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1Laboratorio de Alimentos y Productos Naturales, Instituto Tecnológico de Tlajomulco, Km.10 carr. a San Miguel Cuyutlán,
C.P. 45640, Tlajomulco de Zúñiga, Jalisco, México.
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Resumen
Se optimizaron las condiciones de extracción de antioxidantes a partir del orégano mexicano (Lippia graveolens HBK).
La extracción fue hecha por maceración agitada usando mezclas hidro-etanólicas como solvente. Las condiciones óptimas
fueron identificadas aplicando la metodologı́a de superficie de respuesta (MSR) con un diseño factorial 33. Las variables de
proceso evaluadas fueron la temperatura, la concentración de solvente y el tamaño promedio de la partı́cula. Las variables
de respuesta fueron la concentración de fenoles totales y la capacidad antioxidante. El efecto de las variables de proceso
en ambas variables de respuesta fue estadı́sticamente significativo. La concentración de fenoles totales, medidos bajo
condiciones óptimas, fue usada para determinar el mejor tiempo de procesamiento. Los datos experimentales se ajustaron
a un modelo cinético de segundo orden. Por comparación con Rosmarinus officinalis, el contenido relativo del extracto
de orégano, en fenoles totales (143.8%) y en capacidad antioxidante (90.6 %), obtenidos mediante maceración hidro-
etanólica a condiciones óptimas, muestran que el orégano mexicano es una fuente alternativa de sustancias fenólicas con
gran capacidad antioxidante.
Palabras clave: orégano mexicano, extracción, antioxidantes, modelo cinético de extracción, metodologı́a de superficie de
respuesta.

Abstract
The extraction conditions of antioxidants from Mexican oregano (Lippia graveolens HBK) were optimized. The extraction
was done by agitated maceration using hydro-ethanolic mixtures as solvent. Optimal conditions were identified by a
response surface method (RSM) approach with a 33 factorial design. The process variables evaluated were the temperature,
solvent concentration and average particle size. The response variables were the concentration of total phenols and
antioxidant capacity. The effect of process variables for both response variables was statistically significant. The total
concentration of phenols, measured under optimum conditions, was used to determine the best processing time. The
experimental data for phenol concentration fitted to a second order kinetics model. By comparison, to Rosmarinus
officinalis, the relative contents of oregano extracts, on total phenols (143.8%) and on antioxidant capacity (90.6 %)
obtained by hydro-ethanolic maceration at optimal conditions show that Mexican oregano is an alternative source for
phenolic substances with high antioxidant capacity.
Keywords: Mexican oregano, extraction, antioxidants, extraction kinetic model, response surface methodology.

1 Introducción

Actualmente la industria de los alimentos ha
mostrado un importante cambio en sus tendencias
de desarrollo hacia la generación de nuevos

productos, siendo algunos de ellos los llamados
alimentos funcionales, los productos nutracéuticos,
los productos fitoquı́micos y los alimentos prebióticos.
El creciente interés en los productos fitoquı́micos
se ha dado principalmente por la cada vez mayor
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desaprobación y desuso de aditivos y conservadores
sintéticos en los alimentos y en los procesos
alimenticios (Svoboda y col., 2006). Asimismo,
se ha incrementado el interés de utilizar productos
fitoquı́micos en dietas para consumo humano por su
reconocido efecto benéfico en la salud (Nash, 2004).

Los polifenoles son los compuestos fitoquı́micos
de mayor incidencia en el reino vegetal. Diversos
polifenoles tienen propiedades captadoras de radicales
libres, lo que les confiere actividad antioxidante,
misma que podrı́a estar relacionada con la prevención
de enfermedades cardiovasculares y de algunos tipos
de cáncer (Block, 2009).

La concentración de los antioxidantes presentes
de manera natural en los alimentos disminuye en
gran medida por efecto del procesamiento. Por
ello, generalmente es necesario suplementarlas
en los procesos de transformación. Los
antioxidantes más utilizados en la actualidad en la
industria alimentaria son sintéticos, tales como el
butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA),
terbutilhidroxiquinona (TBHQ) y propilgalato (PG), a
los que se les ha asociado con una dudosa seguridad
en su uso. Datos toxicológicos aconsejan mantener
precaución en su uso por indicios de daños hepáticos
asociados a periodos prolongados de ingesta (Engin
y col., 2011). Por ello, en la actualidad, se ha
incrementado notablemente el interés de encontrar
fuentes adecuadas de antioxidantes naturales, siendo
el Rosmarinus officinalis una especie que ha tenido
fuertes implicaciones comerciales a este respecto.

Numerosos estudios han demostrado que las
especias aromáticas presentan potentes actividades
antioxidantes, principalmente debido a la cantidad y
calidad de sus compuestos polifenólicos (Hossain y
col., 2011; Svoboda y col., 2006). Los compuestos
polifénolicos de diversas especias han mostrado tener
propiedades antimicrobianas, anticarcinogénicas,
antivirales, hipolipı́dicas, antimutagénicas, anti-
inflamatorias y protectoras de enfermedades
vasculares (Lampe, 2003; Srinivasan, 2005). Estos
efectos son de gran potencial benéfico e interés
para el hombre por sus aplicaciones biotecnológicas
(Babu y Savithramma, 2013; Odhiambo y col., 2014).
La amplia variedad de propiedades biológicas que
presentan los compuestos fenólicos de las especias,
los hace un interesante objetivo para optimizar su
extracción a partir de sus fuentes naturales.

