por el detector de fluorecencia (FLD-HPLC). La
determinacion del coeficiente (r?) se calculd por ajuste de minimos cuadrados.
La linea de calibracion fue realizada a través de dos replicas para concentracion
de timol o carvacrol para conocer la extension de la variabilidad total de la

respuesta que puede ser explicada por el modelo de regresion lineal.

27



Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion (LODs) y cuantificacion (LOQs) fueron calculados
usando las expresiones 3.3c/s y 100/s, respectivamente, en donde o es la

desviacion estandar interceptada y s es la pendiente de la curva de calibracion.
Selectividad

Para el desarrollo del método cromatografico, se requiere de una separacion de

los picos, se evalud la resolucion de los picos de Timol y Carvacrol.

Precision

La precision del método indica el grado de dispersion entre la determinacion de
la misma muestra. Tres muestras en tres intervalos (80, 100 y 120 %) fueron
analizados en el mismo dia (intra diario) y por tres dias consecutivos (interdiario)

y se determind la desviacion estandar relativa (% RSD). Las tres muestras de

cada nivel fueron preparadas e inyectadas en el HPLC por tres veces.
Recuperacion

Este parametro muestra la proximidad entre el valor experimental y el valor real.
Esto asegura que no se han producido pérdidas durante el proceso de analisis.
Este método fue llevado por el método recuperacion después de la adicién de
dos concentraciones de estandar 0,1 y 1,0 ug/mL de Carvacrol y 0,7 y 7,0 ug/mL
de Timol. Para cada nivel se realizé la determinacidn por triplicado en el equipo
de HPLC. Se determind con las muestras de menor concentracion de Carvacrol

y Timol.
3.5.4. Cuantificacién de timol y carvacrol del aceite esenciales de seis ecotipos de
orégano por cromatografia liquida HPLC/FLD
a) Preparacion de la muestra del aceite esencial de oregano.

Se utiliz6 200 mg/L de muestra del aceite esencial disueltos en ACN:H20 (80:20).
(Galehassadi et al, 2014) Se inyecto por triplicado, al HPLC/FLD bajo las
condiciones establecidas lineas arriba (Hajimehdipoor et al.,2010 y Velasquez et
al., 2017)
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b) Expresion de resultados

mg timol/100 mg de aceite esencial = LnpLc *F*100/Co
Donde:

LnpLc :mg/l de carvacrol o timol medidos en el HPLC

F  :Factor de dilucién ejm 1en 10 =10

Co : Concentracion del aceite esencial en la muestra a analizar mg/L

3.6. Disefio experimental

El disefio experimental para llevar acabo la investigacion se muestra en la Figura 6.
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aceite esencial y contenido de timol y carvacrol.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Rendimiento de los aceites esenciales de los seis ecotipos de orégano procedentes de
diferentes altitudes.

En la Figura 7 y Anexo 6.1 se reportan los rendimientos en aceite esencial de cada uno
de los 6 ecotipos de oréganp (origanum vulgare spp), cosechadas a diferentes altitudes.
El andlisis estadistico, con un nivel de confianza de 99% determind que la altitud y el
ecotipo influyen en el rendimiento del aceite esencial de orégano., presentando los
mayores rendimientos las plantas sembradas a altitudes mas elevadas (3638 — 3386
m.s.n.m) siendo el ecotipo oreja de elefante el de mayor rendimiento (2.7 a 2.8 por ciento)
y el ecotipo nigra el de menor rendimiento (0.95 por ciento) el cual fue sembrado a una
altitud de 3092 m.s.n.m. Al respecto, Milos et al., (2000) reportan que el redimiento se
encuentra en el rango 2 y 6 por ciento, el cual se ve afectado por la altitud del lugar de
cultivo y por la época de recoleccion. Asimismo, Villavicencio et al., (2016) mencionan
que el rendimiento esta en un promedio de 0.22 a 2.7 por ciento, también se ve afectado
por la altitud. lgualmente, en otras investigaciones reportadas por Stashenko et al., (2010)
a una altitud de 850 m.s.n.m, se encontraron rendimientos entre 2.4 — 3.1 por ciento. De
Mastro et al,(2017) indican que el rendimiento es de 0.96 - 5.1 por ciento, a diferentes

altitudes (347 a 973 m.s.n.m.), los rendimientos varian segun la altitud de cultivo.

Klauer (2009) sostiene que el orégano se desarrolla desde el nivel del mar hasta 3800
m.s.n.m. sin afectar el rendimiento del AEO, estando los resultados dentro de rango

sefialado.

Ugas (2000) y Barreyro (2003), sostienen que el orégano puede ser cultivado desde 50 a
3400 m.s.n.m., ya que tolera las altitudes, mientras que Caceres et al.,(2012) dicen

desarrolla mejor a 3330 m.s.n.m.
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Figura 7: Rendimiento de los seis ecotipos de aceite esencial de orégano en las diferentes Altitudes.
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A mayor altitud y sobre todo en época de otofio e invierno, las temperaturas a las que fue
cosechada las plantas fueron bastante bajas entre 5.3 -11.69°C, estas condiciones lejos
de afectar el rendimiento lo favorecio, como lo indican varios autores (Ugaés et al., 2000,
Milos et al., 2000 y Roldan et al., 2010), ya que el estrés abiodtico o estrés hidirco,
provoc6 cambios en la emision y acumulacion de compuestos organicos volatiles en las
plantas (ecotipo de oreja de elefante), tal como lo sefiala (Wink,.2003; Edreva et al,.
2008 y Bistgani et al, 2017) similar comportamiento cita Maffei et al., (2010) que
algunos compuestos derivados del isopreno pueden estabilizar las membranas de los
tilacoides e incrementar la tolerancia a situaciones de estres. Ahora bien, el estrés hidrico
medio que sufrio el orégano a 3386 m.s.n.m. y ademas fue cosechado en plena floracion,
al respecto otros investigadores como (Fatima et al.,2000; Said-Al Ahl et al.,2009 y
Azizi et al.,2009) refieren que el hecho de restriccion en el aporte de agua al cultivo
después del comienzo de la floracion incrementa la cantidad y calidad del aceite esencial
extraido, lo que favorecié al rendimiento de AEO a esta altitud. Ademaés, Ghasemi et al.,
2013 indica que la altitud, el manejo agrondémico y las condiciones ambientales también
influyen en la composicion del aceite esencial (rendimiento). Algunos autores (Lawso et
al., 1999, Crocoll et al., 2010 y Acevedo et al., 2013) refieren que el habitat modifica el
contenido de los aceites esenciales, corroborando lo obtenido en la presenta
investigacion. Tambien; Rodriguez, (2014), sefialan que la radiacion solar es menor en
otofio, por lo que, los efectos de la sombra pudieran tener un déficit de radiacion en los
meses de otofio e invierno, justificando los resultados del rendimiento de AEO cosechado
a estas altitudes.

Ademas, Fernandez et al., (2008), mencionan que, en zonas con altitudes mayores a 3500
m.s.n.m., se presentan heladas que dafian el desarrollo de las plantas de orégano, es por
ello que se cree que las horas de luz fueron mayores y las temperaturas fueron extremas,
como se evidencia en la altitud de 3638 m.s.n.m., al respecto, (Zobayed, et al., 2005 y
Owen y Pefiuelas ,2005), sefialan que mas afectan a los procesos fisioldgicos de las
plantas, especialmente a la fotosintesis y al crecimiento, es la temperatura. Tambien, el
estrés conduce a cambios fisioldgicos, desarrollando mecanismos de defensa y
cambiando la magnitud de emision de aceites esenciales citado por (Owen y Pefiuelas,
2005). Lo que justificaria el incremento del rendimiento de aceite a esta altitud. Otros
autores sefialan que la cantidad de aceite esencial producido ante situaciones de estrés

hidrico se puede mantener o incrementar, dependiendo de la especie o la magnitud del
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estrés. (Sangwan et al., 2001), al respecto Bistgani et al.,(2017) sostienen que a estrés
hidrico severo dafia las menbranas de las hojas por ende afecta el rendimiento de AE;
por lo tanto, el rendimiento de AEO a esta altitud 3638 m.s.n.m, se ve afectado por ser

sometido a un estres severo.

También, a estas altitudes (3638 y 3386 m.s.n.m.) el rendimiento porcentual del aceite
esencial del orégano presenta una apreciable variabilidad con la altitud 3092 m.s.n.m, de
acuerdo con el estado de la hoja y el lugar de recoleccion, lo cual esta de acuerdo con
estudios reportados para especies aromaticas muy conocidas, como en los casos del
orégano (D’Antuono et al.,2000), tomillo (Ortiz y Martos, 2006), jengibre (Leiva et
al.,2007). Ademas, Gendy et al.,(2015) reportan un rendimiento de AEO (Origanum
syriacum) de 5.0 y 4.0 por ciento, a una altitud de (1574 — 1362 m.s.n.m) con una
temperatura entre 23.8 a 10 °C. Mientras que en el presente estudio la temperatura fue
de 6.3 a 13.7°C, lo que hace indicar que la temperatura y la altitud si afecta

significativamente en el rendimiento del AEO.

Asimismo, de acuerdo a otras investigaciones realizadas por Arias et al.,(2013), se
consiguen rendimientos satisfactorios en altitudes entre 2400 y 3300 m.s.n.m. donde se
concentra mayor rendimiendo del AEO, sin embargo en la practica no se cumple. Otros
autores como Melito et al.,(2015) refieren que las condiciones ambientales maltiples

(tipo de suelo, habitat y altitud), afectan el rendimiendo del AEO.

A la altura de 3092 m.s.n.m , el rendimiento de AEO es el menor de todas las altitudes,
se evidencia que el regano sufrio de estrés hidrico, térmico, intesidad luminosa y salino,
alterando la fisiologia de la planta y con ello el rendimiento de AEO tal como sefiala
Zobayend et al.,(2005), Al respecto, Melito et al.,(2016) indicaron que la composicion
y el rendimiento de los aceites esenciales estan influenciados por las practicas de manejo,

las condiciones ecoldgicas y climaticas.

En cuanto al ecotipo, cada uno de ellos tiene hojas diferentes en cuanto a tamafio y
estructura y esto influye en el rendimiento tal como lo dice Weserker et al., (1985).
Mientras que Arizio et al., (2006) sefialan que los sitios de acumulacion de los aceites
esenciales son los tricomas glandulares, distribuidos sobre la epidermis de hojas del

Origanum vulgare, lo cual hace indicar que las diferentes areas de las hojas de orégano
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(Cuadro 4), fueron sometidos a diferentes intensidad de luminosidad, estrés hidrico y
altitud, influenciando estos facores ambientales significativamente en el rendimiento de
los diferentes ecotipos de oregano., lo que nos indica que el ecotipo oreja de elefante

tiene mayor area de contacto y por ende mayor significancia entre los ecotipos.

Tambien, la produccién y composicion del aceite esencial estd influenciada por
condiciones genéticas y ambientales que pueden dar lugar a alteraciones bioguimicas y
fisioldgicas en las plantas (Hajiabad et al., 2014), tal como a quedado demostrado en
los ecotipos de orégano (lItaliano, nigra, chino, oreja de elefante, floracion temprana 1y
2), cada uno reacciono de forma diferente en cuanto a su produccion de AEO. Al
respecto, Baranauskien¢ et al.,( 2013); Azizi et al, (2012) y Tibaldi et al., (2011) citan
que los factores ambientales y geneticos no son los Unicos que influyen en el
rendimiento, también afecta, el tiempo de cosecha y el manejo postcosecha sobre la
concentracion de aceite esencial y la composicion de las plantas de Origanum. Lo que
justificaria la diferencia del rendimiento de los aceites esenciales de los ecotipos en

estudio.

La variabilidad del renciemiento de AEO se le atribuye al poliformismo de la familia de
Lamiaceae (Johnson et al., 2004); evidenciando los resultados obtenidos en la figura 7,
lo cual concuerda con lo reportado por Roldan et al., (2010) y Acevedo et al., (2013)
quienes citan que el rendimiento de los AEO dentro de una especie esta influenciado
por varios factores, los cuales incluyen: caracteristicas genéticas, condiciones
geograficas, climaticas, condiciones del suelo y fertilizacion, estado productivo de la
planta e incluso el método de extraccion, explicando ello la diversificacion en el
rendimiento del AEO Origanum vulgare ssp. Ademas, Melito et al.,(2013), menciona
que presenta una alta variabilidad en los rasgos morfologicos y quimicos, que son el
resultado de procesos de adaptacion de las plantas. Por lo tanto, los origenes geograficos

causan poliformismo en la composicion y el rendimiento del aceite esencial.

Las diferencias de rendimientos observadas entre los ecotipos nigra y oreja de elefante;
se atribuye a las mezclas quimicas complejas que son los aceites esenciales
(rendimiento), suelen ser dificiles de asignar a muestras provenientes de quimiotipos
concretos, como consecuencia de procesos de adaptacion de las plantas a cambios

ambientales, tal como sefialan Franz y Novak,(2010). No obstante, los cambios en la

35


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214786114000084#bib0025

composicion quimica debido a diferencias genéticas son mayores que los cambios
debido a la influencia de las condiciones ambientales, segun lo indica Paula et al., (2011)
lo que hace definir que los ecotipo de orégano (Oreja de elefante) utilizados si
influencian significativamente en el rendimento de AE. Otros resultados similares
respecto a variacion quimica de planta a planta en poblaciones naturales se han
observado en especies como Achillea sp. (Rauchensteiner et al., 2004 y Franz y Novak
,2010).

