
REVISTA BOLIVIANA DE QUÍMICA
ISSN 0250-5460 Rev. Bol. Quim. Paper edition
ISSN 2078-3949 Rev. boliv. quim. Electronic edition
Quiroz Velásquez et al. RBQ Vol. 34, No.1, pp. 33-39, 2017

Downloadable from: Revista Boliviana                          de Química. Volumen 34 Nº1. Año 2017

http://www.bolivianchemistryjournal.org, http://www.scribd.com/bolivianjournalofchemistry
33

QUANTIFICATION BY HPLC OF THYMOL
AND CARVACROL CONTENT IN LIPPIA

GRAVEOLENS HBK S.L., NATIVE FROM
REYNOSA, TAMAULIPAS, MÉXICO

CUANTIFICACIÓN POR HPLC DEL
CONTENIDO DE TIMOL Y CARVACROL

EN LIPPIA GRAVEOLENS HBK S.L.,
NATIVA DE REYNOSA, TAMAULIPAS,

MÉXICO

Full original article

Jesús Di Carlo Quiroz Velásquez, Alejandro Sánchez Varela, Jorge A. Torres Ortega,
Jesús G. García Olivares, Ángel Salazar Bravo, J. Luis Hernández Mendoza*

Laboratorio de Biotecnología Experimental - Centro de Biotecnología Genómica del Instituto Politécnico
Nacional IPN, Boulevard del Maestro s/n esq. Elías Piña, Col. Narciso Mendoza, Cd. Reynosa, Tamaulipas,
C.P. 88710, México, phones: Institution network +52(55)5729 6000, Ext.87749, Fax: 87746 y 87766, Direct:
+52(899)9243627, jquiroz@ipn.mx, asanchezv@ipn.mx, jatorreso@ipn.mx, jggarcia@ipn.mx,
asalazarb@ipn.mx, jhernandezm@ipn.mx.

Keywords: Lippia graveolens HBK s.l., Detection, HPLC, Quantification.

ABSTRACT

Most of the studies in Tamaulipas Lippia graveolens HBK s.l., are based on agronomic conditions; therefore, it is of
interest to carry out studies of the quality of its essential oils depending on the content of thymol and carvacrol. The
optimized methodology included, the use of a HPLC Hewlett Packard System ® Model 1100, the column employed
is RP-C18, 150 mm long and 4.6 mm internal diameter detector is set to a wavelength of 280 nm, with an injection
volume 20µL, flow 1.0 mL / min, 10 min run time. The samples come from Reynosa, Tamaulipas, identified as Rey
01-A, Rey 01-B (Oxford site) contain on average 49.92 ppm and 19.92 ppm carvacrol and thymol, Viad 01-A, Viad
01-B (Viaducto site) contain on average 53.04 ppm and 11.65 ppm carvacrol and thymol, and Rey 02-A, Rey 02-B
(Esfuerzo site) containing on average 102.32 ppm and 0.0 ppm carvacrol and thymol respectively. The chemical
composition that was present in the population of Lippia graveolens HBK s.l., present in the municipality of Reynosa
Tamaulipas belongs to the chemotype Carvacrol, with the ability to inhibit the growth of bacterial strains, and can be
used as an additive to prevent contamination in food.

*Corresponding author: jhernandezm@ipn.mx

RESUMEN

Spanish title: Cuantificación por HPLC del contenido de timol y carvacrol en Lippia graveolens HBK
s.l., nativa de Reynosa, Tamaulipas México. La mayoría de los estudios en Lippia graveolens HBK s.l., de
Tamaulipas se basan en condiciones agronómicas; por tanto, es de interés realizar estudios de la calidad de sus
aceites esenciales dependiendo del contenido de timol y carvacrol. La metodología optimizada incluyo, el uso de un
HPLC Hewlett Packard System ® Modelo 1100, la columna empleada fue RP-C18, 150 mm de largo y 4,6 mm de
diámetro interno; el detector se estableció en una longitud de onda de 280 nm, con un volumen de inyección de 20
μL, el flujo 1,0 ml/min, el tiempo de funcionamiento fue de 10 min. Las muestras procedentes de Reynosa,
Tamaulipas, identificadas como Rey 01-A, Rey 01-B (sitio de Oxford) contienen en promedio 49,92 ppm y 19,92
ppm de carvacrol y timol, Viad 01-A, Viad 01-B (sitio Viaducto) Promedio de 53,04 ppm y 11,65 ppm de carvacrol
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y timol, y Rey 02-A, Rey 02-B (sitio de Esfuerzo) que contiene en promedio 102,32 ppm y 0,0 ppm de carvacrol y
timol, respectivamente. La composición química presente en la población de Lippia graveolens HBK sl, endémica en
el municipio de Reynosa Tamaulipas, pertenece al quimiotipo Carvacrol, con la capacidad de inhibir el crecimiento
de cepas bacterianas y puede ser utilizada como aditivo para prevenir la contaminación en comida.