El orégano mexicano (Lippia graveolens, HBK)
es una especie vegetal perteneciente a la familia de
las verbenaceas con amplia distribución en diferentes
estados de la República Mexicana. Esta especia es

ampliamente utilizada en México y Norteamérica
como parte de diversos platillos regionales, bebidas
alcohólicas y alimentos procesados. Las hojas han
sido también utilizadas como remedios herbales con
propósitos analgésicos, antiinflamatorios, antipiréticos
y antiespasmódicos (Pascual y col., 2001). Las
hojas, raı́ces y partes aéreas de esta planta han
sido reportadas por contener aceites esenciales, una
decena de iridoides, dos flavanonas (pinocembrina
y naringenina) y un naftoquinoide (lapachenol)
(Rastrelli y col., 1998). Lin y col. (2007), enfocaron
su trabajo en la caracterización de compuestos
flavonoides, encontrando la presencia mayoritaria de
los siguientes compuestos: Pentahydroxiflavanona-
A-Hexosido, 6-hidroxiluteonin 7-O-hexosido,
scutalarein 7-O-hexosido, luteolin 7-O- glucosido, 6-
hidroxiluteolin 7-O-ramnosido. 6-metilscutelareina,
pinocembrina y galangina. Por su parte, González
y col., (2007) reportaron la presencia de los
siguientes flavonoides: flavonol, kaempferol, pilosina,
cirsimaritina, hexosido de quercetina y naringenina.

A través del tiempo, se ha encontrado mayor
interés en investigaciones sistemáticas referentes a
la influencia de los parámetros de proceso en la
preparación de extractos a partir de productos que
contienen sustancias fenólicas (Cacace y Mazza,
2003; Gironi y Piemonte, 2011; Zhang y col.,
2012). Sin embargo, pocos estudios existen dirigidos
hacia la optimización de tecnologı́as extractivas
para sustancias antioxidantes naturales y más aún,
enfocadas al aprovechamiento de plantas de la familia
de las verbenaceas (Hossain y col., 2011).

La temperatura, el tamaño de partı́cula y el tiempo
de extracción se perfilan como los factores más
importantes que influencian la eficiencia de extracción
en términos de la calidad y rendimiento del producto
a obtener (Bucić-Kojić y col., 2007; Oreopoulou,
2003; Vázquez-Cárdenas y col., 2015). Esta eficiencia
también se ve significativamente afectada por la
composición del solvente (Gironi & Piemonte, 2011).
Vági y col. (2005), han demostrado la superioridad
del uso de solventes polares (etanol) sobre solventes
no polares (n-hexano) en la extracción de sustancias
antioxidantes, aún por encima de la metodologı́a
de extracción por fluidos supercrı́ticos con CO2 a
diferentes condiciones para Origanum majorana, una
especie vegetal también rica en antioxidantes polares.
Asimismo, diversos estudios se han enfocado hacia
la utilización de sistemas de extracción acelerada por
solventes (ASE) para extraer compuestos especı́ficos
a partir de especias obteniendo buenos resultados
(Herrero y col., 2005; Okuda y col., 2009; Zaibunnisa
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y col., 2009), sin embargo este método presenta aún
serias dificultades para su aplicación comercial.

Gironi y Piemonte (2011) y Garcı́a-Marquez y
col. (2012) han demostrado una mejor eficiencia de
extracción de polifenoles provenientes de la corteza
del árbol de nuez (Castanea sp) y hojas del muitle
(Justicia spicigera) respectivamente, con mezclas
binarias etanol-agua como medio de extracción con
respecto a los solventes puros. Este tipo de mezclas,
igualmente han sido seleccionadas por permitir la
extracción de componentes de diferente polaridad de
materias vegetales complejas y estar constituidas de
solventes no contaminantes al ambiente y de buena
seguridad en su uso, en concordancia con las buenas
prácticas de manufactura en alimentos.

Recientemente, el modelado de procesos
extractivos de principios activos presentes en materias
primas vegetales, ha cobrado especial interés como
una herramienta de cálculo y optimización para
diferentes procesos de extracción comerciales y de
investigación, tales como la percolación, la extracción
mediante fluidos supercrı́ticos y la extracción sólido-
lı́quido convencional, siendo esta última la de mayor
aplicación industrial (Oliveira y col., 2011; Simeonov
y Koleva, 2012)

Con el fin de determinar las condiciones óptimas
de proceso, en el presente trabajo se generó el modelo
experimental del proceso de extracción de polifenoles
presentes en el orégano mexicano mediante la
optimización de las variables de proceso en la
eficiencia de extracción y su efecto en la capacidad
antioxidante de los extractos mediante el método de
superficie de respuesta (MSR) por ser una técnica de
modelamiento estadı́stico que ha sido útil para evaluar
efectos simultáneos de diferentes variables de proceso
(Corona-González y col., 2013; Hernández-Dı́az y
col., 2013; Rodrı́guez-Bernal y col., 2014). Asimismo,
para conocer el tiempo de extracción que permita
obtener el 95 % del rendimiento máximo esperado, se
definió el modelo cinético de extracción mediante la
determinación de los principales parámetros cinéticos
de extracción bajo las condiciones óptimas halladas.
Los parámetros cinéticos calculados fueron: la
velocidad de extracción inicial, la constante de
velocidad de extracción y la concentración del soluto
en el equilibrio, comparando su representatividad con
respecto al modelo de segundo orden propuesto para
un sistema de extracción mediante maceración agitada
por lote.