En las plantas arométicas la evaluacion de numerosos individuos o poblaciones es una
necesidad ineludible. Por lo que se puede afirmar, a la vista de los resultados descritos
y de otros estudios, que es casi imposible lograr dos aceites esenciales idénticos en su
composicion quimica y rendimiento. Este hecho es debido, principalmente, a la época
de recoleccion, los individuos analizados e incluso el método de extraccion, la genérica
de la planta, factores ambientales y las poscosecha. (Franz y Novak, 2010; Hajiabad et
al., 2014y Zeljkovi¢ et al., 2015)

Las altitudes de 3260 y 3042 m.s.n.m, no presentan diferencias significativas
estadisticamente entre ella, ni los ecotipos (Chino, Floracion temprana 1 y 2, Nigra,
Italiano y oreja de elefante) en cuanto al rendimiento de aceite esencial de orégano. Por
lo que, la altitud ni el ecotipo influyo en su desarrollo de aceite esencial de oregao, como
se puede observar en la Figura 12. Esto se debe a la genética de las plantas que se adapto
homogeniemente en todos los ecotipos y en ambas altitudes. Al respecto, Melito et al.,
(2016). indican que la composicion y el rendimiento de los aceites esenciales de las
plantas medicinales estan influenciados por las précticas de manejo, las condiciones

ecoldgicas y climaticas.

Finalmente, los factores ambientales afectan y alteran la expresion geénitica de los
organismos, mientras que los genes pueden definir cdmo los organismos responden a
diferentes ambientes (Rajendra et al., 2016) por lo que, el rendimiento del AEO no solo

se ve afectado por la altitud y el ecotipo sino también por sus genes.
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4.2. Determinacion de timol y carvacrol del aceite esencial de orégano
4.2.1. Determinacion de los parametros para la cuantificacion de timol y carvacrol
por cromatografia liquida (HPLC).

La proporcion para la fase mévil (acetonitrilo: agua) y columna, fue (50:50y C-18). Al
respeto, Hajimehdipoor et al., (2010) y Porel et al., (2014) reportan la misma fase maévil y
columna lo que indicar que, se logrdé una mejor migracion y separacion cromatografica de
todos los componentes en la muestra. También, Gaonkar et al., (2016) reportan la misma
columna c-18 y las condiciones de fase movil isocratica, por lo tanto la columna y la fase
movil fue dptima para determinar los metabolitos.

a) ldentificacion.
Se determin6 que los estandares de carvacrol y timol se encuentran bien

definidos con tiempos de retencion de 9,5 y 10,6 min como se observa en el

cromatograma siguiente (Figura 8)

i ’ Timol 3
- (OH Carvacrol , ‘ -
\

Concentracicr estandares 0,6 f | OH
*l ug/mlcarvacroly 1,5 ug/ml ' l '3

timol

\ e .
- | l e
i |
® \~ l \\ , \ £l
\ ) v N
et N ————————————

Figura 8: Cromatograma de los estandares de carvacrol y timol

b) Validacion del Método.

El método fue validado de acuerdo con ICH (International Conference on
Harmonization, 1995) directrices para la validacion de métodos analiticos. Los
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parametros validados fueron: linealidad, precision, especificidad. La linealidad
del método se determind utilizando timol y carvacrol como referencia a cinco
niveles de concentracion. Se prepararon dos curvas de calibracion como se
ilustra en las Figuras 9 y 10. Luego, las pendientes y las intersecciones se
calcularon mediante las lineas de regresion lineal. Ademas, se midio el limite de
deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) a partir de los valores de

desviacion estandar de la concentracion y pendientes.

La exactitud y especificidad se midieron mediante recuperacion, en la que se
afiadio cantidad conocida de timol y carvacrol a la solucién. Se calcularon el SD
y el RSD vy se analiz6 el contenido de timol y carvacrol observado del analisis
trazando la curva de calibracion. La recuperacion se calcul6 como el porcentaje
de timol y carvacrol obtenido a la concentracion tedrica de timol y carvacrol

afadida a la mezcla.

Linealidad
Como se observa en la Figura 9 la curva de calibracion del timol presenta el

valor de r? de 0,999967 para concentraciones de 0,3 hasta 9,6 mg/L.

External Standard Curve

Average RF: 7.18592e-008
B RF StDey: 5.01236e-009
RF %RSD: 6.97526

Scaling: None

LSQ Weighting: None
Force Through Zero: Off
Replicate Mode: Replace

Linear Fit ax+b
a = 6.69636e-008
b = 0.0699337
Goodness of fit (1*2): 0.999367

Amount ( mg/L )

T T T T T T T T T T T T T T T
0 20e407 4007 6027  S0e407 102408 1.2e408  1.4eH8
Area

Figura 9: Curva de calibracion de timol.

Como se observa en la Figura 10 la curva de calibracion del carvacrol presenta

un valor de r? de 0,999811 para concentraciones de 0,03 hasta 0,96 mg/L
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c)

d)

External Standard Curve

Average RF: 7.18592e-008
RF StDeyv: 5.01236e-009
RF %RSD: 6.97526

Scaling: None

LSO Weighting: None
Force Through Zero: Off
Replicate Mode: Replace

Linear Fit ax+b
a = 6.69636e-008
b = 0.0699337
Goodness of fit (1*2): 0.999967

Amount ( mg/L )

T T T T T T T T T T T T T T T
0 20e407  40e+07 60407  80e407  1.0e408  1.2e408  1.de+l8
Area

Figura 10: Curva de calibracion del carvacrol.

Limites de deteccion y cuantificacion

De acuerdo con las directrices de la ICH, LOD es la cantidad mas baja de analito
en una muestra que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada
como valor exacto y LOQ de un procedimiento analitico individual como la
cantidad méas baja de analito en una muestra que se puede determinar
cuantitativamente con adecuada presicion y exactitud. (Chang et al, 2011) al
respecto, el limite de deteccion determinado LOD (concentracion de deteccion
del analito) del timol es 0,0007 mg/L, y el limite de cuantificacion o de
determinacion LOQ que sirve para obtener la minima cantidad del analito
presente en un compuesto es 0,002 mg/L. Para el Carvacrol, el limite de
deteccidn determinado LOD es 0,002 mg/L y el limite de cuantificacion LOQ es
0,005 mg/L.

Selectividad

Se ha determinado un valor de resolucion Rs de 1.65, lo que indica una buena

resolucion de los picos de Timol y Carvacrol.

PrecisionLa precision de los resultados del analisis de timol y Carvacrol,
respectivamente fue RSD% < 2,27 y 2,4 intra dia, y RSD% < 2,47 y 1,94 inter
diario para el Carvacrol y timol respectivamente.
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f) Recuperacion
Se obtuvo una recuperacion maxima de Carvacrol y Timol de 98,68 % y 90,95

% respectivamente para los dos niveles

El anélisis de monoterpenos oxigenados (timol y carvacrol) por HPLC/FLD permite obtener
excelentes resultados en poco tiempo y a partir de pequefias cantidades de muestra, al mismo
tiempo que proporciona una selectividad, resolucion y sensibilidad como se observa en el
Cuadro 5. Al respecto, Ji et al.,(2004) y Abas-Gracia et al.,(2009) corrobora los resultados

de la presente investigacion.

Cuadro 5 : Parametros de la validacion de HPLC

Parametros Resultados
Timol Carvacrol

LOD & LOQ (mg/ml) 0,0007 - 0,002 | 0,002 — 0,005
Selectividad 1,65 1,65
Linealidad (r2) 0,999967 0,99981
Precision intra dia 80 100 <227 <24
120%(n=3, RSD%b)
Precision inter diario 80 < 247 <1,94
100 120%(n=3, RSD%)
Recuperacion (%) 98,68 90,95

Fuente: elaboracion propia.

Con relacion a los limites de deteccion y cuantificacién (LOD &LOQ ) para el timol y
carvacrol fueron inferiores a los determinados por Cantalapiedra et al., (2014) y Rodriguez-
Solana et al., (2015), el detector de fluorecencia (FLD) contribuye en si mismo a aumentar
la selectividad (preciso) (Zainab et al.,2015); con un alto porcentaje de recuperacion (Chang

et al., 2011), Por lo que, se afirmar que los resultados son optimos.

La precision se estudié mediante dos inyecciones (en triplicado) el mismo dia (repetibilidad

intra-dia) y la precision intermedia del método fue validada por dos inyecciones durante tres
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dias consecutivos (repetibilidad inter-dia) con la mezcla Unica de una concentracion
especifica de timol y carvacrol. Los resultados fueron como se muestra en cuadro 5. La RSD
de la repetibilidad del promedio de seis inyecciones fue de 2,27 y 2.4 (timol) y 2.47 y 1.94
(carvacrol). EI método mostrdé una muy buena precision tanto en el andlisis intra-dia como

inter-dia.

Aunque es deseable obtener recuperaciones tan cerca a 100% como sea posible, los
resultados estan de acuerdo con los criterios para métodos anélisis de timol proporcionado
por el reglamento europero (UE) N1426/2015. Por lo tanto, la exactitud del método se

consider6 adecuada para los terpenos analisados.

La verificacion de la distribucion normal de los resultados, se evalud con la linealidad a
través de la relacién entre la concentracién del timol/carvacrol y la absorbancia del detector
de HPLC. La linea de calibracién fue realizada tanto para timol como para carvacrol, y de
esta manera conocer la extension de la variabilidad total de la respuesta que puede ser
explicada por el modelo de regresion lineal (Ji et al.,2004, Hajimehdipoor et al.,2010),
Gaonkar et al.,2016 y Velasquez et al.,2017).

4.3. Cuantificacion de timol y carvacrol del aceite esenciales de seis ecotipos de
orégano por HPLC/FLD

El método validado fue utilizado para analizar el contenido de Timol y carvacrol de los
aceites esenciales extraidos de los seis ecotipos (Italiano, Oreja de Elefante, Nigra, Chino,
Floracion temprana 1 y 2) de Origanum vulgare spp. El porcentaje de timol y carvacrol se

determino usando la curva de calibracién para timol y carvacrol estandar.

4.3.1. Eleccion de la dilucion optima de las muestras

De la muestra de 200 mg/L del aceite esencial disueltos en ACN:H2O (80:20), se
requirié una dilucién 1:10. Se obtuvo el cromatograma de la Figura 11. Asimismo se
analizaron un total de 90 muestras (repeticiones por ecotipo y altitud), aplicando el
método de HPLC/FLD, los tiempo de retencion de los estandaras se observan en el
cuadro 6, la cuantificacion de timol y carvacrol se evidencian en el cuadro 7 y anexo
6.
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Figura 11: Muestra de oregano Italiano - 3386 m.s.n.m( Jaguijaguana)

Cuadro 6: Determinacion de los compuestos timol y carvacrol por cromatografia

liquidad HPLC
Tipo de Compuesto *t

muestra P R
Timol 10,6

Estandar
Carvacrol 9,5
Orégano Timol 10,35

(Origanum
vulgare ssp.) | Carvacrol 9,25

*tr= Tiempos de retencion obtenidos de los compuestos sobre la columna RP 18.

El tiempo de retencion obtenidos coinciden con lo reportado por (Aghamohammadi et al.,

2016 y Velasquez et al, 2017).

Expresion de resultados

El porcentaje de Carvacrol y Timol en el aceite esencial en hoja:

mg Carvacrol/100 mg aceite esencial = Lyp;¢c * F * 5 Ecl
mg Timol/100 mg aceite esencial = Lypyc * F * 5. ECL 2
Donde:
Lrpic: mg/L de Carvacrol o Timol medidos en el HPLC
F: Factor de dilucion
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Cuadro 7. Cuantificacion de la concentracion de timol y carvacrol en los seis ecotipos

de Origanum vulgare y las 5 altitudes por Cromatografia liquida HPLC/FL

Medias LS* Medias LS*
Ecotipo Altitud . significativo | Ecotipo Altitud | Carvacrol | Significancia
Timol % %
(]
Italiano 3386 18.364 S Italiano 3386 2.043 S
Italiano 3092 15.695 NS OrejaEle 3638 1.709 NS
OrejaEle 3638 15.054 NS Italiano 3092 1.635 NS
OrejaEle3386 14.699 NS OrejaEle3386 1.525 NS
Italiano 3638 14.120 NS FlorTem2 3386 1.470 NS
FlorTem2 3386 13.917 NS Nigra 3638 1.457 NS
OrejaEle 3092 13.917 NS FlorTem1 3386 1.376 NS
Nigra 3638 13.795 NS FlorTem2-3042 1.246 NS
Chino AN 3092 13.692 NS Italiano 3638 1.160 NS
FlorTem1 3386 13.124 NS FlorTem2 3638 1.142 NS
OrejaEle 3042 13.065 NS FlorTem2 3042 0.888 NS
FlorTem2 3638 12.112 NS Nigra 3260 0.869 NS
Chino 3638 11.619 NS OrejaEle 3042 0.807 NS
FlorTem1 3638 11.592 NS Italiano 3042 0.707 NS
FlorTem2 3638 11.358 NS OrejaEle 3092 0.691 NS
Nigra 3092 11.114 NS Nigra 3042 0.680 NS
FlorTem2-3042 10.946 NS OrejaEle 3386 0.651 NS
Italiano 3042 10.192 NS Chino 3092 0.647 NS
Chino 3042 9.452 NS Chino 3042 0.644 NS
Nigra 3042 9.156 NS Nigra 3092 0.639 NS
Chino 3092 9.125 NS FlorTem1 3042 0.598 NS
FlorTem2 3260 9.021 NS Chino 3638 0.558 NS
Italiano 3260 8.936 NS Nigra 3386 0.524 NS
Italiano 3260 8.887 NS FlorTem2 3638 0.463 NS
OrejaEle 3260 8.696 NS FlorTem1 3638 0.399 NS
FlorTem1 3260 8.280 NS Chino 3092 0.391 NS
Nigra 3386 8.217 NS OrejaEle 3260 0.390 NS
Nigra 3260 8.194 NS FlorTem2 3260 0.369 NS
Chino 3260 7.926 NS Chino 3386 0.364 NS
FlorTem1 3042 7.247 NS Italiano 3260 0.359 NS
OrejaEle 3386 7.082 NS Italiano 3260 0.351 NS
FlorTem1 3092 5.359 NS FlorTem1 3260 0.339 NS
FlorTem2 3042 5.291 NS Chino 3260 0.323 NS
FlorTem2 3092 5.271 NS FlorTem1 3092 0.227 NS
Chino 3386 2.360 S FlorTem2 3092 0.207 S

Los resultados son expresados como el promedio de las medias; n=3;

NS: no significativo, S: Significativo. *LS: Limite sumerior
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4.3.2. Influencia de las Altitudes y ecotipos en la cuantificacion de timol y carvacrol en
el aceite esencial de orégano por cromatografia liquida HPLC/FLD

En las Figura 12 y 13, (Anexos 6.1 y 6.2) se aprecian los resutados de la concentracion del
timol y carvacrol de los 6 ecotipos cultivados en las 5 altitudes. Luego de realizar la
evaluacion estadistica de la concentracion del timol, se determind que si existe diferencia
significativa entre las plantas procedentes de las altitudes y ecotipos (p valor < 0.01),
existiendo suficiente evidencia estadistica con un 99 por ciento de confiabilidad para aceptar
que los factores de altitud y ecotipo influyen en la concentracion de timol en el AEO. Siendo
las de mayor concentracidn de timol los aceites esenciales de las plantas sembradas a mayor
altitud y en cuanto al ecotipo, el de mayor contenido fue el ecotipo Italiano y el de menor el
Chino. Al respecto , Ghasemi. et al., (2013) sefialan que ademas de la altitud, que influye

en la composicién de AE se considera el manejo agronémico y las condiciones ambientales.