INTRODUCCION

Los compuestos químicos principales del orégano son el timol, carvacrol y p-cimeno; los cuales son fáciles de
obtener por medio de la extracción del aceite esencial; a estos se les atribuyen actividades antioxidantes y
antimicrobianas, además que son los responsables del olor y sabor característico (Silva Vázquez & Dunford, 2005
[1]). Los alimentos orgánicos están adquiriendo gran relevancia debido a la tendencia de utilizar en la elaboración de
alimentos preparados sustancias naturales como conservadores, potencializadores de sabor y aromatizantes, entre
otros (Ávila-Sosa et al., 2010 [2]). Por esta razón, uno de los principales enfoques actuales en la industria alimentaria
es el uso de especies vegetales con fotoquímicos que ayuden en la preservación y mejoramiento del aspecto del
alimento. México, por su ubicación geográfica, características orográficas y climáticas es uno de los principales
países productores de especias en el mundo (Meléndez et al., 2009 [3]). Poco se sabe de los verdaderos tesoros que
guardan los desiertos y semidesiertos mexicanos; su biodiversidad es de las más ricas del mundo, en cuestión de
especies vegetales, siendo una de las más utilizadas en el arte culinario nacional, debido a su amplia gama de olores,
aromas y sabores. (Silva Vázquez, 2003 [4]). El orégano es una herbácea, perenne y aromática ampliamente
distribuida en el mundo (Mata-González y Meléndez-González, 2005 [5]). Taxonómicamente se representa en cuatro
familias: Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae y Verbenaceae, siendo las dos últimas las más reconocidas (Kintzios,
2002 [6]). En base a criterios morfológicos, el género Origanum se ha clasificado en tres grupos, 10 secciones, 38
especies, seis subespecies y 17 híbridos. Lawrence en 1984 [7], reportó cuatro grupos de orégano comúnmente
usados con propósitos culinarios: el griego (Origanum vulgare spp. Hirtum) (Ietswaart), el español (Coridohymus
capitatus (L.) Hoffmanns), el turco (Origanum onites L.) y el mexicano (Lippia graveolens Kunth). La producción
global se estima alrededor de 15,000 toneladas, siendo México el segundo país productor después de Turquía (García
et. al. 2012 [8]). El estado de Tamaulipas cuenta con una gran biodiversidad que incluye zonas áridas cubiertas por
matorrales espinosos, zonas húmedas bajas y calientes con vegetación tropical, zonas subalpinas con vegetación de
alta montaña, zonas montañosas con vegetación arbórea, zonas inundables y de dunas costeras con vegetación
halófila, además de ambientes acuáticos tanto lénticos como loticos (Treviño y Valiente, 2005 [9]). Esta gran
variedad de vegetación se traduce en una amplia riqueza potencial presente en la región. En Tamaulipas existen
especies de importancia económica por los usos que se les confiere, algunas de estas especies, conocidas con el
nombre de orégano, son: Lantana involucrata, Lantana velutina, Lippia graveolens y Poliomintha longiflora
(Benavides, 1989 [10], Conacyt-Conafor, 2006 [11]; Huerta, 1997 [12]) y se distribuye principalmente en zonas
áridas y semiáridas que se ubican en los municipios de: Jaumave, Bustamante, Miquihuana, Tula, Llera, Victoria,
Casas, Burgos, Méndez, Padilla, Hidalgo, San Carlos, San Nicolás y Cruillas (Quezada, et al. 2011 [13]). La mayor
parte de los estudios en el orégano de Tamaulipas están basados en las condiciones agronómicas, por lo que, el
objetivo del presente estudio es cuantificar mediante el uso de Cromatografía liquida de Alta Resolución (HPLC), el
contenido de timol y carvacrol, de poblaciones naturales de orégano del municipio de Reynosa Tamaulipas.

