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RESUMEN

El uso de los aceites esenciales para aromatizar alimentos presenta una larga
trayectoria, usdndose desde la antigliedad en las diversas civilizaciones. En la actualidad
se ha ido incrementando el interés en la utilizacion de conservadores naturales debido al
conocimiento de diversos estudios que demuestran los efectos nocivos de los productos
alimenticios a los que se incorporan aditivos quimicos o sintéticos. Es principalmente
este motivo el que ha hecho que los aceites esenciales derivados de plantas y especias se
hayan estudiado en profundidad y se hayan evaluado para su uso como agentes
antioxidantes y antibacterianos. En nuestro trabajo se ha llevado a cabo el analisis de los
aceites esenciales ecologicos de hinojo (Foeniculum vulgare), perejil (Petroselium
crispum) y lavanda (Lavandula offcinalis), comparados con el aceite esencial de lavanda
producida en agricultura convencional. Para ello se ha evaluado su composicion
quimica, contenido en fenoles totales, propiedades antioxidantes mediante diferentes
métodos, y actividad antibacteriana frente a Listeria inocuay Pseudomonas
fluorescens. Todos presentaron propiedades antioxidantes, en mayor o menor medida
en funcion del mecanismo de capacidad antioxidante evaluado, asi, el aceite de perejil
resultd pro-oxidante al evaluar el indice del &cido tiobarbiturico. Respecto a la
capacidad antimicrobiana todos mostraron inhibicion de L. inocua, pero ninguno de
ellos resultd efectivo contra P. fluorescens. Las diferencias observadas para algunos
parametros entre las lavandas analizadas no pudieron explicarse por el origen ecolégico

0 convencional del cultivo.



ABSTRACT

The use of essential oils for flavoring food has a long history, they have
been used since ancient times in various civilizations. Nowadays, there is an increasing
interest in the use of natural preservatives for foods, given the widespread sense that
consumers rather prefer natural products due to safety concerns about synthetic
chemicals. In this scenario, essential oils derived from plants and spices have been
studied extensively and have been evaluated for use as antioxidants and antibacterial
agents. In our work, it has been carried out the analysis of essential oils from organic
grown fennel (Foeniculum vulgare), parsley (Petroselium crispum)and lavender
(Lavandula offcinalis), as well as conventionally grown lavender. Chemical
composition, total phenol content, antioxidant properties by different methods,
andantimicrobial properties against Listeria inocua and Pseudomonas fluorescens have
been evaluated. All essential oils showed antioxidant properties, depending on the
evaluated mechanism, parsley essential oil showed pro-oxidant properties as assessed
by thiobarbituric acid test. Regarding antimicrobial properties, all of them showed
inhibitory activity against L. inocua, but none was able to inhibit P. fluorescens. None
relevant differences could be explained by the organic or conventional origin of

lavender.
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“Sin importar que tan urbana sea nuestra vida,
nuestros cuerpos viven de la agricultura; nosotros
venimos de la Tierra y retornaremos a ella, y es asi que
existimos en la agricultura tanto como existimos en

nuestra propia carne.”

Wendell Berry
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1.- INTRODUCCION

1.1.- Alimentos ecoldgicos en Espafia.

La produccién ecolégica puede ser definida como una técnica que nos ofrece
alimentos con propiedades nutricionales y organolépticas de mayor calidad y mas
saludables, a la vez que contribuye a preservar el medio ambiente en el &mbito rural y
al fomento de la biodiversidad. Para ello, este sistema esta basado en una serie de
principios encaminados a unas practicas de cultivo y manejo comunes disefiadas para

mermar el impacto humano en el medio ambiente.

La diversidad de numerosas especies, tanto animales como vegetales,
presentes en estos sistemas, asi como la heterogeneidad en el uso de la tierra,
contribuyen a crear un paisaje mas interesante y complejo, apoyando el desarrollo a

nivel local y regional en las zonas rurales.