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo
reportado en referencia al estudio sistemático del
proceso extractivo para esta especia por lo que

los resultados obtenidos sientan las bases para el
desarrollo de nuevos procesos que permitan un mejor
aprovechamiento de este recurso vegetal.

2 Materiales y métodos

2.1 Materia prima y reactivos

La hoja de orégano seco (Lippia graveolens HBK) se
obtuvo de la localidad de Huejuquilla, Jal., tras un
proceso tradicional de vareo y secado al sol durante
3 dı́as después del corte. Las muestras de Rosmarinus
officinalis fueron adquiridas en las empresas Especias
y Condimentos de México S.A. de C.V. (muestra 1)
y Bioextract S.A. de C.V. (muestra 2). Las muestras
vegetales procesadas mantuvieron un contenido de
humedad menor al 10.0 %, determinándose en cada
ensayo realizado. El reactivo de Folin-Ciocalteau,
trolox, ácido gálico y di(phenyl)-(2,4,6-trinitrophenyl)
iminoazanium (DPPH) fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich.

2.2 Metodologı́a de extracción

Para la obtención de extractos se utilizó el método de
maceración con agitación a temperatura controlada.
El sistema contó con reflujo para evitar pérdidas
por evaporación. Se utilizaron 450 mL de solvente
para cada tratamiento, conservando una relación
soluto:solvente de 1:20 (w/v). El tiempo de extracción
se mantuvo constante en 60 minutos con agitación
controlada de 300 rpm.

Se evaluaron 3 tamaños de partı́cula promedio
de posible uso común a nivel industrial: Hoja
entera (1.808 mm), quebrada (1.018 mm) y molida
(0.423 mm). Estos tamaños corresponden al
tamaño de partı́cula promedio y fueron obtenidos
mediante molienda en molino de martillos con cribas
intercambiables.

Se evaluaron 3 temperaturas de extracción: 25,
55 y 75°C, las cuales fueron mantenidas durante el
proceso de extracción en intervalos de ± 2°C.

Las soluciones hidroetanólicas ensayadas fueron al
30, 60 y 96% v/v, en contenido de alcohol y fueron
preparadas mezclando agua destilada y etanol (Merck)
grado reactivo.

2.2.1 Optimización de los parámetros del proceso
extractivo

Las condiciones óptimas de extracción se
determinaron mediante el Método de Superficie de
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Respuesta (MSR) utilizando el programa Statgraphics
4.0 para un modelo factorial 33, analizando el efecto
de las variables temperatura (T), tamaño de partı́cula
(Tp) y concentración de alcohol (Cr) en tres niveles
(-1.0, 0.0 y +1.0) sobre las variables respuesta:
concentración de fenoles totales (FT) y capacidad
antioxidante (DPPH). El diseño completo consistió de
27 corridas experimentales realizadas por duplicado
completamente al azar.

Los promedios de los datos obtenidos fueron
analizados ajustándose al modelo cuadrático siguiente:

y = βo +
∑

βiXi +
∑

βi jX2
i +
∑∑

βi jXiXi + ε

Donde y es la variable respuesta; Xi y X j son
las variables independientes, β0 es el coeficiente de
intersección; y βi, βii y βi j son los coeficientes para
los términos lineales, cuadráticos y de interacciones
o productos cruzados, respectivamente y ε es el error
experimental aleatorio.

Los modelos se generaron a partir del análisis
de regresión por mı́nimos cuadrados. Los gráficos
tridimensionales de superficie de respuesta fueron
generados por el software manteniendo una variable
en un valor fijo y variando las otras dos. La
significancia del modelo se evaluó a través del valor
P y la determinación del coeficiente de regresión (R2)
generado por el análisis de varianza (ANOVA). La
significancia de los términos del modelo se estableció
con un nivel de confianza del 95 %.

2.2.2 Cinética de extracción

La extracción sólido-lı́quido fue llevada a cabo en
un sistema de extracción por lotes en un reactor
de vidrio de 500 ml equipado con un sistema
de reflujo y agitación magnética a 300 rpm, bajo
las mejores condiciones de operación determinadas
(tamaño de partı́cula: 0.42 mm, temperatura: 75 °C y
concentración de alcohol: 57.7 % v/v). La cantidad
requerida de solvente se adicionó y se llevó a la
temperatura deseada. La cantidad de orégano seco se
colocó en el reactor y la mezcla se agitó durante 120
min. Las muestras fueron tomadas a intervalos de 10
minutos durante los primeros 30 minutos y de media
hora hasta completar el tiempo final de extracción.
Dichas muestras se analizaron en su contenido de FT,
previa filtración sobre papel Whatman No. 40. El
experimento fue llevado a cabo por duplicado.