RESULTADOS

Identificación y linealidad

Los tiempos de retención de los estándares utilizados, para realizar la evaluación de los quimiotipos en HPLC, se
obtuvieron a los 7.6 min., para el carvacrol y a los 8.6 min., para el timol. Por otra parte, para la estimación de los
resultados, se realizó la curva de calibración, construida a partir de intervalos de disoluciones que contienen
concentraciones en función del analito para cuantificarlo, obteniendo valor de R2 de 0.95, la representación gráfica,
se muestra en las figuras 1 y 2.
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Límites de detección y cuantificación

El límite de detección (LD), es decir la mínima concentración de detección del analito, fue calculada en 20.0, 8.77
ppm, para carvacrol y timol, respectivamente. El límite de cuantificación o determinación (LC), que sirve para
obtener la mínima cantidad del analito presente en un compuesto, fue realizado, teniendo como resultado 23.8, 10.64
ppm, para carvacrol y timol, respectivamente.

Figura 1. Curva de calibración para el quimiotipo carvacrol

Figura 2. Curva de calibración para el quimiotipo timol
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Cuantificación de los extractos de Lippia graveolens HBK s.l.

Se encontró que las muestras identificadas como Rey 01-A, Rey 01-B (sitio 1 Oxford) contiene en promedio 49.92
ppm y 19.92 ppm de carvacrol y timol respectivamente, mientras que las muestras Viad 01-A y Viad 01-B (sitio 3
Viaducto) contienen en promedio 53.04 ppm de carvacrol y 11.65 ppm de Timol. Por otro lado, Rey 02-A y Rey 02-
B (sitio 2 Unidad y Esfuerzo) contienen 102.32 ppm de carvacrol y 0.0 ppm de timol. Los resultados obtenidos en
este trabajo mostraron que Lippia graveolens HBK s.l. acumula concentraciones más elevadas de carvacrol que de
timol (figura 3).

Figura 3. Cuantificación de carvacrol (barras oscuras) y timol (barras claras), en muestras obtenidas de Reynosa Tamaulipas,
en la muestra de Reynosa 02, se cuantificaron en promedio 102 PPM, siendo la de mayor capacidad antifúngica.

DISCUSION

Rueda de León et al. (2013) [14] reportaron, valores aproximados de 4.605ppm (240mAU) y 12.375ppm (350mAU)
de timol y carvacrol respectivamente, en Lippia berlendieri. Mientras que los resultados obtenidos en este trabajo
mostraron que Lippia graveolens Kunth s.l., de la zona Norte del estado de Tamaulipas, acumula concentraciones
más elevadas de carvacrol [C6H3CH3(OH)(C3H7)] que de timol. En el trabajo de Valenzuela et al (2012) [15], se
observó que el extracto esencial de orégano con alto contenido de carvacrol, es una alternativa profiláctica o
complemento viable a los antibióticos comerciales, para el tratamiento de camarones en cultivo contra bacterias
patógenas u oportunistas. Burt et al., 2007 [16] realizo una investigación, en la que demostró que, durante un periodo
de incubación por toda una noche, en presencia de carvacrol, previene el desarrollo de flagelo en E. coli O157:H7.

El timol, (2-isopropil-5-metilfenol), ha sido reportado como agente antimicrobiano de los aceites esenciales.
(Lambert et al., 2001 [17], Falcone et al.; 2005 [18]; 2007 [19]). Se reporta que el aceite esencial del orégano
silvestre del Alto Patía corresponde a un quimiotipo muy rico en timol, resaltando el potencial de aprovechamiento
industrial que puede tenerla acción antimicrobiana y que la sensibilidad al timol es dependiente de factores como el
tipo de microorganismo, pH del medio, y temperatura de incubación (Falcone et al., 2005 [18], Arango et al., 2015
[20]).

Los materiales aquí reportados, de acuerdo a sus contenidos corresponden al quimiotipo carvacrol. Esta
detección es relevante pues este compuesto tiene función como antibacteriano y un amplio uso como aditivo en la
conservación de la vida de anaquel de los alimentos (Arana-Sánchez et al., 2010 [21]; Rocha-Guzmán et al., 2007
[22]; Martínez-Velázquez et al., 2011 [23]).
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EXPERIMENTAL

Recolección del material vegetal de Lippia sp.

Se seleccionaron 3 sitios de muestreo en el municipio de Reynosa, Tamaulipas, México; de acuerdo a estudios
observacionales realizados por el Laboratorio de Biotecnología Experimental del CEBIOGEN-IPN, etiquetados
como: Rey 01-A y Rey 02 (sitio 1 Oxford) Viad 01-A y Viad 01-B (sitio 3 Viaducto) y Rey 02-A y Rey 02-B (sitio 2
Unidad y Esfuerzo). La distribución geográfica de los sitios se muestra en la Figura 4
(https://www.google.com.mx/maps/).