Esta produccién esta regulada por una normativa general a nivel estatal, y por
un estricto Reglamento europeo, Reglamento (CE) N° 834/2007 sobre produccion y
etiguetado de los productos ecoldgicos y por el que se deroga el Reglamento (CE) N°
2092/91 y Reglamento (CE) N° 889/2008 por el que se establecen disposiciones de
aplicacion del Reglamento (CE) N° 834/2007 del Consejo con respecto a la produccion
ecoldgica, su etiquetado y su control, donde se recogen las exigencias en material
vegetal, animal, inspecciones, certificacion y etiqguetado. Actualmente, existe una
propuesta del Parlamento Europeo y del Consejo, sobre la produccion ecolégica y su
etiquetado, la cual derogaria el R (CE) 834/2007, y modificaria el R (CE) 889/2008.
Los controles a los que son sometidos los alimentos ecolégicos son realizados por
entidades certificadoras autorizadas y supervisadas por la Administracién, con el fin de

garantizar el cumplimiento de las normas establecidas.

Por tanto, un alimento ecolégico es aquel que ha sido producido sin usar
pesticidas y fertilizantes sintéticos, evitando todo tipo de alteraciones transgénicas y
respetando el sistema natural donde se desarrolla dicho producto. (MINISTERIO DE
MEDIO AMBIENTE, Y MEDIO NATURAL Y MARINO, [MARM], 2009).

Segun un estudio realizado por el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y

Medioambiente con la colaboracion de la empresa de investigacion GFK publicado en

1
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septiembre de 2014, los consumidores de productos ecolégicos en Espafia han
aumentado hasta un 29% respecto a un 26% en 2011, afio en el que también se
realizé dicha investigacion para estudiar la Evolucion de la caracterizacion de la
tipologia y perfil socio-demografico del consumidor de alimentos ecolégicos en
Espana.

En cuanto a la edad de los consumidores de productos ecoldgicos, también se
ha producido un aumento significativo en las comprendidas entre 45 y 54 afios
respecto al 2011, en contraposicién de los jévenes menores de 35, los cuales han
disminuido considerablemente su consumo. Referente al sexo, el consumo de estos
alimentos se asemeja mas entre hombres y mujeres con respecto al anterior estudio,
en el cual, las mujeres eran mas destacadas. También aumenta la frecuencia de
consumo, siendo un 25% de los consumidores los que lo hacen a diario. Los productos
mas consumidos y por los que se empieza son las verduras frescas y la fruta,

seguidas de la carne de ave y lacteos.

La distribucion geogréfica aparece sin diferencias significativas notables, al
contrario que en 2011 en el que el peso del Noroeste de Espafia en cuanto al
consumo de estos alimentos era mas relevante. Uno de los parametros de estudio que
no sufrié variacion fue la mayor proporcién de personas de clase media-alta y alta que
consumen alimentos ecolégicos, y la composicion de los hogares, en los que siguen
siendo los hogares con hijos los que mayor porcentaje de consumo ecolégico

presentan, respecto a los hogares sin hijos y unipersonales.

Una de las caracteristicas que definen al consumidor ecoldgico es que prefiere
consumir productos locales y cultivados cerca de su entorno y adquirir productos de
comercio justo. Estas personas estan generalmente comprometidas con el
medioambiente y la sostenibilidad, a pesar de que el porcentaje de reciclado ha bajado
respecto al estudio anterior, ademas de ser personas que se preocupan por la salud y
nutricion. El consumo esta limitado principalmente por los precios, ya que son mas
altos que un producto convencional, y por la baja disponibilidad. El hipermercado sigue
siendo el canal méas utlizado por los consumidores, pero sigue creciendo la

adquisicion de dichos productos directamente al agricultor.

La agricultura ecologica en Espafa, un pais desarrollado dentro del contexto

anico de la Union europea, ha gozado de un crecimiento asombroso en los ultimos

2
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afos, y se han podido apreciar ganancias significativas del mercado de productos

ecoldgicos dentro del pais (Ruiz de Maya et al., 2011; Comisién europea, 2010).

Desde el afio 1992 se ha ido observando un crecimiento notable en la

produccion de productos ecoldgicos, tanto en Espafia como a nivel europeo. En el

2011, la superficie dedicada a cultivos ecolégicos alcanz6 1.845.039 hectareas tal

como se muestra en la Tabla 1, como consecuencia del fuerte crecimiento en los

Ultimos afos de la superficie productiva ecolégica, con un aumento del 25% entre
2009 y 2011 (Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente

[MAGRAMA], 2013).

Tabla 1: Dedicacién de la superficie ecoldgica en Esparia en el afio 2011.

TOTAL

Afio 2011

835.506,78 561.944,54

869.427,13 587.608,20 67,59 47,12
140.105,19 92.056,34 65,71 7,59
1.845.039,10 1.214.609,08 67,29 100

Fuente: MAGRAMA, 2013

Aunque la superficie es un indicador importante en la produccion ecologica,

también lo es la cantidad y tipo de producto que se genera en este tipo de produccion.