Ahora bien, teniendo presente que los ecotipos se han desarrollado en el mismo ambiente,
se aprecia que no hay similitud en la composicion quimica del AEO. Este hecho indica que,
el Origanum vulgare. almacena el AE en los tricomas glandulares de las hojas, los cuales
estan influenciados por las condiciones ambientales, estado de desarrollo y fenol6gico de las
plantas (Maffei et al.,2010). Asimismo, los tricomas glandulares actian como una especie
de fabrica de produccion de metabolitos secundarios. (Schimiller et al., 2008 y Tissier,
2012) . Consecuentemente el area de la superficie de la hoja del ecotipo Italiano se ve

influenciada por los tipos de tricomas y con ello mayor concentracion de timol.

Zeljkovi¢ et al., (2015) y Hajiabad et al., (2014) sostienen que se encontré una estrecha
correlacion entre los grupos quimicos, el habitat y tipos de tricomas, los cuales influyen en
la composicion quimica del AEO. Ahora bien, Elechosa et al.,(2017) sefialan que la genética
de la planta, y las poscosecha, producen alteraciones bioquimicas y fisiologicas en las plantas

lo que conlleva a una mayor desarrollo de timol en el ecotipo italiano.
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Figura 12: Concentracion de Timol en el aceite esencial de orégano de los 6 ecotipos procedentes de las 5 altitud
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Asimismo, el estrés hidrico medio y clima semiérido que sufrio el orégano (ecotipo italiano),
provoco que se desarrolle el timol. Al respecto, Melito et al., (2016) indican que la
concentracion de algunos compuestos quimicos importantes en el aceite esencial, como el
timol se ven influenciados por el estrés hidrico. Tambien, el orégano usa sus propios
metabolitos secundarios para controlar la oxidacion, y para proteger las células de dafio
oxidativo causado por el estrés hidrico, lo que genera mayor produccion de monoterpenos
como el timol (Fadil et al., 2016), lo que indica, que la mayor concentracion de timol es

producto del estrés hidrico al que fue sometido el ecotipo.

El poliformismo del Origanum vulgare favorece en su adaptacion a las altitudes y en especial
a su genética; varios investigadores como Melito et al., (2013); Nezhadali et al., (2014),
Sadeghi et al., (2015) y Vaiciulyté et al., (2017) mencionan que la alta variablidad quimica
en el AEO es el resultado de procesos de adaptacion ecoldgica, al tiempo de cosecha y
especialmente a las condiciones ambientales, altitud, radiacién solar y otros. Lo que
evidencia que la composicién quimica de un AEO de un ecotipo es diferente a otro. Sin
embargo De Mastro et al., (2017) indican que la variabilidad en la composicién de AEO
dependen del origen vegetal, de la época de cosecha y, por supuesto, de factores
intrinsecos como la sexualidad polimorfismo o mecanismo genético, particularmente los
componentes fendlicos. Luego, Kremer et al., (2015) citan que el factor genético, evolucion,
variacion geografica, (es decir, la fecha de cosecha, el tiempo de siembra), variaciones
fisioldgicas (es decir, 6rgano y la posicion de la hoja), y la etapa de desarrollo se sabe que
afectan a la biosintesis del AE. En consecuencia, la base genética influye en la composicion

quimica de los AEO del ecotipo italiano y chino.

Ademas, cada ecotipo reacciona segun su genética como es el caso del ecotipo Chino que a
mayor altitud menos concentracion de timol (Dizajeyekan et al., 2016) lo que evidencia
que los genes pueden definir como los organismos responden a los factores ambientales
(Rajendra et al., 2016).

En la figura 13 y Anexo 6.3, se puede apreciar, la distribucion de las concentracios del

carvacrol en los diferentes ecotipos (Floracion temprana 2, Chino, Nigra, Italiano, Floracion
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temprana 1 y oreja de elefante) y las diferentes altitudes de 3042 m.s.n.m, (Urubamba);
3260., m.s.n.m. (Cusipata); altitudes de 3092 m.s.n.m (Andahualillas), 3386 m.s.n.m
(Jaquijahuana) y 3638 m.s.n.m. (Sicuani).

El analisis estadistico, con un nivel de confianza de 99 por ciento determiné que la altitud
y el ecotipo influyen en la concentracion del carvacrol., presentando los mayores
concentracion a la altitud (3386 m.s.n.m) siendo el ecotipo Italiano el de mayor
concentracion de carvacrol y el ecotipo Floracion temprana 2 el de menor concentracién a
una altitud de (3092m.s.n.m.). Al respecto,( Franz y Novak, 2010), revelan que, en especies
de orégano (Origanum vulgare ssp.), el compuesto carvacrol y timol se ve influenciado por
la temperatura., se refeja en su composicion quimica de los aceites esenciales, al igual que
ocurre con otros factores ambientales, no se deducen resultados homogeneos, ademas en el
orégano, el estres por cambios de temperatura, generalmente induce a aumentar las formas
de reaccionar del oxigeno, también, causa importantes cambios fisiologicos, bioquimicos y
moleculares en el metabolismo vegetal (Usano et al.,, 2014). Ciertos estudios demuestran
que los patrones fitoquimicos estan condicionados en su mayor parte por factores geneticos,
como lo cita Rajendra et al,. (2016), quienes sefiala que los genes pueden definir cbmo los
organismos responden a diferentes ambientes y estrés abioticos.

En el presente esudio en la altitud de 3386 ms.n.m fue sometido a un estrés hidrico lo que
causo que, las plantas acumulan carbono debido a la restriccion del crecimiento por la
limitacion de agua. Se supone que este carbono esta dirigido a la sintesis de compuestos de
defensa como los monoterpenos (Usano et al., 2016). En Hypericum brasileiense Choisy
(Nacif et al., 2005), el deficit de agua incrementa la concentracion de compuestos fenolicos.
En Thymus vulgaris L. (Usano et al., 2014) estas mismas condiciones de déficit hidrico
maximizan la concentracion de timol y carvacrol, y en Thymus zygis L. incrementan las
concentraciones de aceite esencial. Lo que hace indicar que, la concentracion de carvacrol

en el ecotipo Italiano se ve influensiado por el estrés hidirco y por ello su alta concentacion.

En las altitud de 3092 m.s.n.m tiene resultados estadisticos bajos.EI AE varia mucho
dependiendo de la altitud, el clima (Huaman et al., 2016). Los resultados revelalon que si
hay diferencias en volatiles de plantas de diferentes altitudes, confirmando la influencia de
las condiciones ambientales en la produccién de metabolitos, una tendencia similar fue

observada por Zeljkovic et al., (2015). quienes afirmaron que H . Italicum AE de Croacia
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presenta un nivel decreciente de compuestos monoterpenicos de acuerdo a la altitud y la
exposicion solar. Ademas, las diferencias genéticas y los eventos locales de seleccion natural
podrian explicar parcialmente el polimorfismo quimico encontrado entre las diferentes

altitudes.

Obsérvese en la Figura 13, que la altitud de 3092 m.s.n.m,(Andahuaylillas) caracteriza los
sitios de valle donde el estrés hidrio fue muy bajo, por lo tanto se minimiza la cocentracion

de carvacrol; reaccionando de forma inversa a lo reportado por (Usano et al.,2016).

El ecotipo de Floracion temprana 2, presenta la concentracion de carvacrol mas baja a una
altitud de 3092 ms.n.m, asimismo, tiene diferencia significativa ( P- valor <0.01); en cuanto
a la concentracion de monoterpenos (carvacrol), tiene una caracteristica peculiar (hoja) de
2.7 cm de largo y 1.6 cm ancho, lo cual hacer que los érganos aéreos del orégano estén
expuestas mas a los factores ambientales, Ante ello Wagner, (2004), menciona que las hojas
tienen una gran densidad de tricomas no glandulares los cuales consideran principalmente
implicados en la defensa mecénica de la planta contra las plagas de las plantas. Tambien, la
luz incide de mayor manera sobra las hojas del ecotipo, es por ello que el isopreno tiene la
propiedad de estabilizar las membranas de los tilacoides y ejercer en ellas un efecto
antioxidante, lo cual incrementa la tolerancia de la planta ante el estres ambiental (Maffei et
al., 2010 y Usano et al, 2016). Sin embargo, las temperaturas son muy bajas dafiando las
hojas del ecotipo, y por ende disminuyendo el area de las hojas, la densidad de tricomas no
glandulares y la insidencia de luz, trayendo como consecuencia la disminuyo de la
concentracion de carvacrol. Otros autores manifiestan que en la composicién del aceite
esencial influye el genotipo, el medio amiente y las practicas culturales. (Berghold et al,
2008 y Giulianiet al., 2013). Lo que indica que el ecotipo floracion temprana 2 se
adaptaron mostrar cambios significativos en su composicion (concentracion baja) debido

a su genética propia de del ecotipo.

En relacion a la época de cosecha fue en otofio - invierno (cuadro 2), se conjetura que influyo
en los ecotipos (composicion quimica); como lo asevera, Verma et al., (2012), quienes
indican que la variaciones en la composicion quimica de AEO son bastante comunes y
pueden reflejar el origen, las condiciones, el quimiotipo / genotipo y el desarrollo etapa en

la que se recogieron los materiales vegetales, es decir, la estacion de cosecha. Asimismo,
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Guptaet al., (2017), Segarra et al., (2016) sefialan que la variacion en la composicion de AE
estd influenciada principalmente por variabilidad genética individual, variacion entre
diferentes partes de las plantas y sus diferentes etapas de desarrollo, y modificaciones debido
al medio ambiente. Estos factores, influyen en las rutas biosintéticas de la planta y, en
consecuencia, afectan la proporcion de los principales constituyentes., lo cual hace indicar
que la genética de cada ecotipo se haya adaptado y generado la diferencia de concentraciones

de timol y carvacrol en los seis ecotipos en estudio.

Finalmente, se puede afirmar que la variacion en la composicion quimica de la AEO esté
vinculada a las caracteristicas genéticas de diferentes biotipos (Tuttolomondo et al., 2015 y
Elechosa et al., 2017) lo cual fue revelado con el ecotipo italiano, al desarrollar el quimiotipo
Timol y carvacrol. Diversas investigaciones mencionan que la presencia y alta concentracion
de timol en aceite esencial del género Origanum; se debe a la actividad de la enzima terpeno-
sintetasa que regula la conversion de terpineno a timol (Crocoll et al., 2010 y Huaman, et
al.,2016). Es importante resaltar que la composicion de los compuestos volatiles es
extremadamente variable entre especies de este género; por lo general estas diferencias se
encuentran en la distribucion y composicion de sus monoterpenos. (Huaman et al., 2016 y
Elechosa et al., 2017) lo cual hace indicar que la actividad enzimatica varia por genética del

ecotipo y con ello varia los monoterpenos.

Los resultados obtenidos (Cuadro 8) en comparacion con otros estudios presentan valores
relativamente altos en la concentracion de timol y baja concentracién de carvacrol (Kubezka
et al., 1996, Crocoll et al., 2010, Gong et al., 2014, Huaman et al., 2016). Al respecto,
Kubezka et al., (1997) y Huaman et al., (2016), sefialan que las especies del género
Origanum vulgare ssp. contienen una mayor proporcién de carvacrol y timol en el verano
que en el otofio; es decir, si se cosecha en verano los dias son largos y habra mayor
exposicion a la radiacién solar, a diferencia del otofio los dias cortos y tienen una menor
exposicion a la radiacion solar. Ademas como se ha puesto de manifiesto que el carvacrol se
desarrolla mas en verano y la cosecha fue realizado en otofio se evidencia la variabilidad en

los resultados.

50



Cuadro 8: Determinacion de los compuestos timol y carvacrol por HPLC del

aceite esencial de orégano del ecotipo Italiano

i Ecotipo
Tipo de Compuesto| *tr |Porcentaje PO Estado de Mes
muestra la planta
Orégano Timol 10.35 18.6% Italiano
(Oreganum En ple_r]a Otofio
Vl;L%a)re Carvacrol | 9,25 2.1% Italeano | Floracion

*tr= Tiempos de retencion obtenidos de los compuestos sobre la columna RP 18.