2.2.3 Determinación del tiempo óptimo de proceso

En el presente trabajo se consideró que la
velocidad de extracción de sólidos solubles fue
dependiente del gradiente de concentración (Cs −Ct),
donde Cs y Ct fueron las concentraciones de FT
(mgAG/g) provenientes del orégano mexicano a
condiciones de equilibrio y a cualquier tiempo
“t”, respectivamente. Las constantes cinéticas se
determinaron experimentalmente aplicando el modelo
de extracción de segundo orden descrito por Ho y col.
(2005) y Qiu y col. (2009). Conforme este modelo, la
ecuación cinética de segundo orden para la velocidad
de extracción se describe por la Ec. (1):

dCt

dt
= k2(CS −Ct)2 (1)

donde k2 (g mgAG−1 min−1) es la constante de
velocidad de extracción de segundo orden. Separando
las variables e integrando la ecuación aplicando las
condiciones frontera Ct = 0 cuando t = 0 y Ct = Ct
para t = t se obtiene la Ec. (2):

Ct =
C2

S k2t

(1 + CS k2t)
(2)

Esta ecuación corresponde a la expresión de velocidad
integrada para reacciones de extracción de segundo
orden y puede expresarse en su forma lineal conforme
a la Ec. (3):

t
Ct

= (k2C2
S )−1 +

t
CS

(3)

La velocidad de extracción (Ct/t) puede ser obtenida
mediante el inverso de la ecuación anterior y la
velocidad de extracción inicial h (equivalente a Ct/t
cuando t se aproxima a 0) puede ser definida como
h = k2C2

s de tal manera que la ecuación anterior puede
ser expresada de acuerdo a la Ec. (4)

t
Ct

=
1
h

+
t

CS
(4)

De esta forma, la velocidad de extracción inicial
h, la capacidad de extracción Cs y la constante de
velocidad de extracción de segundo orden pueden
ser determinadas experimentalmente a partir de la
pendiente y el intercepto al origen graficando t/Ct en
contra de t.

El tiempo de extracción óptimo se determinó
mediante un arreglo de la Ec. 4, despejando el tiempo
y considerando una Ct = 0.95Cs.
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2.3 Métodos analı́ticos

2.3.1 Determinación del contenido de fenoles totales
(FT)

Esta determinación fue realizada mediante el ensayo
de Folin-Ciocalteu utilizando ácido gálico como
estándar de referencia. Las lecturas se realizaron en un
espectrofotómetro uv-vis a 750 nm (Liu y col., 2009).

2.3.2 Determinación de capacidad antioxidante
(DPPH)

La capacidad antioxidante de los extractos se
determinó con base en la técnica del 2,2-Diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH), expresado en porcentaje
de inhibición y/o miliequivalentes trolox (Molyneux,
2004).

3 Resultados y discusión

3.1 Optimización de las condiciones de
extracción

Una vez realizadas las corridas experimentales
correspondientes a la etapa de extracción, se
determinó para cada una de las muestras obtenidas
el contenido de FT en mg de ácido gálico por gramo
de orégano seco (mgAG/g), ası́ como el DPPH como
porcentaje de inhibición (% Inhib). Los resultados
obtenidos mostraron importantes variaciones en el
contenido de FT con valores mı́nimos cercanos a 25
mgAG/g hasta valores superiores a 100 mgAG/g.
Para el caso del DPPH, se obtuvieron porcentajes
de inhibición variantes del 12 hasta el 55 % (Tabla
1). Se considera que estas variaciones son producto
del efecto de las variables de proceso ensayadas
sobre el sistema de extracción a través de los
diversos fenómenos involucrados en ésta, tales como:

Tabla 1. Comparación entre los resultados estimados mediante el modelo de extracción y los obtenidos
experimentalmente.

 
 
 
 

Tabla 1/ Table 1 
 

  Variables de Proceso   Fenoles Totales (FT) 
 

Capacidad Antioxidante (DPPH) 