La mayoria de la produccion es de origen vegetal y se estima que en 2011 hubo un

3
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incremento significativo en cuanto al valor generado de alrededor de un 25%
comparandolo con el 2009 (MAGRAMA, 2013).

En general la produccién ecoldgica en Espafia estd aumentando en cuanto a
las cantidades de produccion y también de consumo.

1.1.1.- Principios generales de la produccion ecoldgica.

La agricultura ecoldgica esta basada en una serie de parametros a seguir, tal

como se ha comentado en el apartado anterior. Los principales son:
v' Seleccion de especies vegetales y animales que se adapten al medio y que
sean resistentes a enfermedades.

v' Limitacion en el uso de pesticidas y fertilizantes quimicos, al igual que
antibidticos en el ganado, y aditivos y coadyuvantes en alimentos y otros

iNnsumos.
v Prohibicion del uso de organismos modificados genéticamente.
v" Promueve la rotacion de cultivos.
v" Prevencion de la erosién de los suelos.
v Equilibrio y aumento de la biodiversidad.

v' Cria de ganado al aire libre, con alimentacion ecoldgica y con practicas

adecuadas.

v" Aprovechamiento local de los recursos naturales propios.

1.2.- Caracteristicas de los aceites esenciales: interés para su aplicacion en

alimentos.

El empleo de aceites esenciales por el ser humano tiene su origen desde
tiempos remotos y se conocen referencias de todas las culturas y religiones. Tanto es

asi, que existen datos de su uso con fines terapéuticos por parte de la poblacion china
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desde el afo 4500 a.C. También los egipcios lo usaban para embalsamar a sus
difuntos, productos cosméticos, para bafio y en medicina, y en Grecia lo destinaban a
fines medicinales para sus enfermos (Mahecha, 2010). Su utilidad es muy amplia, ya
que desde tiempos inmemorables ha estado ligado a fines sociales, religiosos y
terapéuticos entre otros (De la Torre y Lopez, 2010).

La creciente preocupacion por el deterioro en la calidad de los alimentos que
consumimos y el actual interés de la poblacion, sobre todo en los paises desarrollados
por consumir productos mas naturales, hace que se abra una gran oportunidad en el
mercado de los alimentos funcionales, probidticos, prebioticos, ecoldgicos, sanos,... y

en el uso de aditivos de origen natural, en retraccién de los de origen quimico.

Ademas de todo lo anterior, los alimentos también son susceptibles de sufrir
graves deterioros en su calidad causados por procesos de oxidacion que se dan entre
los compuestos que los constituyen y el oxigeno presente en el ambiente. Este
deterioro se produce sobre todo durante su procesado y su almacenamiento. Para
prevenir estos procesos de oxidacion de los alimentos, usualmente se utilizan
antioxidantes sintéticos como el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno (BHT).
Sin embargo, estos antioxidantes presentan el inconveniente de ser compuestos muy
volatiles y se descomponen cuando son expuestos a temperaturas muy elevadas,
ademas de que su consumo puede tener riesgos para la salud, aunque no esta
totalmente claro (Martinez-Tome et al.,, 2001). Es este el motivo por el que se
incrementa el interés en los aceites esenciales y su aplicaciéon en la conservacion de
alimentos, ya que existe una percepcion cada vez mas negativa de los conservantes
sintéticos por el consumidor. Como consecuencia, se buscan otras alternativas a la
incorporaciéon de antioxidantes quimicos, y se incorporan los aceites esenciales a la

industria alimentaria.

Los aceites esenciales son definidos de varias maneras segun los diferentes
autores. Por ejemplo, segun Fuentealba (1999), Davis y Camper, (2001), Cairo (2003),
Ricciardi (2003), Vogel y Berty (2003) coinciden en que los aceites esenciales son una
combinacién de sustancias quimicas naturales capaces de proporcionar a las
diferentes plantas aromas caracteristicos, ya sea en sus hojas, frutos, flores, semillas,
etc. Por otro lado Burt, (2004) explicé que los aceites esenciales son mezclas de
sustancias con una composicion quimica muy compleja, obtenidos a partir del

metabolismo secundario de la plantas, es decir, sustancias que presentan actividad
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farmacolodgica, y que no estan presentes en todas las plantas. Son caracteristicas de
algunas especies. Los compuestos que se encuentran en mayor cantidad en la
constitucion de los aceites puede llegar a superar el 85% del total, mientras que el
resto de componentes aparece en forma de trazas (Bauer, K., Garbe, D., Surburg, H.,
2001). El papel que juegan esos compuestos minoritarios es de vital importancia, ya
que existen estudios que demuestran que contribuyen de manera significativa a las
propiedades funcionales que pueda presentar el aceite esencial en cuestién (Burt,
2004).