Se determino que la altitud y ecotipo influyen en la concentracion de timol en el AEO,
presentando los mayores cocentracion de timol en las plantas sembradas en altitudes mas
elevadas (3386 m.s.n.m) cuando el ecotipo Italiano el de mayor concentracion (18.36 por
ciento) con p valor <0.01 y con grado de confiablidad del 99%. Mientras que la cocentracion
de carvacrol en las plantas sembradas a la misma altitud y ecotipo., evidenciando mayor
concentracion (2.04 por ciento), con p valor < 0.01 ( Anexo 6.2 y 6.3) y teniendo la suficiente
evidencia estadisitca para aceptar los resultados. La variacion tan grande es por el tipo de
especie, genetica y la distribucion geogréfica que influyen sobre el contenido de estos
compuestos, Al respecto (Huaman et al., 2016) reporta el contenido de timol varia de 7 a 14
por ciento y el contenido de carvacrol varia de 37 a 49 por ciento; siendo lo opuesto a lo
reportado, también Alekseeva et al., 2009, reporta valores inferiores a los mencionados y la
variacion se debe a las altitudes y factores ambientales. Los valores similares al presente
estudio lo reportdé (Amadio et al.,2011). Por lo que, es importante resaltar lo mencionado
por Stashenko et al (2003), quien indica que al ser los aceites esenciales de origen natural la
composicion quimica es variable. Entre los factores que influyeron en esta variacion fueron:
el estado fisico de la planta (Secado) y las condiciones agricolas de cultivo. Tambien, las
concentraciones se ven afectado por la altitud del lugar de cultivo (Carhuapoma et al., 2006),
y por la época de recoleccion, siendo este mas bajo en el otofio (Arcila et al., 2004). Al
respecto el ecotipo Italiano fue cosechados en otofio y bajo esta condicid se desarrollo mas
timol por que, fue sometido a estrés térmico, sin embargo al carvacrol no le favorece el

estres térmico.

Roldan (2010), reporto que el carvacrol 50,86 por ciento y timol 3,54 por ciento, esta

concentracion de los analitos se contrapone a los resultados obtenidos en la presente
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investigacion. Este resultado, puede ser atribuido a condiciones geograficas y de manejo
controladas en invernadero. En el presente estudio no se realizo la adaptacion del orégano

en invernaderos.

Asimismo, Arango et al., (2012) evalud el efecto del origen, orégano silvestre (Lippia
origanoides H.B.K), y genotipo, donde el contenido de timol (57,7 por ciento) es alto.
Tambien, (Aghamohammadi et al., 2016) quien estudio la cuantificacion de timol en Zataria
multiflora y reporto que timol (7,5 por ciento), un valor menor y esta relacionado a la
concentracion del etanol (disolvente de extraccion).Por lo tanto, se deduce que el origen y el
disolvente influyen en la cuantificacion del analito de interés. lo que sugiere que la base de
variacion en la composicion del AE podria ser las diferencias en la zona geografica del lugar

de recoleccion, la altitud y los tipos de extraccion.

Tambien, otros autores manifestaron que AEO (Origanum vulgare ssp.) tiene la
concentracion de timol altos semenjante a lo obtenido (Hajimehdipoor et al., 2010, ). Por lo
tanto, las diferencias cuantitativas pueden atribuirse a los métodos de obtencion, fecha y
tiempo transcurrido entre la recoleccion y el proceso de obtencién del aceite esencial (Farias
al et.,2010). De igual forma, (Crocoll et al.,2010), menciona que variables como las
condiciones geobotanicas, tipo de suelo, época de recoleccion y edad de la planta, entre otros,

son factores que influyen en la diferencia cuantitativa de concentracion de timol y carvacrol.

Ademas, la peculiaridad del ecotipo Italiano al desarrollar mayor timol y carvacrol a la
misma altitud, indica que los factores climaticos y geneticos influyen en el timol y
carvacrol, los cuales son isémeros, esto puede revelar una correlacion genética como se
informo en el estudio realizado por Gendy et al., (2015). Lo contrario ocurre en el estudio
realizado en Turquia en el que la altitud tiene un efecto positivo sobre el timol y un efecto
negativo sobre el carvacrol, lo que también revela factores climaticos y genéticos ( Avci et
al., 2011). Algunos estudios demostraron que el cambio de la composicion quimica en
diferentes regiones se debe a los factores ambientales que afectan a la ruta de biosintesis, en
la que esta via comienza por la conversion autooxidativa de y-terpineno a p-cimeno y luego
hidroxilacion de p-cimeno a timol o carvacrol y esta via activada durante la fase de floracion
( Gendy et al., 2015).
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Es importante mencionar que las diferencias en la composicion quimica de los aceites
esemciales (AE) depende de factores genéticos, bioquimicos, climéticos, estacionales, la
altitud, la época de cosecha, y su estado de crecimiento (Baydar et al., 2004; Arcila et al.,
2004; Gendy et al., 2015, Tuttolomondo et al., 2015 y Elechosa et al., 2017 )
Adicionalmente, la proporcion de los constituyentes pueden variar de acuerdo con la fase
productiva de la planta (Miguel et al., 2004). método de cultivo (Chaquilla et al., 2011). Lo
que explica la diversificacion de la cuantificacion del quimiotipo en estudio. La diferencia,
en la concentracion de timol y carvacrol, probablemente se asocie a la variabilidad genética
del germoplasma; no obstante que las regiones (altitudes) son geograficamente muy
cercanas, los pequefios cambios climaticos (temperatura) afectan la produccidn de los aceites

esenciales (Oliva et al., 2006).

La mayoria de las accesiones a altas altitudes mostraron el mayor contenido de timol, cuya
formacion es favorecida por la altitud y se vuelve mas eficiente que la via biosintética del
carvacrol. Asi, la variacién microclimatica podria actuar como una fuerza importante en la
seleccion de genotipos especializados mejor adaptados a los ambientes locales. (De Mastro
et al., 2017), lo que hace indicar que a altitudes altas el ecotipo Italeano tiene mejor
adaptacion y el ecotipo Chino tiene una adaptacion en una altitud de 3386 m.s.n.m. por su
genética.

Otros aceites esenciales que fueron extraidos por arrastre de vapor y analisados por HPLC,
también varian la concentracion de timol y carvacrol, atribuyendo este comportamiento a su
habitat, la humedad, la variacion de temperatura y la elevacion del nivel del mar afecta el
contenido de componentes de aceites especies (timol y carvacrol) (Alekseeva et al., 2009).

Lo que respalda los resultados del presente estudio.

Algunos autores Albado y Sean, (2001); Arcila et al., (2004) y Shiva et al., (2012)
manifiestan que la composicion de AEO en el Peru es variable, y a veces incluye timol y
otras al carvacrol. Demostrando con ellos que dependera de las condiciones a las que fueron
sometidas el Origaum vulgare en el proceso de siembre y cosecha. lo cual hace afirmar que
los factores climaticos, el estrés hidrico y/o térmico, época de cosecha, la altitud y genética

de la planta influyen en su composicion quimica (timol y carvacrol).
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4.4 Caracterizacion fisicoquimica del aceite esencialcon con alta concetracion de timol
y carvacrol

El rendimiento y algunas caracteristicas fisicoquimicas del AE de orégano del ecotipo
Italiano procedente de la altirud 3386 m.s.n.m, de la localidad de Jaquijaguana se muestran

en la Cuadro 9.

Cuadro 9: Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial orégano del
ecotipo Italiano.

Muestra Origanumvulgare
Tiempo de destilacion 90 min
Rendimiento (%) 2,6
Densidad especifica (g/ml) 20°C 0,9132
indice de refraccion20°C 1,475
Solubilidad en alcohol (v/v)% 70
Color L* 60,51;a*-2,83, b* 120
indice de acidez mg KOH/g AEO 3.34
%AGL 1.68
ABTS (UM trolox/kg) 55.1

El orégano (ltaliano ),presenté un rendimiento del 2.6 por ciento de aceite esencial, Al
comparar los rendimientos de aceite esencial obtenido con los reportados para Origanum
vulgare, son similares de aceite esencial (Corella et al., 2013). Ante ello (Carhuapoma et al.,
2006) citan que el porcentaje del rendimiento es influenciado por la altitud del lugar de

cultivo.

Mientras que algunos autores como Kulisic et al,.(2004) obtuvieron aceite de orégano
mediante hidrodestilacion con un rendimiento del 2,9 por ciento. Adicionalmetne, los
valores obtenidos fueron inferiores a los reportados por otros autores. Albado, et al. (2001),
determinaron el rendimiento del AE de Origanum vulgare, menor a lo obtenido. Es
importante resaltar que existen otros factores que probablemente pudieron influir sobre el

rendimiento de los AE como son: los métodos de cultivo y las condiciones geobotanicas:
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clima, altitud, tipo de suelo, luminosidad, pluviosidad, temperatura; método de extraccion
del aceite, época de recoleccion y edad de las plantas (Stashenko et al., 2010).

El valor de densidad fue de 0,9132 relativamente similar a lo reportado por Albado et
al.,(2001), Mendoza et al .,(2008) y Corral et al., (2008). La similitud en los resultados
favorece lo manifestado por mendoza sobre la densidad como un pardmetro de aceptacion
para los AEO.

Segun lo reportado en la literatura, los AE con un menor valor del indice de refraccion y
densidad esta relacionado con una menor cantidad de fenoles (Husni et al., 2007). Pero,
Granados et al., (2012) citan que los AE con indices de refraccion mayores a 1.47 y
densidades superiores a 0.9 g/mL tienen en su composicién cantidades importantes de
compuestos oxigenados aromaticos. Estos datos corresponden a los valores determinados
experimentalmente para todos los aceites extraidos.

Con respecto al indice de refraccion (1,475); éste ligeramente menor en comparacion por
Poulose et al., (1978) y difetente con lo citado por Navarro, (2012). Mientras que Ortega-
Nieblas, (2011), fue ligeramente superior. Tomando en cuenta que este parametro es
exclusivo de cada AE, es muy importante su determinacion debido a que su valor cambia si
el AE se diluye o mezcla con otras sustancias; y por lo tanto; es una medida de la calidad y

un parametro que ayuda a controlar la adulteracion (Ortufio, 2006).

La prueba de solubilidad en etanol al 70 por ciento fue positiva para AE de orégano. El
comportamiento de solubilidad es semejante a lo reportado por Mendoza et al., (2008); lo
anterior, se debe principalmente al contenido de compuestos oxigenados en los AE. La
presencia de compuestos oxigenados aumenta la afinidad por el solvente y adicionalmente,
los aldehidos y alcoholes poseen la capacidad de formar puentes de hidrogeno; por tal razon,
el contenido de compuestos oxigenados, ademas de proveer las notas aromaticas agradables
a los AE, aumentan su solubilidad en etanol haciéndolos mas aptos para su aplicacion en la

industria.

El color de las muestras, Poseen un color en la gama del amarillo, (Mufioz, 2002; Peter,
2004).
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El indice de Acidez sirve como prueba de pureza del aceite esencial y, en ocasiones, permite
tener conclusiones acerca del tratamiento o reacciones de degradacion que se hayan
producido. El valor obtenido 3.34 mg KOH/g AEO se encuentra dentro de estos parametros
establecidos por Zarate et al., (1989) indicaron un valor de 7,9 de indice de acidez superior
al valor obtenido en el presente estudio. Mattisek et al., (1998) Menciona que el indice de
acidez es una medida del contenido de acidos libres presentes y en ocaciones, permite tener
conclusiones acerca del tratamiento o reacciones de degradacion que se hayan producido.
Por otro lado, no se han reportado valores maximo de Indice de acidez para el aceite esencial
de oregano. Sin embargo, el codigo alimentario argentino (Capitulo XVI Sustancia
Aromatizantes: Aceites Esenciales. Art1300) reporta valores maximos, para algunos aceites
esenciales, de 1mg a 4 mg KOH/g AEO.

La capacidad antioxidante de un producto alimenticio esta determinada por las interacciones
que ocurren entre los diferentes compuestos con diferentes mecanismos de accién, por este
motivo la determinacion de la capacidad antioxidante en extractos complejos se lleva acabo
usualmente por diferentes métodos complementarios, que consideran diversos mecanismos

de accion (Floegel, et al., 2011).

Los resultados del analisis para la determinacion de la capacidad antioxidante dio un valor
de 1379,970 ug/mL que es equivalente a 55,1 Trolox (uM/kg) que equivale a un 79% de

inhibicion

Otros autores como Granados et al., (2012) manifiestan que los resultados de la actividad
captadora de radicales ABTSe+ fueron 23.97 a 1971.89 pug/mL, asimismo los resultados
obtenidos en la presente investigacion se encuentran dentro del rango sefialado. Mientras
que Skendi et al., (2017) reportan un valor superior a lo revelado, esto se deber por su
genética y variedad. Tambien, Asensio et al., (2015), indican un valor menor y esto debido
a su variedad y altitud. Con ello se demuestra que la genética, variedad y altitud influyen en

la variacion de la activiada antioxidante del Origanum vulgare.

La capacidad antioxidante de los AE obtenidos de las especies de orégano se atribuye a los
compuestos activos presentes en ellos; es decir, la actividad se debe a los componentes
principales, de tipo monoterpeno y propanoides como el carvacrol, el timol y otros tipos de

fenoles; pero ademas, se puede atribuir a la presencia de constituyentes en pequefias
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cantidades o a la sinergia que se puede presentar entre ellos, como se reporta generalmente
en la literatura (Torrenegra, 2014),

Adicionalmente, autores como Williams et al., (1995), Choi et al., (2000) y Puertas et al.,
(2002), han mostrado que algunos aceites esenciales y sus fitoconstituyentes poseen la
capacidad de atrapamiento del cation- radical 2,2’-azinobis- (3-etilbenzotiazolina- &cido
sulfénico) ABTS™. Puertas et al., (2002) quien mostro que los aceites esenciales de orégano
y romero poseen una capacidad alta para el atrapamiento del radical ABTS*, la cual es

similar a la presente investigacion.

Granados et al., (2012.). quien han determinado la capacidad antioxidante de muchas
especies, entre ellas: el orégano y la infusion de té, debido a la presencia de polifenoles.
.Dada la complejidad quimica de los AE, el ensayo de actividad antioxidante puede arrojar
resultados dispersos dependiendo del test empleado Por lo tanto, es aconsejable un enfoque

con multiples ensayos.