Figura 4. Sitios de colecta en el municipio de Reynosa, Tamaulipas. (mapa realizado a través de la herramienta:
https://www.google.com.mx/maps/).

El material vegetal colectado, fue separado cuidadosamente, una muestra de la planta fue herborizada y enviada para
su identificación taxonómica al Herbario del Centro Interdisciplinario De Investigación para el Desarrollo Integral
Regional, Unidad Durango del Instituto Politécnico Nacional, obteniendo la confirmación de la especie como Lippia
graveolens Kunth s.l., la otra fracción del follaje para el análisis se dejó secar a 30°C durante 72 horas.

Tratamiento de la muestra

Las hojas colectadas de L graveolens Kunth s.l., fueron lavadas para eliminar los contaminantes que pudieran
interferir con él ensayo. Para el proceso de desinfección, el material vegetal se colocó en un recipiente esterilizado
con una solución de hipoclorito al 3%, dejándolo reposar por 5 min; posteriormente se enjuago con agua destilada
para eliminar los residuos de cloro.

Obtención de extractos etanólicos.

Se procedió a realizar la extracción de metabolitos, empleando 10g de orégano seco colocados en un vaso de
precipitado de 250 mL y añadiendo 100 mL de etanol absoluto; se cubrió el vaso con papel parafilm® y se dejó
reposar durante 72 h. Los extractos obtenidos fueron filtrados con acrodiscos® LC PVDF con una membrana de 0.45
µm de porosidad y 25 mm de diámetro; finalmente fueron colocados en frascos de vidrio ámbar, para evitar que se
degradaran y se almacenaron en refrigeración a 4 ºC.

Condiciones cromatografías

La muestra fue depositada en microtubos de 1.5 mL y centrifugada a 10000 rpm durante 3 minutos, enseguida se
transfirió a viales (Agilent Technologies 5182-0553). Considerando lo descrito previamente por Hajimehdipoor, H.,
et al., 2010 [24], Tellez, L., et al., 2014 [25]; se realizaron las adecuaciones pertinentes, de acuerdo al objetivo del
estudio y el equipo de cromatografía de líquidos de alta presión (HPLC, Hewlett Packard ® modelo 1100, Ramsey,
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Minnesota, 55303 USA),se ajustó por 60 min con la fase móvil constituida por metanol grado HPLC y agua mili-Q
(CH3CH): H2O (50:50), fue calibrado con estándares de timol y carvacrol ambos de sigma® a 100 partes por millón
(ppm), a una temperatura de 30°C, flujo de 1 mL/min y 280 nm, columna RP-C18 (Beckman Ultrasphere ®) de 150
mm de largo y 4.6 mm de diámetro interno y con tamaño de partícula de 5 m, el volumen de inyección de todas las
muestras y estándares fue de 20 µL y un tiempo de corrida para las muestras de 10 min.

Linealidad y Cuantificación

La verificación de la distribución normal de los resultados, se evaluó con la linealidad a través de la relación entre la
concentración del timol/carvacrol y la absorbancia del detector de HPLC. La línea de calibración fue realizada tanto
para timol como para carvacrol, y de esta manera conocer la extensión de la variabilidad total de la respuesta que
puede ser explicada por el modelo de regresión lineal (Hajimehdipoor, H., et al., 2010 [24], Tellez, L., et al., 2014
[25]).

La cuantificación de la concentración de timol y carvacrol, se determinó a través de un factor de trabajo que se
obtuvo dividiendo la concentración del estándar de trabajo (ppm) entre las Mili-Unidades de absorbancia (mAU) del
área en el estándar. Posteriormente se obtuvieron los valores de la muestra y se multiplicó el respectivo factor del
estándar por el área de la muestra problema.

CONCLUSIONES

La composición química que se presentó en la población de Lippia graveolens HBK s.l., presente en el municipio de
Reynosa Tamaulipas, pertenece al quimiotipo Carvacrol de acuerdo al resultado de los análisis en HPLC; la
estandarización del método analítico, representa una vía para el uso y manejo adecuado del cultivo de acuerdo a la
región donde se siembra, permitiendo su explotación a nivel alimentaria y uso farmacéutico como agente
antimicrobiano.
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