En la actualidad, se conocen aproximadamente 3000 aceites esenciales
diferentes, de los cuales, solamente unos 300 tienen interés comercial e industrial.
Sobre todo son usados en las industrias de la alimentacibn como saborizantes y
aromatizantes, sanidad, farmacéutica, perfumeria y cosmética. A escala mundial, los
aceites esenciales mas importantes representan casi el 50% del total con solo 18
aceites esenciales diferentes. El 90% del consumo mundial de estos aceites es
producido solamente por 13 paises, liderados por EEUU y China, que juntos suponen
el 44% del consumo mundial (FAO, 2011). A pesar de que puede ser un sector poco
conocido y pasar inadvertido, la produccién mundial de aceites esenciales es de miles

de toneladas, por tanto, es un mercado de alta importancia econémica.

La industria alimentaria en Espafia es una de las que mas aceites esenciales
requiere. Su uso es muy variado, y se suelen emplear aditivos naturales con funciones
saborizantes, colorantes, antioxidantes y conservantes. Se pueden encontrar en todo
tipo de productos, como carnes preparadas, embutidos, sopas, helados, queso, aceite,
vinagre, encurtidos, embutidos, etc. Los aceites mas empleados por esta industria son
el cilantro, naranja y menta, entre otros. También son utilizados en la elaboracion de
bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas, especialmente refrescos. Para ello las mas
usadas son las esencias extraidas del naranjo, limén, mentas e hinojo, ademas de
muchas otras. Estas esencias también se emplean en la producciéon de caramelos,
chocolates y otras golosinas con la finalidad de aromatizar y dar sabor a dichos

productos.



UNIVERSITAS

o

0’
iguel Herndndez

2

Introduccién

1.2.1.- Clasificacién de los aceites esenciales.

Se pueden clasificar en base a diferentes criterios, segun Martinez, A. (2003) y

SENA (2012):

v" Consistencia.

v' Origen.

v' Estruct

Esencias fluidas, que se caracterizan por ser liquidos volatiles a
temperatura ambiente.

Balsamos, con una consistencia mas espesa y menos volatiles, con

facilidad de sufrir reacciones de polimerizacion.

Oleorresinas, las cuales presentan el aroma de las plantas de forma
concentrada y pueden ser liquidos muy viscosos 0 sustancias

semisoélidas.

Naturales, obtenidos directamente de la planta, sin ninguna
modificacion fisicoquimica. Su extraccion es muy costosa puesto que

presentan bajos rendimientos.

Artificiales, producidos con mezclas o enriqueciendo la esencia con

uno o varios de sus componentes.

Sintéticos, elaborados por combinacién de sus componentes, que a su
vez son sintetizados quimicamente. Son mas econémicos y por tanto

mas usados.

uras quimicas mas frecuentes.
Monoterpenoides, muy abundantes en la albahaca, menta, salvia.
Sesquiterpenoides, abundantes en el jengibre.

Compuestos oxigenados, abundantes en el jazmin y geranio.
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En cuanto a la clasificaciébn de los aceites esenciales segin su estructura
guimica, también aparecen otras interpretaciones, segun diferentes autores. Russo,
Gallet, Bocchini, y Carnacini, (1998) explicaron que en la composicion de los aceites
esenciales participan més de setenta sustancias, fundamentalmente terpenos,
monoterpenos y sesquiterpenos, hidrocarburos, alcoholes, cetonas,... Gunther, (1948);
Teuscher et al., (2005); Parry, (1921); Mufioz, (2002) y Peter, (2004) coincidieron en
que los aceites esenciales son mezclas homogéneas formadas por compuestos
guimicos organicos que provienen de una misma familia, los terpenoides. Estos son
una familia de hidrocarburos oxigenados o no, con uno o varios anillos insaturados y
con 10 carbonos en su estructura. Segun Mahecha, (2010) los aceites esenciales
estdn formados por numerosos compuestos volatiles, producto del metabolismo
secundario de las plantas en cuya composicion interviene una porcién de
hidrocarburos del tipo terpenos, junto con otros compuestos, casi siempre oxigenados,
como alcoholes, ésteres, aldehidos y compuestos fendlicos, responsables de los
aromas que le confieren. Otra agrupacion de los aceites esenciales la presenta Cairo,
(2003), tal como indica la Tabla 2.