La variabilidad en la actividad antioxidante exhibida por los AE de orégano obtenidos por
Hidrodestilacion (arrastre de vapor) posiblemente se debe a que en la hidrodestilacién
cuando se lleva el agua hasta su punto de ebullicion, mediante transferencia de calor, ella
estd en contacto directo con el material vegetal de tal forma que los vapores generados
atraviesan los tejidos de la planta arrastrando las sustancias de interés; al aumentar la
temperatura del medio, se rompen las estructuras celulares que contienen al aceite esencial
por efecto de su presion de vapor. El aceite esencial es liberado y se disuelve parcialmente
en el agua que actla como disolvente, como un resultando el aceite pierde componentes
oxigenados y se obtiene un AE de menor calidad. Igualmente, algunos componentes como
los ésteres pueden experimentar hidrélisis y algunos hidrocarburos monoterpénicos,
especialmente los aldehidos, son susceptibles a la polimerizacion y los compuestos mas
oxigenados tienden a ser muy solubles en agua (Bandoni et al., 2002). EIl timol, este
compuesto es conocido por tener propiedades antioxidantes. La presencia de grupos
funcionales en los anillos terminales de los compuestos aromaticos modula la actividad
reductora del ABTS + (Muller et al., 2011). El aceite esencial de O. vulgare tiene actividad
anti-radical y esta propiedad se le atribuye a los monofenoles carvacrol y timol. Varios

investigadores confirman dicho potencial antioxidante en extractos y aceites esenciales de
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diferentes especies de orégano (Origanum . vulgare, Origanum. compactum, Origanum.

majorana) (Blanco et al, 2006 y Ghasemnezhad et al, 2016).

Se debe tener en cuenta que el tiempo de hidrodestilacion influye tanto sobre la cantidad de
aceite obtenido o cantidad que se puede procesar en el tiempo, como en su composicion y
calidad (Stashenko, et al., 2010)

La mayoria de los estudios sobre la composicion del aceite de oregano, ha demostrado que
el rendimiento y composicion de los mismos depende de las condiciones del crecimiento de
la planta, su hébitat y de su proceso de extraccion (Dos santos et al., 2004, Juliani et al.,
2008 y Avila-Sosa et al; 2010) .
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V. CONCLUSIONES

Los rendimientos del aceite esencial de orégano, de los 6 ecotipos sembrados a

diferentes altitudes, varia entre 0.95 — 2.8 por ciento.

La altitud donde se obtuvo el mayor rendimiento de aceite esencial fue 3386
m.s.n.m (Jaquijaguana) y 3638 m.s.n.m (Sicuani) con 2.8 por ciento y el ecotipo
que se adapto y tuvo mas aceite esencial de orégano fue Oreja de elefante en

ambas altitudes.

Las altitudes de 3042 y 3260 m.s.n.m, no influyen en el rendimiento ni los

ecotipos.

Los factores de altitud, tipo de extraccidn, especie, habitad, estrés hidirco y/o
termico, luz, época de cosecha y la genética influyen en la concentracion del
timol y carvacrol en los aceites esenciales de orégano procedentes de los 6

ecotipos.

La metodologia de cromatografia liquida por fluorescencia es confiable por tener
alta sensibilidad y precision, con una columna C18, a una longitud de onda 230
nm — 280 nm, siendo sus tiempos de retencion para el carvacrol y timol se 9,5y

10,6 min, respectivamente.

Este método HPLC es selectivo, preciso y exacto para el analisis cuantitativo de

timol y carvacrol, siendo un método de control de calidad eficaz y econémico.

El ecotipo que tuvo mayor contenido de timol y carvacrol fue el Italiano,

producido a una altitud 3386 m.s.n.m (Jaquijaguana). Estos compuestos



permiten dar gran valor agregado a esta planta, la que tiene propiedades
antioxidantes, microbioldgicas y puede ser usado como conservantes de

alimentos.

El indice de refraccion fue 1.475, densidad fue 0.9132 g/ml, la solubilidad fue en
70% etanol; el color fue L*60.51; a*-2.83, b*120; indice de acidez fue 3.34 mg
KOH/g AEO, son pardmetros de calidad del aceite esencial de orégano del
ecotipo Italiano, a una altitud de 3386 m.s.n.m..

La actividad antioxidante del AEO (ecotipo Italiano) es alta 55.1 uM trolox/kg

y se debe a la presencia de timol y carvacrol.
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V. RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar la composicion quimica del aceite esencial de orégano
antes y después de floracion.

Evaluar el efecto antioxidante y antimicrobiano del aceite esencial de orégano.
Evaluar la composicion quimica del aceite esencial obtenido mediante diferentes
métodos de extraccion.

Evalar la composicion quimica del aceite esencial en diferentes zonas del pais
durante un afio.

Evaluar la composicion quimica del aceite esencial de de oregano de tallos y
hojas, solo tallos, o de flores teniendo encuenta la cosecha y tipo de extraccion.
Utilizar el aceite esencial como preservante en peliculas comestibles.

Evaluar la relacion carbono nitrogeno del suelo con la biosintesis de los terpenos

en aceites esenciales y su poder antioxidante.
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ANEXOS

Anexo 1: Método de electroforesis del Orégano (Origanum vulgare).

Las flechas rojas nos sefialan que cuando comparamos dos especies, algunas como en este
caso el “pampa orégano” presenta fragmentos de ADN que no los tiene el orégano, que como
se aprecia en las flechas azules, el nimero de fragmentos de ADN coincidentes es muy alto,
debido a que se trata de una especie. Si fuera un hibrido, entonces los patrones de variacion
serian mucho mas altos entre los individuos. Pero, en este caso, notamos que la
homogeneidad genética es muy alta, por lo que se puede afirmar con mucha confianza
estadistica que si se trata de la misma especie.

R ““2“ Ll

OREGANO (Origanum Vulgare) Panpa
Oregano
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Anexo 2: Fotos

a) Fotos del proceso de seleccion de hojas .

Y
e

b) Fotos de ecotipos de Oregano (Fuentes: southernperu )
Ecotipo Floracion temprana 2

Ecotipo ltaliano
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c) Extraccion de aceite esencial.

1. Seleccion

V/.Obtencion del aceite. VI. Almacenamiento.
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d) Preparacion de la muestra para analisada por HPLC/FLD

e) Analisi de Cromatografia HPLC /FLD
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ANEXO 3: Rendimiento de aceite esencial de los ecotipos de oregano.

Codigo Altitudes RENDIMIENTO
de Zona de Ecotipo de oregano (m.s.n.m) (%)
cultivo P g o 0
muestra
% AE
M1 Urubamba Floracién Temprana 2 3042 2.5
M1 Urubamba Floraciéon Temprana 2 3042 2.5
M2 Urubamba Chino 3042 1.5
M2 | Urubamba Chino 3042 1.5
Nigra
M3 Urubamba 3042 1.57
M4 Urubamba Italiano 3042 1.57
M4 Italiano 1.57
Urubamba 3042
M5  [Urubamba Floracién Temprana 1 3042 2.6
M5 Floracién Temprana 1 2.6
Urubamba 3042
M6 Italiano 1.8
Urubamba 3042
M6 Urubamba Italiano 3042 1.8
M7 Urubamba Chino 3042 1.6
M7 Urubamba Chino 3042 1.6
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M8

CONC |Urubamba Oreja de Elefante 3042 1.5
M9 Urubamba Nigra 3042 1.8
M9 Urubamba Nigra 3042 1.8
M10 |Urubamba Oreja de Elefante 3042 1.6
M10 |Urubamba Oreja de Elefante 3042 1.6
M11 | Urubamba Italiano 3042 1.7
M11 |Urubamba Italiano 3042 1.7
M12 | Urubamba Floraciéon Temprana 1 3042 1.8
M12 |Urubamba Floracién Temprana 1 3042 1.8
M13 | Urubamba Floracion Temprana 2 3042 2.75
M13 | Urubamba Floracion Temprana 2 3042 2.75
M14 | Urubamba Chino 3042 1.6
M14 | Urubamba Chino 3042 1.6
M15 |Urubamba Oreja de Elefante 3042 1.6
M15 | Urubamba Oreja de Elefante 3042 1.6
M16 |Urubamba Floracion Temprana 2 3042 2.7
M16 |Urubamba Floracion Temprana 2 3042 2.7
M17 |Urubamba Nigra 3042 1.6
M17 | Urubamba Nigra 3042 1.6
M18 | Urubamba Floracion Temprana 1 3042 1.85
M18 |Urubamba Floracién Temprana 1 3042 1.85
M19 |Cusipata Chino 3260 1.4

Codigo | 70 nade . Altitudes RENDIMIENTO
de . Ecotipo de oregano

cultivo (m.s.n.m) (%)
muestra

M19 |Cusipata Chino 3260 14
M21 |Cusipata Nigra 3260 1.3
M21 |Cusipata Nigra 3260 13
M23 |Cusipata Chino 3260 1.3
M23 |Cusipata Chino 3260 1.3
M24 | Cusipata Floracién Temprana 1 3260 1.3
M24 | Cusipata Floracién Temprana 1 3260 1.3
M25 |Cusipata Chino 3260 1.3
M25 |Cusipata Chino 3260 1.3
M27 |Cusipata Floracién Temprana 1 3260 1.45
M27 |Cusipata Floracién Temprana 1 3260 1.45
M28 | Cusipata Nigra 3260 1.35
M28 | Cusipata Nigra 3260 1.35
M29 |Cusipata Floracién Temprana 1 3260 1.4
M29 |Cusipata Floracién Temprana 1 3260 1.4
M30 |Cusipata Nigra 3260 13
M30 |Cusipata Nigra 3260 1.3
M31 |Cusipata Oreja de Elefante 3260 1.25
M31 |Cusipata Oreja de Elefante 3260 1.25
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M33 |Cusipata Italiano 3260 13
M33 |Cusipata Italiano 3260 1.3
M34 |Cusipata Oreja de Elefante 3260 1.25
M34 | Cusipata Oreja de Elefante 3260 1.25
M35 |Cusipata Oreja de Elefante 3260 1.3
M35 |Cusipata Oreja de Elefante 3260 13
M36 |Cusipata Floracién Temprana 2 3260 1.4
M36 |Cusipata Floracion Temprana 2 3260 1.4
M37 |Cusipata Italiano 3260 1.4
M37 |Cusipata Italiano 3260 1.4
M39 | Cusipata Floracion Temprana 2 3260 1.25
M39 |Cusipata Floracién Temprana 2 3260 1.25
M40 |Cusipata Italiano 3260 1.45
M40 |Cusipata Italiano 3260 1.45
M42 | Cusipata Floracion Temprana 2 3260 1.35
M42 | Cusipata Floracion Temprana 2 3260 1.35
M20 |Andahuaylillas |Floracién Temprana 1 3092 1.4
M20 | Andahuaylillas |Floracién Temprana 1 3092 1.4
M22 | Andahuaylillas |Floracién Temprana 1 3092 13
M22 | Andahuaylillas |Floracién Temprana 1 3092 1.3
M26 |Andahuaylillas | Floracién Temprana 1 3092 1.3
M26 | Andahuaylillas |Floraciéon Temprana 1 3092 13
M32 |Andahuaylillas |Floracién Temprana 2 3092 1.35
M32 | Andahuaylillas |Floracién Temprana 2 3092 1.35
Codigo | ha de . Altitudes RENDIMIENTO

de . Ecotipo de oregano

cultivo (m.s.n.m) (%)

muestra

M38 |Andahuaylillas |Floracién Temprana 2 3092 1.4
M38 |Andahuaylillas |Floracién Temprana 2 3092 1.4
M41 |Andahuaylillas | Floracién Temprana 2 3092 1.35
M41 |Andahuaylillas |Floracién Temprana 2 3092 1.35
M48 | Andahuaylillas | Oreja de Elefante 3092 2.8
M48 | Andahuaylillas | Oreja de Elefante 3092 2.8
M51 | Andahuaylillas Nigra 3092 0.85
M51 | Andahuaylillas Nigra 3092 0.85
M52 | Andahuaylillas Nigra 3092 0.85
M52 | Andahuaylillas Nigra 3092 0.85
M55 | Andahuaylillas Nigra 3092 1.15
M55 | Andahuaylillas Nigra 3092 1.15
M56 | Andahuaylillas Oreja de Elefante 3092 1.2
M56 | Andahuaylillas Oreja de Elefante 3092 1.2
M58 | Andahuaylillas Chino 3092 1.3
M58 | Andahuaylillas Chino 3092 1.3
M59 | Andahuaylillas Oreja de Elefante 3092 1.2
M59 | Andahuaylillas Oreja de Elefante 3092 1.2
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M60 | Andahuaylillas Italiano 3092 2.7
M60 | Andahuaylillas Italiano 3092 2.7
M63 | Andahuaylillas Chino 3092 1
M63 | Andahuaylillas Chino 3092 1
M64 | Andahuaylillas Italiano 3092 2
M64 | Andahuaylillas Italiano 3092 2
M67 | Andahuaylillas Chino 3092 1.25
M67 | Andahuaylillas Chino 3092 1.25
M69 | Andahuaylillas Italiano 3092 2.55
M69 | Andahuaylillas Italiano 3092 2.55
M43 Jaquijaguana Floraciéon Temprana 2 3386 2.8
M43 Jaquijaguana Floracion Temprana 2 3386 2.8
M44 Jaquijaguana Chino 3386 14
M44 Jaquijaguana Chino 3386 1.4
M45 Jaquijaguana Nigra 3386 1.2
M45 Jaquijaguana Nigra 3386 1.2
M46 Jaquijaguana Chino 3386 1.3
M46 Jaquijaguana Chino 3386 13
M47 Jaquijaguana Chino 3386 1.25
M47 Jaquijaguana Chino 3386 1.25
M49 Jaquijaguana Oreja de Elefante 3386 2.8
M49 Jaquijaguana Oreja de Elefante 3386 2.8
M50 Jaquijaguana Floracion Temprana 1 3386 2.8
M50 Jaquijaguana Floracién Temprana 1 3386 2.8
M53 Jaquijaguana Floracion Temprana 1 3386 2.4
Codigo | 70 nade . Altitudes RENDIMIENTO
de . Ecotipo de oregano
cultivo (m.s.n.m) (%)
muestra