Corrida 

Tam. Part  Temp.   % EtOH  
 

F T (mg/g) F T (mg/g) %   DPPH (% Inhib) DPPH (% Inhib) % 

 (mm) (ºC)  (v/v)   exp calc Desv   exp calc Desv 

1 (+1) 1.808  (+1) 75 ( 0 ) 60   81.4 96.4 -15.5   44.7 46.5 -3.9 

2 ( 0 ) 1.018 ( 0 ) 55 (+1) 96 
 

57.7 57.5 0.2 
 

27.0 27.4 -1.2 

3 (-1) 0.423 ( 0 ) 55 ( 0 ) 60 
 

86.4 87.8 -1.5 
 

54.9 52.6 4.4 

4 ( 0 ) 1.018 ( 0 ) 55 ( 0 ) 60 
 

81.7 81.9 -0.3 
 

45.8 46.3 -1.0 

5 ( 0 ) 1.018 (-1) 25  -1) 30 
 

53.8 50.9 5.7 
 

29.3 27.9 5.1 

6 ( 0 ) 1.018 ( 0 ) 55 (-1) 30 
 

67.9 70.0 -2.9 
 

40.8 39.4 3.4 

7 ( 0 ) 1.018 (+1) 75 (-1) 30 
 

91.0 86.4 5.4 
 

41.8 40.5 3.1 

8 (+1) 1.808 (-1) 25 ( 0 ) 60 
 

62.9 56.8 10.7 
 

26.6 28.3 -6.3 

9 (+1) 1.808 ( -1) 25 (-1) 30 
 

42.0 45.2 -7.0 
 

18.1 19.7 -9.3 

10 (-1) 0.423 ( 0 ) 55 (+1) 96 
 

69.8 65.1 7.3 
 

33.2 33.1 0.4 

11 (-1) 0.423 (-1) 25 (-1) 30 
 

56.1 58.4 -3.9 
 

35.5 38.0 -6.5 

12 (-1) 0.423 (-1) 25 ( 0 ) 60 
 

77.6 73.3 5.9 
 

45.8 45.3 1.1 

13 ( 0 ) 1.018 (-1) 25 (+1) 96 
 

39.9 41.9 -4.7 
 

18.9 18.0 4.7 

14 (-1) 0.423 (+1) 75 ( 0 ) 60 
 

104.0 101.1 2.8 
 

54.1 50.8 6.5 

15 (+1) 1.808 ( 0 ) 55 (+1) 96 
 

57.8 51.8 11.7 
 

23.1 25.1 -8.0 

16 (+1) 1.808 (+1) 75 (+1) 96 
 

76.4 68.6 11.5 
 

33.5 27.6 21.6 

17 (+1) 1.808 (-1) 25 (+1) 96 
 

25.3 32.1 -21.1 
 

12.5 11.4 9.1 

18 (+1) 1.808 ( 0 ) 55 ( 0 ) 60 
 

76.9 78.4 -1.9 
 

37.7 43.2 -12.7 

19 (-1) 0.423 (+1) 75 (+1) 96 
 

69.9 77.2 -9.3 
 

31.3 30.6 2.5 

20 (+1) 1.808 (+1) 75 (-1) 30 
 

89.7 87.4 2.7 
 

39.6 39.7 -0.3 

21 (-1) 0.423 ( 0 ) 55 (-1) 30 
 

64.5 74.4 -13.4 
 

43.7 46.3 -5.6 

22 ( 0 ) 1.018 (+1) 75 ( 0 ) 60 
 

95.2 97.3 -2.1 
 

42.8 46.7 -8.2 

23 ( 0 ) 1.018 (-1) 25 ( 0 ) 60 
 

65.6 64.4 1.8 
 

39.9 35.7 11.8 

24 (-1) 0.423 ( +1 ) 75 (-1) 30 
 

91.8 88.8 3.4 
 

43.0 45.2 -4.8 

25 (-1) 0.423 (-1) 25 (+1) 96 
 

52.6 52.4 0.3 
 

23.8 27.0 -11.9 

26 (+1) 1.808 ( 0 ) 55 (-1) 30 
 

72.8 68.3 6.6 
 

40.6 35.7 13.6 

27 ( 0 ) 1.018 (+1) 75 (+1) 96   69.6 71.7 -2.7   21.4 27.0 -20.8 
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estabilidad y/o degradación de compuestos activos,
difusión interna y externa, solubilización y
selectividad de los compuestos fenólicos, ası́ como
sobre los fenómenos de adhesión lı́quido/sólido, cuyos
efectos combinados determinan la concentración final
de los compuestos fenólicos presentes en los extractos,
ası́ como su capacidad antioxidante.

El análisis de resultados mediante la aplicación
del método de superficie de respuesta mostró, en su
análisis de varianza, la significancia estadı́stica del
efecto de los tres parámetros de proceso ensayados,
ası́ como de la concentración de alcohol en un
nivel cuadrático, con un grado de confianza del 95
% (p <0.05) para ambas variables-respuesta (FT
y DPPH). Para FT, la temperatura resultó ser el
factor con mayor efecto positivo sin evidencia de
degradación térmica dentro de los niveles ensayados,
resultado acorde a lo obtenido por Santoyo y col.
(2009) y Zaibunnisa y col. (2009), quienes reportaron
este comportamiento para rendimientos de extracción
de compuestos fenólicos en diferentes variedades
vegetales mediante extracción por solvente acelerada.
Asimismo, Zgorka (2009) y Qu y col. (2014),
reportaron que la temperatura constituye el principal
efecto positivo en el rendimiento de extracción
para las concentraciones de isoflavonas obtenidas
del trébol (Trifolium L.) y las proantocianidinas
obtenidas de la cáscara de granada (Punica granatum),
respectivamente. Este hecho está principalmente
asociado al incremento de la solubilidad y las
velocidades de difusión de los compuestos por efecto
de esta variable. Para el caso de DPPH, se encontró
una contribución significativa de todos los factores de
manera lineal, ası́ como del efecto cuadrático de la
concentración de alcohol en la variable respuesta y
en menor medida, de los efectos combinados de la
temperatura (en su forma cuadrática) y de ésta con el
tamaño de partı́cula.

El análisis de regresión proporcionó las ecs. (5)
y (6) correspondientes al modelo ajustado para sus
efectos principales para las variables FT y DPPH
respectivamente. Estas ecuaciones corresponden
a modelos cuadráticos con un buen nivel de
ajuste considerando el diseño experimental aplicado
(R2=91.42% y 92.85% respectivamente), ambos con
una R2 ajustada mayor al 86.9 %. Asimismo,
las pruebas de falta de ajuste realizadas a los
modelos cuadráticos indican su adecuación hacia las
observaciones experimentales obtenidas con valores
de P mayores a 0.21 para un nivel de significancia del
5%.