Tabla 2: Clasificacién de los principales compuestos de los aceites esenciales segun

sus grupos funcionales y ejemplos:

Grupo quimico Ejemplo
Esteres Acido benzoico, acético, salicilico.
Alcoholes Linalol, geraniol, citronelol, terpeniol, mentol, borneol.
Aldehidos Citral, citronelal, benzaldehido, aldehido cuminico.
Fenoles Eugenol, timol,carvacrol.
Cetonas Carvona, mentona, pulegona, fenchona, alcanfor, cetona.
Lactonas Cumarina.
Terpenos Canfeno, pineno, limoneno, felandreno, cedreno.
Hidrocarburos Cimeno, estireno.

Fuente: Cairo, 2003
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1.2.2.- Localizacion de los aceites esenciales en las plantas.

Los aceites esenciales procedentes de las plantas arométicas son sintetizados
y acumulados en estructuras glandulares o vesiculas secretoras que pueden
encontrarse por toda la planta, ya que su distribucibn no es homogénea, aunque
suelen presentarse en la parte aérea, generalmente en hojas y flores. En algunos
casos, las flores pueden poseer mas nimero de vesiculas secretoras que el resto de
la planta, por tanto el rendimiento del aceite puede variar mucho dependiendo de si su
obtencion se hace destilando por separado las distintas partes de la planta (frutos,
flores, raices, tallos y hojas) o no (Miguel, Figueidedo, Costa, Martins, Barroso y
Pedro, 2003). La presencia de los aceites en las plantas tienen como finalidad
protegerlas de posibles plagas o enfermedades e incluso de que sean invadidas por
otras plantas, atraer insectos para facilitar la polinizacion, ahuyentar depredadores, o
simplemente ser un producto metabdlico que interviene en el proceso (Montes et al.,
1992, y Cairo, 2003).

1.2.3.- Caracteristicas fisico-quimicas de los aceites esenciales.

Entre sus caracteristicas destaca que son liquidos de aspecto oleoso,
altamente volatiles, insolubles en agua aunque le transmiten su perfume, y solubles en
alcohol, éter, aceites vegetales y minerales, muy inestables ante la luz y el oxigeno, y
ante la presencia de agentes oxidantes y reductores, inflamables, responsables del
aroma de las plantas, colores y sabores, con densidad generalmente inferior a la del
agua. Estdn compuestos mayoritariamente parte por hidrocarburos de la serie
polimetilénica del grupo de los terpenos que se encuentran con otros compuestos, casi

siempre oxigenados.

1.3.- Los aceites esenciales como agentes antioxidantes y antibacterianos.

Segun Ortufio (2006), los aceites esenciales son conocidos y usados en gran
namero de aplicaciones desde la antigledad. Sus usos ma&s comunes eran la
cosmética, perfumeria y farmacologia. Es mas adelante, entre los Siglos XVI y XVII,
cuando se empiezan a conocer los aceites esenciales de los que disponemos en la

actualidad. Con la llegada de la medicina moderna, el uso de los aceites como

9
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productos curativos entrd6 en decadencia, pero en el Siglo XIX fue necesaria su
industrializacion debido a su empleo masivo en productos de perfumeria y como

aditivos para otorgar sabor a los alimentos.

Durante varias décadas, numerosos estudios e investigaciones de diferentes
autores han confirmado y coincidido en la capacidad antifingicas que poseen los
aceites esenciales. Esta caracteristica es conferida por los diferentes compuestos
guimicos que constituyen a los aceites esenciales, principalmente los terpenos.
(Reuveni et al., 1984, Deans y Ritchie, 1987; Alankararao et al., 1991; Baruah et al.,
1996; Gogoi et al., 1997; Pitarokili et al., 1999; Meepagala et al.; 2002).

Ademdas, se ha demostrado que no solo contienen unas importantes
propiedades antifungicas (Fitzgeraldetal, 2004; Kalemba y Kunicka, 2003; Silva et al.,
2011; Tserennadmid et al., 2011), sino también antiparasitarias (George et al., 2009),
insecticidas (Essam, 2001; Kim et al., 2003), antivirales (Schnitzler et al., 2011),
antibacterianas (Deans y Ritchie, 1987; Oussalah et al., 2007), y antioxidante (Brenes
y Roura, 2010).