M53 Jaquijaguana Floracién Temprana 1 3386 2.4
M54 Jaquijaguana Oreja de Elefante 3386 2.7
M54 Jaquijaguana Oreja de Elefante 3386 2.7
M57 Jaquijaguana Nigra 3386 1.1
M57 Jaquijaguana Nigra 3386 1.1
M61 Jaquijaguana Oreja de Elefante 3386 2.5
M61 Jaquijaguana Oreja de Elefante 3386 2.5
M62 Jaquijaguana Italiano 3386 2.5
M62 Jaquijaguana Italiano 3386 2.5
M62 Jaquijaguana Italiano 3386 2.5
M65 Jaquijaguana Nigra 3386 1
M65 Jaquijaguana Nigra 3386 1
M66 Jaquijaguana Italiano 3386 2.6
M66 Jaquijaguana Italiano 3386 2.6
M68 Jaquijaguana Italiano 3386 2.7
M68 Jaquijaguana Italiano 3386 2.7
M70 Jaquijaguana Floraciéon Temprana 1 3386 2.6
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M70 Jaquijaguana Floraciéon Temprana 1 3386 2.6
M71 Jaquijaguana Floracién Temprana 2 3386 2.2
M71 Jaquijaguana Floracién Temprana 2 3386 2.2
M72 Jaquijaguana Floracién Temprana 2 3386 2.5
M72 Jaquijaguana Floracién Temprana 2 3386 2.5
M73 Sicuani Chino 3638 1.25
M73 Sicuani Chino 3638 1.25
M74 Sicuani Chino 3638 13
M74 Sicuani Chino 3638 13
M75 Sicuani Chino 3638 1.2
M75 Sicuani Chino 3638 1.2
M76 Sicuani Floracién Temprana 1 3638 1.2
M76 Sicuani Floraciéon Temprana 1 3638 1.2
M77 Sicuani Floracién Temprana 1 3638 1.2
M77 Sicuani Floracién Temprana 1 3638 1.2
M78 Sicuani Floraciéon Temprana 1 3638 1.2
M78 Sicuani Floracién Temprana 1 3638 1.2
M79 Sicuani Floraciéon Temprana 2 3638 2.55
M79 Sicuani Floracién Temprana 2 3638 2.55
M80 Sicuani Floraciéon Temprana 2 3638 1.35
M80 Sicuani Floracion Temprana 2 3638 1.35
M81 Sicuani Floracién Temprana 2 3638 1.25
M81 Sicuani Floracion Temprana 2 3638 1.25
M82 Sicuani Italiano 3638 1.2
M82 Sicuani Italiano 3638 1.2
M83 Sicuani Italiano 3638 2.1
Codigo ,
deg Zona' de Ecotipo de oregano Latitud (altura) RENDIMIENTO
muestra cultivo msnm
M83 Sicuani Italiano 3638 2.1
M84 Sicuani Italiano 3638 2.7
M84 Sicuani Italiano 3638 2.7
M85 Sicuani Nigra 3638 2.4
M85 Sicuani Nigra 3638 2.4
M86 Sicuani Nigra 3638 2.7
M86 Sicuani Nigra 3638 2.7
M87 Sicuani Nigra 3638 2.55
m87 Sicuani Nigra 3638 2.55
M88 Sicuani Oreja de Elefante 3638 2.7
M88 Sicuani Oreja de Elefante 3638 2.7
M89 Sicuani Oreja de Elefante 3638 2.8
M89 Sicuani Oreja de Elefante 3638 2.8
M90 Sicuani Oreja de Elefante 3638 2.8
M90 Sicuani Oreja de Elefante 3638 2.8
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Anexo 4: Cuantificacion de timol y carvacrol en el aceite esencial de oregano

Codigo de la Distritos . Aceite Esencial Hoja
. Ecotipo de Oregano
muestra (Altitudes)
% % ppm ppm
carv timol carv timol
M1 Floracién Temprana 1.25 | 11.00 | 2.809 | 24.743
Urubamba 2
M1 Floracion Temprana 124 | 1089 | 2.798 | 24.511
Urubamba 2
M2 Urubamba Chino 051 | 897 | 0694 | 12.109
M2 Urubamba Chino 052 | 9.00 | 0696 | 12.156
M3 Urubamba Nigra 0.81 | 13.64 | 1.140 | 19.273
M4 Urubamba Italiano 0.96 | 10.40 | 1.353 | 14.697
M4 Urubamba Italiano 0.94 | 1038 | 1.327 | 14.662
M5 Floracion Temprana 1.05 | 1096 | 2.462 | 25.637
Urubamba 1
M5 Floracion Temprana 1.05 | 1091 | 2.446 | 25.535
Urubamba 1
M6 Urubamba Italiano 0.61 | 10.05 | 0989 | 16.275
M6 Urubamba Italiano 0.62 | 10.06 | 1.002 | 16.291
M7 Urubamba Chino 0.86 | 10.12 | 1.238 | 14.569
M7 Urubamba Chino 0.87 10.02 1.256 14.432
M8 Urubamba Oreja de Elefante 0.86 | 19.64 | 1.167 26.511
M9 Urubamba Nigra 068 | 938 | 1.098 | 15.193
M9 Urubamba Nigra 0.69 9.42 1.114 15.263
M10 Urubamba Oreja de Elefante 0.91 9.68 1.314 13.939
M10 Urubamba Oreja de Elefante 0.91 9.74 1.310 14.027
M11 Urubamba Italiano 0.56 | 10.14 | 0.850 | 15.515
M11 Urubamba Italiano 0.56 | 10.13 | 0.858 | 15.496
M12 Floracion Temprana 019 | 075 | 0.309 1.212
Urubamba 1
M12 Floracion Temprana 020 | 074 | 0320 | 1.203
Urubamba 1
M13 Floracion Temprana 1.68 | 1026 | 4.170 | 25.386
Urubamba 2
M13 Floracion Temprana 1.65 | 10.29 | 4.081 | 25.458
Urubamba 2
M14 Urubamba Chino 056 | 932 | 0812 | 13.419
M14 Urubamba Chino 054 | 928 | 0777 | 13.366
M15 Urubamba Oreja de Elefante 0.65 9.82 0.940 14.145
M15 Urubamba Oreja de Elefante 0.65 9.87 0.932 14.209
M16 Floracién Temprana 011 | 031 | 0258 | 0.761
Urubamba 2
M16 Floracion Temprana 011 | 031 | 0277 | 0.753
Urubamba 2
M17 Urubamba Nigra 057 | 9.69 | 0.814 | 13.952
M17 Urubamba Nigra 054 | 958 | 0775 | 13.794
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M18 Floracion Temprana | oo | 1000 | 0908 | 16.658
Urubamba 1
Codigo de la Distritos . Aceite Esencial Hoja
. Ecotipo de Oregano
muestra (AItltudes) % carv % ppm ppm
timol carv timol
M19 Cusipata Chino 0.36 8.86 0.457 11.161
M19 Cusipata Chino 0.36 8.83 0.460 11.128
M21 Cusipata Nigra 0.35 8.43 0.414 9.862
M21 Cusipata Nigra 3.56 8.44 4.164 9.872
M23 Cusipata Chino 0.25 6.31 0.296 7.388
M23 Cusipata Chino 0.26 6.32 0.299 7.394
M24 Cusipata i'orac"’” Temprana 038 | 931 | 0442 | 10.89%
M24 Cusipata ilorac'on Temprana | 439 | 929 | 0440 | 10.872
M25 Cusipata Chino 0.36 8.58 0.417 10.041
M25 Cusipata Chino 0.35 8.65 0.406 10.123
M27 Cusipata i'orac"’” Temprana 028 | 6.88 | 0366 | 8976
M27 Cusipata ilorac'on Temprana | 4,8 | 686 | 0367 | 8.956
M28 Cusipata Nigra 0.32 7.98 0.392 9.699
M28 Cusipata Nigra 0.32 7.88 0.390 9.579
M29 Cusipata i'orac'on Temprana 036 | 863 | 0452 | 10.870
M29 Cusipata i'orac'on Temprana 036 | 871 | 0450 | 10.972
M30 Cusipata Nigra 0.34 8.22 0.395 9.614
M30 Cusipata Nigra 0.33 8.22 0.387 9.612
M31 Cusipata Oreja de Elefante 0.49 9.17 0.554 10.321
M31 Cusipata Oreja de Elefante 0.50 9.17 0.561 10.318
M33 Cusipata Italiano 0.36 8.94 0.425 10.458
M33 Cusipata Italiano 0.36 8.84 0.416 10.338
M34 Cusipata Oreja de Elefante 0.33 8.17 0.369 9.193
M34 Cusipata Oreja de Elefante 0.33 8.19 0.371 9.218
M35 Cusipata Oreja de Elefante 0.35 8.71 0.405 10.196
M35 Cusipata Oreja de Elefante 0.34 8.75 0.403 10.236
M36 Cusipata ;'O'rac'on Temprana 036 | 897 | 0449 | 11.308
M36 Cusipata ;'O'rac'on Temprana 035 | 9.02 | 0442 | 11.365
M37 Cusipata Italiano 0.35 8.97 0.446 11.300
M37 Cusipata Italiano 0.36 9.00 0.450 11.336
M39 Cusipata ;'mac'o” Temprana 038 | 873 | 0423 | 9.818
M39 Cusipata ;'O'rac'on Temprana 039 | 871 | 0434 | 9.799
M40 Cusipata Italiano 0.35 8.94 0.454 11.663
M40 Cusipata Italiano 0.34 8.84 0.449 11.537
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M42 Cusipata ;'Orac'on Temprana | 37 | 930 | 0454 | 11.299
M42 Cusipata ;'mac'on Temprana 037 | 939 | 0452 | 11.408
Codigo de la Distritos . Aceite Esencial Hoja
. Ecotipo de Oregano
muestra (Altitudes) % % ppm ppm
carv | timol carv timol

M20 Andahuaylillas i'orac'on Temprana | 19 | 431 | 0236 | 5431

Fl ion T A
M20 Andahuaylillas ] oracionTemprana | 0.19 | /5 | (536 | 5444
M22 Andahuaylillas i'orac'on Temprana | 44 | 1057 | 0512 | 12.369
M22 Andahuaylillas ;'Ofac"’” Temprana | 44 | 1058 | 0520 | 12.380
M26 Andahuaylillas i'orac'on Temprana | 06 | 120 | 0067 | 1.410