FT = 12.3194− 19.9671TP + 0.2185T + 2.03996Cr

− 0.0163C2
r (5)

DPPH = 4.8669− 29.4072TP + 0.7608T + 1.2866Cr

+ 0.1824TPT − 0.0111C2
r (6)

En donde: Tp = Tamaño de partı́cula (mm), Cr =

Concentración de etanol (% v/v), T = Temperatura
(ºC), FT = Contenido de fenoles totales (mg ac.
gálico/g orégano seco), DPPH = Porcentaje de
inhibición (%).

En las Figuras 1a y 1b se muestra la gráfica
de efectos principales para la variable FT y DPPH
respectivamente, con un factor de inflación de varianza
para las variables y sus combinaciones menores
a 1.018 para ambos casos, lo que indica una
prácticamente nula posible confusión seria entre los
efectos. Como puede observarse, el contenido de
FT de los extractos obtenidos por maceración agitada
sólido-lı́quido se incrementó con la disminución del
tamaño de partı́cula y el aumento de la temperatura,
ası́ como a concentraciones de etanol cercanas al nivel
medio ensayado. Estas condiciones permitieron, en su
conjunto, obtener los mejores niveles de solubilidad,
selectividad, estabilidad y accesibilidad del solvente
hacia los compuestos fenólicos de interés, redundando
en la mayor eficiencia de extracción.

FIGURAS 
 
 
 
 

Figura 1a) / Figure 1a) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 1b) / Figure 1b) 

Fig. 1. Gráfico de efectos principales para
las variables fenoles totales FT (a) y capacidad
antioxidante DPPH (b).
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Fig. 2. Gráfica de superficie de respuesta para orégano
mexicano que muestra el efecto de la temperatura y la
concentración de etanol sobre los Fenoles Totales FT
(a) y la capacidad antioxidante DPPH (b).

Los resultados obtenidos con respecto al efecto de
la temperatura y la concentración de alcohol fueron
similares a los obtenidos por Hossain y col. (2011),
quienes aplicaron el método de extracción ASE para el
romero (Rosmarinus officinalis) a elevadas presiones
(3000 psi) y temperaturas (200ºC) utilizando una
mezcla metanol-agua, a una concentración de metanol
de 56% y temperatura de 129ºC, no probando el efecto
del tamaño de partı́cula a este respecto.

Resultados similares se observaron para la variable
DPPH con respecto al efecto de las variables tamaño
de partı́cula y concentración de alcohol. Sin
embargo, el efecto de la variable temperatura difirió
sensiblemente, no mostrándose valores mayores a
temperaturas elevadas. Este hecho indica que, aun
cuando existe un incremento del contenido de FT,
éstos presentan similar capacidad antioxidante quizás
debido a su posible conversión parcial a especies
de menor potencial antioxidante, como sucede con

el ácido carnósico que, al sufrir una hidroxilación
oxidativa, genera al carnosol, importante especie
quı́mica con aún considerable actividad antioxidante,
pero menor a la mostrada por su predecesor (Gray
y col., 1988). Por su parte, Kuzma y col.
(2014) reportaron que, en medios acuosos, algunos
compuestos polifenólicos y otros antioxidantes pueden
sufrir algunos cambios fı́sico-quı́micos que inducen la
degradación parcial de los mismos, lo cual provoca
diferentes grados de supresión en su capacidad
antioxidante.

En la Figura 2 se muestran las gráficas de
superficie de respuesta que permiten observar el efecto
de la concentración de etanol y la temperatura sobre
la concentración de FT (Fig. 2a) y DPPH (Fig.
2b) obtenidos para un tamaño de partı́cula fijo. En
estos gráficos pueden verificarse comportamientos
similares para ambas variables respuesta (FT y DPPH)
principalmente en el efecto cuadrático obtenido con
un máximo para concentraciones de alcohol cercanas
a los 60 % v/v. En lo que se refiere al efecto de la
temperatura, cabe hacer notar que las temperaturas
elevadas, aun cuando permiten obtener mayores
concentraciones de FT, éstos no muestran en su
conjunto mayores valores de capacidad antioxidante.

En la Tabla 2 se muestran los valores óptimos
correspondientes a las variables de proceso ensayadas
para las variables de respuesta FT y DPPH, ası́
como los valores óptimos generados para las variables
respuesta: FT de 101.23 mg/g y DPPH de 52.95
% de inhibición (equivalente a la producida por
una concentración de 135.0 mg trolox/g de hoja
seca). Los modelos generados fueron validados
experimentalmente por triplicado, obteniendo valores
para las variables de respuesta con variaciones
menores al 2.7%.

Los resultados estimados mediante el modelo
contra los obtenidos en forma experimental para el
total de corridas realizadas y para ambas variables
respuesta son muy semejantes a los calculados,
con desviaciones promedio de 6.02 % y 6.93 %
para FT y DPPH respectivamente, con respecto
a los valores estimados por el modelo (Tabla 1).

Tabla 2. Condiciones de proceso óptimas obtenidas mediante metodologı́a de superficie de respuesta MSR.