Fl ion T
M32 Andahuaylillas ; oracion lemprana 028 | 7.06 | 0341 | 8578

Fl ion T
M32 Andahuaylillas ; oracion lemprana 028 | 7.02 | 0335 | 8535
M38 Andahuaylillas glorac'on Temprana | 433 | 828 | 0420 | 10.437
M38 Andahuaylillas ;'Ofac'on Temprana |33 | g20 | 0413 | 10.331
M41 Andahuaylillas ;'Ofac'on Temprana | 501 | 052 | 0015 | 0637
M41 Andahuaylillas ;'mac'on Temprana 002 | 053 | 0018 | 0646
M48 Andahuaylillas Oreja de Elefante 0.92 | 10.09 2.326 25.419
M43 Andahuaylillas Oreja de Elefante 0.94 | 10.17 2.371 25.634
M51 Andahuaylillas Nigra 0.28 7.50 0.214 5.734
M51 Andahuaylillas Nigra 0.20 6.71 0.156 5.132
M52 Andahuaylillas Nigra 0.77 12.47 0.591 9.539
M52 Andahuaylillas Nigra 0.75 | 12.48 0.573 9.544
M55 Andahuaylillas Nigra 0.92 | 13.81 0.957 14.293
M55 Andahuaylillas Nigra 0.90 | 13.73 0.935 14.209
M56 Andahuaylillas Oreja de Elefante 0.65 | 12.82 0.700 13.848
M56 Andahuaylillas Oreja de Elefante 0.66 | 12.88 0.717 13.912
M58 Andahuaylillas Chino 0.54 | 15.08 0.632 17.643
M58 Andahuaylillas Chino 0.54 | 14.92 0.627 17.461
M59 Andahuaylillas Oreja de Elefante 0.48 | 12.50 0.524 13.495
M59 Andahuaylillas Oreja de Elefante 0.49 | 12.47 0.525 13.472
M60 Andahuaylillas Italiano 1.72 | 17.12 4.180 41.606
M60 Andahuaylillas Italiano 1.74 | 17.10 4,232 41.563
M63 Andahuaylillas Chino 0.65 | 12.35 0.583 11.111
M63 Andahuaylillas Chino 0.65 | 12.42 0.581 11.178
M64 Andahuaylillas Italiano 1.74 | 15.27 3.124 27.486
M64 Andahuaylillas Italiano 1.70 | 15.33 3.058 27.594
M67 Andahuaylillas Chino 0.25 9.25 0.277 10.407
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M67 Andahuaylillas Chino 0.24 9.00 0.270 10.124
M69 Andahuaylillas Italiano 1.49 | 15.11 3.419 34.679
M69 Andahuaylillas Italiano 1.42 | 14.23 3.262 32.668
M43 Jaquijaguana ;'Orac'é” Temprana | 490 | 9.85 | 2278 | 24.833
Codigo de la Distritos . Aceite Esencial Hoja
muestra (Altitudes) Ecotipo de Oregano % % ppm ppm
carv | timol carv timol
M43 Jaquijaguans gloradé” Temprana | 91 | 988 | 2286 | 24.887
M44 Jaquijaguana Chino 0.03 0.82 0.040 1.039
M44 Jaquijaguana Chino 0.03 0.85 0.037 1.068
M45 Jaquijaguana Nigra 0.57 | 10.34 0.621 11.167
M45 Jaquijaguana Nigra 0.58 | 10.28 0.631 11.102
M46 Jaquijaguana Chino 0.06 1.70 0.072 1.989
M46 Jaquijaguana Chino 0.06 1.68 0.073 1.961
M47 Jaquijaguana Chino 0.20 4.52 0.222 5.089
M47 Jaquijaguana Chino 0.20 4.59 0.220 5.162
M49 Jaquijaguana Oreja de Elefante 0.65 7.06 1.643 17.796
M49 Jaquijaguana Oreja de Elefante 0.65 7.10 1.640 17.897
M50 Jaquijaguana i'orac'é” Temprana 099 | 10.02 | 2.501 | 25.257
M50 Jaquijaguana i'oradé” Temprana | 9g | 997 | 2472 | 25119
V3 Jaquijaguana i'oradé” Temprana 144 | 1470 | 3.119 | 31.756
V3 Jaquijaguana i'oradé” Temprana 148 | 1461 | 3.192 | 31.554
M54 Jaquijaguana Oreja de Elefante 1.50 | 14.09 3.647 34.234
M54 Jaquijaguana Oreja de Elefante 1.49 | 14.18 3.623 34.457
M57 Jaquijaguana Nigra 0.09 2.65 0.092 2.624
M57 Jaquijaguana Nigra 0.09 2.63 0.093 2.606
M61 Jaquijaguana Oreja de Elefante 1.55 | 15.23 3.487 34.277
M61 Jaquijaguana Oreja de Elefante 1.56 | 15.29 3.508 34.407
M62 Jaquijaguana Italiano 2.23 20.36 5.015 45.816
M62 Jaquijaguana Italiano 2.23 | 20.21 5.015 45.468
M62 Jaquijaguana Italiano 2.32 | 21.08 5.222 47.420
M65 Jaquijaguana Nigra 0.42 | 11.54 0.378 10.389
M65 Jaquijaguana Nigra 0.48 | 11.85 0.429 10.668
M66 Jaquijaguana Italiano 1.94 | 17.28 4.540 40.434
M66 Jaquijaguana Italiano 1.94 | 17.17 4.533 40.172
M68 Jaquijaguana Italiano 1.97 17.67 4.794 42.936
M68 Jaquijaguana Italiano 1.89 16.97 4.593 41.235
M0 Jaquijaguana i'orac'é” Temprana 174 | 1523 | 4.067 | 35.631
M0 Jaquijaguana i'OraCié” Temprana | 965 | 1421 | 3802 | 33.263
71 Jaquijaguana ;'O'radé” Temprana 178 | 16.46 | 3521 | 32.581
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Jaquijaguana Floracion Temprana 165 | 15.19 | 3.266 | 30.075
M71 2
Jaquijaguana Floracién Temprana 1.85 | 16.68 | 4.154 | 37.541
M72 2
Jaquijaguana Floracién Temprana 173 | 15.44 | 3.902 | 34.748
M72 2
M73 Sicuani Chino 0.75 | 13.08 0.845 14.711
Codigo de la Distritos . Aceite Esencial Hoja
) Ecotipo de Oregano
muestra (Altitudes) % % ppm ppm
carv | timol carv timol
M73 Sicuani Chino 0.69 | 11.98 0.778 13.474
M74 Sicuani Chino 0.69 | 12.73 0.803 14.890
M74 Sicuani Chino 0.62 | 11.58 0.729 13.544
M75 Sicuani Chino 0.29 | 10.69 0.319 11.551
M75 Sicuani Chino 0.30 9.66 0.324 10.438
. . Floracién Temprana
M76 Sicuani 1 0.68 | 15.77 0.738 17.036
. . Floracién Temprana 0.58
M76 Sicuani 1 14.02 0.632 15.144
. . Floracién Temprana 0.26
M77 Sicuani 1 9.30 0.286 10.041
. . Floracion Temprana
M77 Sicuani 1 0.23 8.48 0.244 9.153
. . Floracién Temprana
M78 Sicuani 1 0.34 | 11.50 0.371 12.424
. . Floracién Temprana
M78 Sicuani 1 0.29 | 10.48 0.313 11.319
. . Floracién Temprana
M79 Sicuani ) 1.19 | 12.72 2.726 29.195
. . Floracion Temprana
M79 Sicuani ) 1.10 | 11.50 2.514 26.401
. . Floracion Temprana
M80 Sicuani ) 0.43 | 11.90 0.517 14.457
. . Floracién Temprana
MS0 Sicuani 5 0.36 | 10.99 0.442 13.355
. . Floracién Temprana
M8l Sicuani ) 0.57 | 11.83 0.640 13.309
. . Floracién Temprana
M81 Sicuani ) 0.49 | 10.71 0.556 12.048
M82 Sicuani Italiano 0.35 | 12.38 0.382 13.371
M82 Sicuani Italiano 0.32 11.20 0.344 12.098
M83 Sicuani Italiano 1.74 | 16.47 3.290 31.129
MS83 Sicuani Italiano 1.58 15.26 2.978 28.840
M84 Sicuani Italiano 1.57 15.39 3.812 37.402
M84 Sicuani Italiano 1.41 14.02 3.416 34.065
M85 Sicuani Nigra 1.51 | 14.59 3.264 31.505
M85 Sicuani Nigra 1.37 | 13.08 2.961 28.261
M86 Sicuani Nigra 1.55 14.50 3.773 35.226
MS86 Sicuani Nigra 1.40 13.12 3.401 31.882
M87 Sicuani Nigra 1.54 | 14.44 3.526 33.135
M87 Sicuani Nigra 1.37 | 13.05 3.146 29.939
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M88 Sicuani Oreja de Elefante 1.90 | 16.77 4.628 40.749
M88 Sicuani Oreja de Elefante 1.69 | 15.27 4.116 37.117
M89 Sicuani Oreja de Elefante 1.67 | 15.04 4.203 37.901
M89 Sicuani Oreja de Elefante 1.57 | 13.85 3.962 34.899
M90 Sicuani Oreja de Elefante 1.80 | 15.42 4,526 38.864
M90 Sicuani Oreja de Elefante 1.62 | 13.97 4.080 35.202
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Anexo 5: Cromatograma de HPLC/FLD muestra de AEO de Jaquijahuana (italiano) y
Sicuani (Oreja de elefante).

a) Muestra de AEO de Jaquijahuana (italiano)
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b) Muestra de AEO de Sicuani (Oreja de elefante)
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Anexo 6: Estadistica
6.1. Rendimiento

XLSTAT 2017.5.47892 - ANOVA

Y / Variables dependientes: Libro = RENDIMIENTO2.xIsx / Hoja = DATOS / Rango =
DATOS!SBS$2:5B$92 / 90 filas y 1 columna

X/ Cualitativas: Libro = RENDIMIENTO2.xlIsx / Hoja = DATOS / Rango = DATOS!SAS2:SAS92 / 90 filas
y 1 columna

Restricciones: an=0
Intervalo de confianza (%): 99

Tolerancia: 0.0001

Estadisticos descriptivos (Datos cuantitativos):

Obs. con Obs. sin

datos datos Desv.
Variable Observaciones perdidos perdidos Minimo Maximo Media tipica
% AE 90 0 90 0.850 2.800 1.749 0.616

Analisis de varianza (% AE):

Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 33 28.614 0.867 9.382 <0.0001
Error 56 5.175 0.092
Total corregido 89 33.790

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
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Coeficientes estandarizados (% AE):

Limite Limite
Error inferior = superior
Fuente Valor  estandar t Pr>[t] (99%) (99%)
Intercepcion 2.600 0.215 12.095 <0.0001 2.027 3.173
ECOT+ALT-Chino 3260 -1.267 0.278 -4.564 <0.0001 -2.007 -0.527
ECOT+ALT-Chino 3042 -1.033 0.278 -3.724  0.000 -1.773 -0.293
ECOT+ALT-Chino 3092 -1.350 0.372 -3.626  0.001 -2.343 -0.357
ECOT+ALT-Chino 3386 -1.283 0.278 -4.624 <0.0001 -2.023 -0.543
ECOT+ALT-Chino 3680 -1.350 0.278 -4.865 <0.0001 -2.090 -0.610
ECOT+ALT-Chino AN 3092 -1.450 0.304 -4.770 <0.0001 -2.261 -0.639
ECOT+ALT-FlorTem1 3260 -1.217 0.278 -4.384 <0.0001 -1.957 -0.477
ECOT+ALT-FlorTem1 3042 -0.517 0.278 -1.862  0.068 -1.257 0.223
ECOT+ALT-FlorTem1 3092 -1.267 0.278 -4.564 <0.0001 -2.007 -0.527
ECOT+ALT-FlorTem1 3386 0.000 0.278 0.000 1.000 -0.740 0.740
ECOT+ALT-FlorTem1 3680 -1.400 0.278 -5.045 <0.0001 -2.140 -0.660
ECOT+ALT-FlorTem2 3260 -1.267 0.278 -4.564 <0.0001 -2.007 -0.527
ECOT+ALT-FlorTem?2 3042 0.125 0.304 0.411 0.683 -0.686 0.936
ECOT+ALT-FlorTem2 3092 -1.233 0.278 -4.444 <0.0001 -1.973 -0.493
ECOT+ALT-FlorTem?2 3386 -0.100 0.278 -0.360 0.720 -0.840 0.640
ECOT+ALT-FlorTem2 3680 -0.883 0.278 -3.183  0.002 -1.623 -0.143
ECOT+ALT-FlorTem2-3042 -0.100 0.372 -0.269 0.789 -1.093 0.893
ECOT+ALT-Italiano 3042 -0.910 0.278 -3.279  0.002 -1.650 -0.170
ECOT+ALT-Italiano 3260 -1.175 0.304 -3.865 0.000 -1.986 -0.364
ECOT+ALT-Italiano 3092 -0.183 0.278 -0.661  0.512 -0.923 0.557
ECOT+ALT-Italiano 3260 -1.300 0.372 -3.492 0.001 -2.293 -0.307
ECOT+ALT-Italiano 3386 0.000 0.278 0.000 1.000 -0.740 0.740
ECOT+ALT-Italiano 3680 -0.600 0.278 -2.162  0.035 -1.340 0.140
ECOT+ALT-Nigra 3260 -1.283 0.278 -4.624 <0.0001 -2.023 -0.543
ECOT+ALT-Nigra 3042 -0.943 0.278 -3.399 0.001 -1.683 -0.203
ECOT+ALT-Nigra 3092 -1.650 0.278 -5.946 <0.0001 -2.390 -0.910
ECOT+ALT-Nigra 3386 -1.500 0.278 -5.405 <0.0001 -2.240 -0.760
ECOT+ALT-Nigra 3680 -0.050 0.278 -0.180  0.858 -0.790 0.690
ECOT+ALT-OrejaEle 3260 -1.333 0.278 -4.805 <0.0001 -2.073 -0.593
ECOT+ALT-OrejaEle 3042 -1.033 0.278 -3.724  0.000 -1.773 -0.293
ECOT+ALT-OrejaEle 3092 -0.867 0.278 -3.123  0.003 -1.607 -0.127
ECOT+ALT-OrejaEle 3386 0.200 0.372 0.537 0.593 -0.793 1.193
ECOT+ALT-OrejaEle 3680 0.167 0.278 0.601  0.551 -0.573 0.907
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Resumen de las comparaciones por pares para ECOT+ALT (Tukey (HSD)):

Medias

Categoria LS(% AE) Grupos
OrejaEle 3386 2.800 A
OrejaEle 3680 2.767 A
FlorTem?2 3042 2.725 A B
FlorTem1 3386 2.600 A B
Italiano 3386 2.600 A B
OrejaEle3386 2.600 A B
Nigra 3680 2.550 A B C
FlorTem?2 3386 2.500 A B C D
FlorTem?2-3042 2.500 A B C D
Italiano 3092 2.417 A B C D E
FlorTem1 3042 2.083 A B C D E F
Italiano 3680 2.000 A B C D E F
OrejaEle 3092 1.733 A B C D E F
FlorTem?2 3680 1.717 A B C D E F
Italiano 3042 1.690 A B C D E F
Nigra 3042 1.657 A B C D E F
Chino 3042 1.567 A B C D E F
OrejaEle 3042 1.567 A B C D E F
Italiano 3260 1.425 B C D E F
FlorTem1 3260 1.383 B C D E F
FlorTem2 3092 1.367 B C D E F
FlorTem2 3260 1.333 B C D E F
FlorTem1 3092 1.333 B C D E F
Chino 3260 1.333 B C D E F
Nigra 3260 1.317 B C D E F
Chino 3386 1.317 B C D E F
Italiano 3260 1.300 C D E F
OrejaEle 3260 1.267 C D E F
Chino 3680 1.250 D E F
Chino 3092 1.250 D E F
FlorTem1 3680 1.200 E F
Chino 3092 1.150 E F
Nigra 3386 1.100 E F
Nigra 3092 0.950 F
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6.2. Concentracidn de timol en el aceite esencial de orégano de los 6 ecotipos a 5 altitudes
XLSTAT 2017.5.47892 - ANOVA

Y / Variables dependientes: Libro = timol.xIsx / Hoja = Datos / Rango = Datos!SBS$3:5B$93 / 90 filas
y 1 columna
X/ Cualitativas: Libro = timol.xlsx / Hoja = Datos / Rango = Datos!$A$3:5AS$93 / 90 filas y 1 columna
Restricciones: an=0
Intervalo de confianza (%): 99
Estadisticos descriptivos (Datos cuantitativos):

Observacio Obs. con datos datos
Variable nes perdidos perdidos Minimo Mdaximo Media Desv. tipica