Parámetro Fenoles Totales FT Cap. Antiox DPPH

Temperatura (ºC) 75 58.9
Contenido de etanol (%, v/v) 57.7 53.9

Tamaño de partı́cula promedio (mm) 0.42 0.43
Valor óptimo (mgAG/g, % Inhibición) 101.2 52.9
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De manera general, puede observarse que la
concentración de FT tiende a incrementarse por efecto
del incremento de la temperatura y de la disminución
del tamaño de partı́cula, ası́ como a concentraciones
de etanol cercanas al 60%. Cabe hacer notar que
concentraciones de alcohol del 30% v/v generan
mayor concentración de FT que las logradas con
etanol al 96% v/v. En referencia al DPPH, en general
se observan mejores capacidades antioxidantes a
temperaturas cercanas a los 55°C, bajos tamaños de
partı́cula y concentración de alcohol intermedias.

Se considera que las condiciones óptimas de
proceso son aquellas encontradas para la variable
FT dado que estas condiciones generan valores de
DPPH equivalentes al 96.3 % del máximo esperado
(52.9 %). Por el contrario, las condiciones óptimas
para la variable DPPH sólo generan el 88.7% de la
concentración de FT máxima encontrada.

En referencia a los valores óptimos encontrados,
el valor de FT obtenido es muy similar al valor
optimizado (101.70 mg/g) reportado por Hossain y
col. (2011) para el Rosmarinus officinalis obtenidos
a las condiciones óptimas por ellos reportadas
mediante extracción ASE y considerablemente mayor
a los reportados para esa especia por otros autores
con diferentes métodos y medios de extracción,
incluyendo extracción con etanol en multietapa
asistido con ultrasonido (29.9 mg AG/g) y mediante
extracción por fluidos supercrı́ticos (Irmak y col.,
2010; Mulinacci y col., 2011). Para el caso del
orégano mexicano, un informe no indizado reporta
una concentración de FT equivalente a 31.92 mgAG/g
para extractos obtenidos mediante la utilización de un
equipo Soxhlet con mezcla 1:1 hexano:acetato de etilo
como medio de extracción.

La capacidad antioxidante obtenida bajo
condiciones óptimas, fue 58 % superior a la reportada
por Tsimogiannis y col. (2006) para extractos de
orégano griego (Origanum heracleoticum) obtenidos
mediante extracción tipo Soxhlet con etanol como
medio disolvente; ası́ como 2.5 veces superior con
respecto a la reportada por Cavero y col. (2006) para
el Origanum vulgare extraı́do mediante tecnologı́a de
fluidos supercrı́ticos (250 bar, 40°C), aplicando esta
misma técnica de detección (DPPH), pero utilizando
ácido ascórbico como antioxidante de referencia.

Hossain y col. (2011) reportó una capacidad
antioxidante para el extracto metanólico de
Rosmarinus officinalis (obtenido bajo condiciones
óptimas) equivalente a 253.5 mg de trolox/g de hoja
seca, medido mediante la técnica de FRAP (ferric
reducing antioxidant power). Cabe mencionar que,

una misma muestra analizada puede mostrar valores
de capacidad antioxidante muy disı́mbolos en función
de la técnica utilizada dado que en cada caso se
determinan propiedades o mecanismos antioxidantes
diferentes del metabolito de interés (Fernández-
Pachón y col., 2006). Asimismo, puede haber
variación de resultados en función del antioxidante
de referencia utilizado, ası́ como de las condiciones y
tiempos de reacción aplicados.

Con el fin de contar con un mejor marco de
referencia, muestras secas de Rosmarinus officinalis
provenientes de 2 diferentes casas comerciales,
extraı́das y analizadas en nuestro laboratorio bajo
las condiciones óptimas para obtención de FT,
mostraron concentraciones de FT de 33.15 y 70.36
mg AG/g y capacidades antioxidantes de 40.23 y
149.29 mg trolox/g, correspondientes a porcentajes
de inhibición de 15.8 y 58.6 %, respectivamente.
Aun cuando estos resultados fueron muy diferentes
entre sı́, indicándonos el posible impacto del control
en las condiciones de cultivo y de secado a la que
se haya sometido el material vegetal (Mulinacci y
col., 2011; Rochı́n-Wong y col., 2013; Morales-
Delgado y col., 2014), nos permiten perfilar al
orégano mexicano como una promisoria fuente de
sustancias polifenólicas con considerable capacidad
antioxidante (Shekarchi y col., 2012) con un contenido
del 144 % y 91 % con respecto a los valores de
FT y DPPH obtenidos para Rosmarinus officinalis,
respectivamente.

3.1.1 Determinación del tiempo óptimo de proceso

La cinética de extracción de fenoles totales (FT)
del orégano mexicano a las condiciones óptimas
ensayadas, mostró un rápido incremento inicial en
la concentración de estos compuestos en el extracto,
produciéndose posteriormente una disminución en
la velocidad de acumulación tendiendo hacia su
estabilización con respecto al tiempo (Fig. 3). Los
datos obtenidos de la extracción de FT se ajustaron
a un modelo cinético de segundo orden (R2= 0.998).
La figura 4 muestra los resultados de t/Ct contra el
tiempo en su forma lineal (Ec. 4), donde Ct es la
concentración de FT correspondiente a cada tiempo t.

El modelo de segundo orden se ajustó
adecuadamente al proceso de extracción experimental.
A través del análisis de la pendiente y ordenada al
origen (Ec. 4) se obtuvo un valor de Cs equivalente a
103.09 mgAG/g, (valor acorde al valor experimental
obtenido), una velocidad inicial de extracción (h) de
56.18 mgAG/g min y una constante de velocidad
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Fig. 3. Cinética de extracción de fenoles totales FT
para orégano mexicano a condiciones óptimas.
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Fig. 4. Modelo de segundo orden aplicado a la cinética
de extracción de fenoles totales FT a partir del orégano
mexicano a condiciones óptimas.

de extracción de segundo orden (k2) equivalente a
5.3 × 10−3 (g/mgAG min), con un buen coeficiente
de correlación (R2=0.998), lo que nos permitió
considerar que este modelo puede ser utilizado para
expresar adecuadamente el proceso fisicoquı́mico de
extracción.

El tiempo óptimo de extracción se calculó
considerando como tiempo óptimo a aquel que nos
permita obtener el 95 % del rendimiento máximo
esperado (Cs), siendo éste de 34.7 minutos, mismo
que fue validado mediante corridas por triplicado
obteniendo desviaciones menores al 3.4%.

El tipo de modelo determinado es acorde al
reportado por Chan y col. (2014) quienes indican que
el modelado mediante leyes de velocidad quı́mica es
adecuado para representar extracciones con solvente
por lote convencional y asistido con ultrasonido.

A este respecto, Harouna-Oumarou y col. (2007)
indicaron que la cinética de extracción sólido-lı́quido
acuosa de Tilia platyphyllos, aun cuando podı́a ser
representada por un modelo cinético de pseudo primer
orden en dos etapas, el proceso global quedaba mejor
representado por un modelo cinético de segundo
orden.

Modelos de extracción de segundo orden también
han sido reportados como representativos para
procesos de extracción de compuestos fenólicos
mediante técnicas de extracción convencionales y
asistidas por ultrasonido a partir de la cáscara de
granada (Pan y col., 2011; Qu y col., 2010), ası́
como para el proceso de extracción de alcaloides
(protopina) a partir de la especie vegetal Fumaria
officinalis (Rakotondramasy-Rabesiaka y col., 2009).

Cuando un modelo de segundo orden representa a
un proceso de extracción, sugiere que dicho proceso
involucra la consecución de dos diferentes etapas: 1)
Existe una remoción inicial rápida de las moléculas
más solubles que son desprendidas de la superficie con
una posterior reorganización en la superficie sólida
y 2) Existe una disminución en la velocidad de
extracción controlada por un mecanismo de difusión
por pelı́cula, ası́ como por un mecanismo de difusión
del soluto entre las partı́culas sólidas. Harouna-
Oumarou y col. (2007) mencionan que en esta etapa
también puede existir la remoción de moléculas menos
solubles y/o la hidrólisis parcial de los compuestos
orgánicos extraı́dos. Adicionalmente, Covelo y col.
(2004) también observaron que en esta segunda etapa,
la velocidad de extracción fue más baja dado que
existe una posible modificación de la estructura sólida,
provocando cambios negativos en la transferencia de
masa y la velocidad de extracción de los solutos.

El modelo obtenido muestra gran similitud con
la ecuación utilizada para representar las cinéticas
de adsorción, por lo que la extracción sólido-lı́quido
puede ser considerada como la operación opuesta
al fenómeno de adsorción (Ho y col., 2005) cuya
interpretación, asimismo, involucra la consideración
de dos o más diferentes mecanismos de transferencia.

Conclusiones

El orégano mexicano, con referencia al Rosmarinus
officinalis, constituye una adecuada fuente de
sustancias polı́fenólicas con elevada capacidad
antioxidante. La extracción mediante maceración
agitada bajo condiciones óptimas, utilizando mezclas
hidro-etanólicas como medio disolvente, permite
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obtener una alta concentración de dichos compuestos
fenólicos asociada a una alta capacidad antioxidante.
Los parámetros de proceso con mayor efecto en el
rendimiento de extracción fueron la temperatura, la
concentración de alcohol y el tamaño de partı́cula.
El efecto de estas variables sobre la eficiencia de
extracción pudo representarse mediante un modelo
cuadrático validado que permitió optimizar el proceso
extractivo para obtener extractos con un contenido
de FT cercanos a los 101 mg AG/g de orégano seco,
siendo los valores optimizados de las variables de
proceso las siguientes: temperatura: 75ºC, tamaño de
partı́cula: 0.42 mm y concentración de etanol: 57.7 %.

El tiempo óptimo de extracción, determinado
mediante la cinética de extracción de fenoles totales,
utilizando un sistema de extracción por lote bajo
condiciones óptimas, fue de 34.7 min. La
cinética de extracción se representó adecuadamente
por un modelo cinético de segundo orden, similar
a los modelos obtenidos para el proceso de
quimio-adsorción en su forma opuesta, en donde
frecuentemente se involucran fuerzas de valencia entre
el soluto y el solvente.

Nomenclatura
FT concentración de fenoles totales

(mgAG/g)
DPPH capacidad antioxidante (% inhib, mg

Tx/g)
T temperatura (°C)
Tp tamaño de partı́cula (mm)
Cr concentración de etanol (% v/v)
Cs concentración de fenoles totales en

equilibrio (mgAG/g)
Ct concentración de fenoles totales para

cada tiempo t
k2 constante de velocidad de extracción de

segundo orden (g mgAG−1 min−1)
h velocidad de extracción inicial (mgAG/g

min)
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