TIMOL % 90 0 90 0.311 20.549 10.559 4.235

Analisis de varianza (TIMOL %):

Fuente GL Jma de cuadrad@drados med F Pr>F
Modelo 34 1137.859 33.466 4.015 <0.0001
Error 55 458.499 8.336
Total correy 89 1596.358

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Parametros del modelo (TIMOL %):

Limite Limite
Fuente Valor Error estandar t Pr> |t| inferior superior
(99%) (99%)
ECO- ALT-Chino 3260 -0.289 0.112 -2.569 0.013 -0.588 0.011
ECO- ALT-Chino 3638 -0.131 0.112 -1.168 0.248 -0.431 0.169
ECO- ALT-Chino 3042 -0.224 0.112 -1.990 0.052 -0.523 0.076
ECO- ALT-Chino 3092 -0.139 0.088 -1.576 0.121 -0.374 0.096
ECO- ALT-Chino 3386 -0.526 0.112 -4.681 < 0.0001 -0.826 -0.226
ECO- ALT-Chino AN 3092 -0.035 0.101 -0.349 0.729 -0.305 0.234
ECO- ALT-FlorTem1 3260 -0.274 0.112 -2.435 0.018 -0.573 0.026
ECO- ALT-FlorTem1 3638 -0.132 0.112 -1.179 0.244 -0.432 0.167
ECO- ALT-FlorTem1 3042 -0.318 0.112 -2.827 0.007 -0.617 -0.018
ECO- ALT-FlorTem1 3092 -0.398 0.112 -3.543 0.001 -0.698 -0.098
ECO- ALT-FlorTem1 3386 -0.067 0.112 -0.598 0.553 -0.367 0.233
ECO- ALT-FlorTem2 3260 -0.242 0.112 -2.154 0.036 -0.542 0.058
ECO- ALT-FlorTem2 3638 -0.117 0.101 -1.157 0.252 -0.387 0.153
ECO- ALT-FlorTem2 3042 -0.329 0.101 -3.258 0.002 -0.599 -0.060
ECO- ALT-FlorTem2 3092 -0.402 0.112 -3.577 0.001 -0.702 -0.102
ECO- ALT-FlorTem2 3386 -0.033 0.112 -0.296 0.768 -0.333 0.266
ECO- ALT-FlorTem2 3638 -0.064 0.088 -0.731 0.468 -0.299 0.170
ECO- ALT-FlorTem2-3042 -0.093 0.088 -1.061 0.293 -0.328 0.141
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ECO- ALT-Italiano 3042
ECO- ALT-Italiano 3260
ECO- ALT-Italiano 3638
ECO- ALT-Italiano 3092

Fuente

ECO- ALT-Italiano 3260
ECO- ALT-Italiano 3386
ECO- ALT-Nigra 3260
ECO- ALT-Nigra 3638
ECO- ALT-Nigra 3042
ECO- ALT-Nigra 3092
ECO- ALT-Nigra 3386
ECO- ALT-OrejaEle 3260
ECO- ALT-OrejaEle 3638
ECO- ALT-OrejaEle 3042
ECO- ALT-OrejaEle 3092
ECO- ALT-OrejaEle 3386

-0.192
-0.202
-0.025

0.042

Valor

-0.145

0.156
-0.277
-0.039
-0.236
-0.153
-0.276
-0.256

0.015
-0.070
-0.033
-0.190

0.112
0.101
0.112
0.112

Error estandar

0.088
0.112
0.112
0.112
0.112
0.112
0.112
0.112
0.112
0.112
0.112
0.088

-1.710
-1.996
-0.219

0.378

-1.643

1.391
-2.468
-0.343
-2.103
-1.360
-2.459
-2.278

0.135
-0.620
-0.296
-2.154

0.093
0.051
0.827
0.707

Pr> |t]

0.106
0.170
0.017
0.733
0.040
0.179
0.017
0.027
0.893
0.538
0.768
0.036

-0.492
-0.471
-0.324
-0.257
Limite
inferior
(99%)
-0.379
-0.144
-0.577
-0.338
-0.536
-0.453
-0.576
-0.556
-0.285
-0.369
-0.333
-0.424

0.108
0.068
0.275
0.342
Limite
superior
(99%)
0.090
0.456
0.023
0.261
0.064
0.147
0.023
0.044
0.315
0.230
0.266
0.045

Resumen de las comparaciones por pares para

ECO- ALT (Tukey (HSD)):

Medias
Categoria LS(TIMOL %) Grupos

Italiano 3386 18.4abc A

Italiano 3092 15.7abc A B
OrejaEle 3638 15.1abc A B
OrejaEle3386 147abc A B C
Italiano 3638 141abc A B C
FlorTem2 3386 13.9 abc A B C
OrejaEle 3092 139abc A B C
Nigra 3638 13.8abc A B C
Chino AN 3092 13.7abc A B C
FlorTem1 3386 13.1 abc A B C
OrejaEle 3042 13.1abc A B C
FlorTem2 3638 12.1 abc A B C
Chino 3638 11.6abc A B C
FlorTem1 3638 11.6 abc A B C
FlorTem2 3638 114abc A B C
Nigra 3092 11.1abc A B C
FlorTem2-3042 109abc A B C
Italiano 3042 10.2 abc A B C
Chino 3042 95abc A B C
Nigra 3042 9.2abc A B C
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Chino 3092 9.1 abc A B C
FlorTem2 3260 9.0 abc A B C
Italiano 3260 8.9 abc A B C
Italiano 3260 8.9 abc A B C
OrejaEle 3260 8.7abc A B C
Medias
Categoria LS(TIMOL %) Grupos
FlorTem1 3260 8.3 abc A B C
Nigra 3386 82abc A B C
Nigra 3260 82abc A B C
Chino 3260 7.9 abc A B C
FlorTem1 3042 7.2 abc A B C
OrejaEle 3386 7.1abc A B C
FlorTem1 3092 5.4 abc B C
FlorTem2 3042 5.3 abc B C
FlorTem2 3092 5.3 abc B C
Chino 3386 2.4 abc C
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Suma de Cuadrados

Fuente GL cuadrados medios F Pr>F
Modelo 34 22.094 0.650 4,975 <0.0001
Error 55 7.183 0.131
Total corregido 89 29.277

6.3. Concentracion de Carvacrol en el aceite esencial de orégano de los 6 ecotipos a 5 altitudes

XLSTAT 2017.4.46442 - ANOVA —

Intervalo de confianza (%): 99
Tolerancia: 0.0001

Estadisticos descriptivos (Datos cuantitativos):

Obs. con Obs. sin

datos datos Desv.
Variable Observaciones perdidos perdidos Minimo Maximo Media tipica
CARVACROL% 90 0 90 0.014 2.260 0.798 0.574

Analisis de Varianza (carvacrol%)

Error Limite inferior Limite superior

Fuente Valor estandar t Pr> |t| (99%) (99%)
ECO- ALT-Chino 3260 -0.378 0.104 -3.643  0.051 -0.655 -0.101
ECO- ALT-Chino 3638 -0.304 0.104 -2.931  0.055 -0.581 -0.027
ECO- ALT-Chino 3042 -0.277 0.104 -2.670  0.060 -0.554 0.000
ECO- ALT-Chino 3092 -0.161 0.081 -1.984  0.052 -0.378 0.056
ECO- ALT-Chino 3386 -0.365 0.104 -3.519  0.001 -0.642 -0.088
ECO- ALT-Chino AN 3092 -0.293 0.093 -3.139  0.053 -0.542 -0.044
ECO- ALT-FlorTem1 3260 -0.373 0.104 -3.596  0.061 -0.650 -0.096
ECO- ALT-FlorTem1 3638 -0.354 0.104 -3.414 0.071 -0.632 -0.077
ECO- ALT-FlorTem1 3042 -0.292 0.104 -2.810 0.077 -0.569 -0.015
ECO- ALT-FlorTem1 3092 -0.409 0.104 -3.935 0.070 -0.686 -0.132
ECO- ALT-FlorTem1 3386 -0.047 0.104 -0.451 0.654 -0.324 0.230
ECO- ALT-FlorTem2 3260 -0.364 0.104 -3.504  0.061 -0.641 -0.087
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ECO- ALT-FlorTem2 3638 -0.275 0.093 -2.939  0.055 -0.524 -0.025

ECO- ALT-FlorTem2 3042 -0.165 0.093 -1.762  0.084 -0.414 0.085
ECO- ALT-FlorTem2 3092 -0.415 0.104 -3.996  0.056 -0.692 -0.138
ECO- ALT-FlorTem2 3386 -0.017 0.104 -0.167  0.868 -0.294 0.260
0.147

ECO- ALT-FlorTem2 3638 -0.070 0.081 -0.866  0.390 -0.288

Error Limite inferior Limite superior

Fuente Valor estandar t Pr> |t| (99%) (99%)
ECO- ALT-FlorTem2-3042 -0.051 0.081 -0.631 0.531 -0.268 0.166
ECO- ALT-Italiano 3042 -0.257 0.104 -2.480 0.016 -0.535 0.020
ECO- ALT-Italiano 3260 -0.303 0.093 -3.249  0.222 -0.553 -0.054
ECO- ALT-Italiano 3638 -0.115 0.104 -1.105 0.274 -0.392 0.162
ECO- ALT-Italiano 3092 0.034 0.104 0.332 0.741 -0.243 0.312
ECO- ALT-Italiano 3260 -0.214 0.081 -2.634  0.011 -0.431 0.003
ECO- ALT-Italiano 3386 0.163 0.104 1.571 0.002 -0.114 0.440
ECO- ALT-Nigra 3260 -0.206 0.104 -1.988  0.052 -0.483 0.071
ECO- ALT-Nigra 3638 -0.021 0.104 -0.207  0.837 -0.299 0.256
ECO- ALT-Nigra 3042 -0.266 0.104 -2.561  0.013 -0.543 0.011
ECO- ALT-Nigra 3092 -0.279 0.104 -2.686  0.050 -0.556 -0.002
ECO- ALT-Nigra 3386 -0.315 0.104 -3.034 0.054 -0.592 -0.038
ECO- ALT-OrejaEle 3260 -0.357 0.104 -3.441  0.061 -0.634 -0.080
ECO- ALT-OrejaEle 3638 0.058 0.104 0.557 0.580 -0.219 0.335
ECO- ALT-OrejaEle 3042 -0.226 0.104 -2.176  0.034 -0.503 0.051
ECO- ALT-OrejaEle 3092 -0.262 0.104 -2.528 0.014 -0.540 0.015
ECO- ALT-OrejaEle 3386 -0.161 0.081 -1.974 0.053 -0.378 0.056

Resumen de las comparaciones por pares para ECO- ALT (Tukey (HSD)):

Medias
Categoria LS(CARVACROL%) Grupos

Italiano 3386 2.043 A

OrejaEle 3638 1.709 A B
Italiano 3092 1.635 A B
OrejaEle3386 1.525 A B
FlorTem2 3386 1.470 A B
Nigra 3638 1.457 A B
FlorTem1 3386 1.376 A B
FlorTem2-3042 1.246 A B
Italiano 3638 1.160 A B
FlorTem2 3638 1.142 A B
FlorTem2 3042 0.888 A B
Nigra 3260 0.869 A B
OrejaEle 3042 0.807 A B
Italiano 3042 0.707 A B
OrejaEle 3092 0.691 A B
Nigra 3042 0.680 A B
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OrejaEle 3386 0.651 A B
Chino 3092 0.647 A B
Chino 3042 0.644 A B
Nigra 3092 0.639 A B
FlorTem1 3042 0.598 A B
Chino 3638 0.558 A B
Nigra 3386 0.524 A B
Medias
Categoria LS(CARVACROL%) Grupos Categoria
FlorTem2 3638 0.463 A B
FlorTem1 3638 0.399 A B
Chino AN 3092 0.391 A B
OrejaEle 3260 0.390 A B
FlorTem2 3260 0.369 A B
Flortem2 3092 0.364 A B
Italiano 3260 0.359 A B
Italiano 3260 0.351 A B
FlorTem1 3260 0.339 A B
Chino 3260 0.323 A B
FlorTem1 3092 0.227 A B
Chino 3386 0.207 B
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ANEXQS 7: Parametros fisicoquimicos

1. ANALISIS DE INDICE DE ACIDEZ (mg de KOH necesarios para neutralizar 1g de muestra)

Fecha Producto gr. muestra gasto Normalidad %AGL Pg/(;;nce;(lj_io Désst\g |
Aceit ol d 2.3146 2.05 0.067480357 1.69
celte esencial de
06/11/2014 |\ oqano 2.697 2.40 0.067480357 1.69 1.68 0.
2.4071 2.10 0.067480357 1.66
Estandarizacion del NaOH
Fecha gr. gasto NC Promedio
18/11/2014 0.2162 156 0.06786296 0.06748036
0.2028 14.8 0.06709775
2. ANALISIS DE INDICE DE
REFRACCION
Producto Lectura
. . 1.475
Aceite esencial de oregano
1.475
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3. CURVA ESTANDAR CAPACIDAD ANTIOXIDANTE ABTS

Curva Estandar Trolox (ABTS)

0.350
0.300

0.250
0.200

y =-0.5428x + 0.3417
R?=0.9979

0.150
0.100

Trolox (uM/mL

0.050

0.000
0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600

Absorbancia 734 nm

Cuadro de concetraciones y absorvancias

Concentracion Absorbancia
Trolox (uM/mL)
0.039 0.567
0.078 0.482
0.157 0.330
0.235 0.190
0.313 0.063

Cuadro de los promedios para la concentacion de Trolox (uM/ml)

Vol CONC Promedio
Muestra Absorbancia | g muestra d?l:i:n(‘:‘l)a (uM/mL) (rM/mL) o
(mM/kg)
) 0.1 0.01 2 57.5
Aceite 0.115 0.01 2 55.9
esencial de 55.1
0.133 0.01 2 53.9
oregano
0.139 0.01 2 53.3
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