En la industria alimentaria se usan principalmente aceites esenciales como
aditivos para aportar aromas, pero también representan una interesante fuente de
antimicrobianos naturales con la finalidad de conservar los alimentos. No obstante, la
aplicacion de aceites esenciales como conservantes de alimentos requiere unos
conocimientos muy especificos sobre sus propiedades, como por ejemplo, la
concentracion minima inhibitoria (MIC), la gama de organismos objetivo, el modo de
accion, y el efecto de componentes de la matriz alimentaria en sus propiedades
antimicrobianas Estos conocimientos de las sustancias que forman los aceites
esenciales a dia de hoy estan muy documentados en unos pocos componentes de los
aceites esenciales, pero todavia falta mucho por investigar en el resto de sustancias
que los conforman. El estudio de los aceites esenciales como agentes antimicrobianos
en la aplicacién a la industria alimentaria es de vital importancia, ya que se podria
conocer su efecto sobre los diferentes microorganismos susceptibles de aparecer en
los alimentos, la forma en la que interactian con el alimento y cémo funcionan en
combinacién con otros componentes. El inconveniente mas significativo que presenta
la utilizacion de aceites esenciales como conservantes naturales de alimentos es, por
un lado, que individualmente no son lo suficientemente potentes para obtener inhibir

microorganismos, y por otro, que cuando se afiaden cantidades suficientes para

10
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proporcionar un efecto antimicrobiano, causan cambios organolépticos en los

alimentos que en ocasiones pueden ser negativos.

Los estudios a modo individualizado de los componentes de un aceite esencial
con accién antimicrobiana, casi siempre han sido sobre bacterias, y en menor medida
sobre mohos y levaduras. Las bacterias Gam-negativas suelen ser menos
susceptibles a los agentes antimicrobianos que las Gram-positivas (Trombetta et al.,
2005), debido a sus caracteristicas de membrana que actia como barrera para
protegerse de macromoléculas y compuestos hidr6fobos. Esto proporciona una mayor
proteccién frente a compuestos antimicrobianos hidrofébicos, los cuales forman parte

de los aceites esenciales (Nikaido, 1994, 2003).

Del mismo modo, se ha demostrado que también poseen propiedades
antioxidantes. Los antioxidantes son compuestos que poseen la capacidad de retrasar
o inhibir la oxidacion de lipidos u otras moléculas como consecuencia de la inhibicion o
propagacion de las reacciones en cadena de oxidacion (Velioglu et al., 1998). Segun
Zeng y Wang, (2001) los aceites esenciales pueden ser utilizados como
conservadores naturales para los alimentos ya que entre sus componentes principales
se encuentran los fenoles, sustancias que poseen dicha capacidad, y poder asi
sustituir a los antioxidantes sintéticos. Maestri et al., (2006), demostraron las altas
propiedades antioxidantes que poseen los compuestos fendlicos naturales, pero su
uso en los alimentos es bastante limitado por motivos de seguridad y solo algunos

pueden ser aplicados a los alimentos.

Otro estudio llevado a cabo por diferentes investigadores como Ruberto y
Baratta, (2000); Foti y Ingold, (2003); y Huang et al., (2005) demostré que muchos
terpenos que forman parte de la composicion de los diversos aceites esenciales
poseen actividad antioxidante y antirradicales libres. La asociacion entre si de los
diferentes componentes individuales que forman un aceite, posee mas actividad
antioxidante que la simple accion por separado de estos componentes (Ruberto y
Baratta, 2000; Agnaniet el al., 2004; Lee y Shibamoto, 2002; Singh et al., 2005).

Las propiedades antioxidantes de los aceites esenciales dependen de su
composicion quimica. Muchos de ellos han demostrado ser antioxidantes naturales
muy potentes debido a sus altos contenidos en fenoles e hidrocarburos terpénicos

capaces de inhibir la oxidacion, y por tanto, pueden ser incluidos como
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alimenticio o aditivo para conservar de manera natural infinidad de productos

alimentarios y prevenir ciertas enfermedades (Edris, 2007).

A la vista de las potenciales propiedades antimicrobianas y antioxidantes de los
aceites esenciales, resulta de gran interés evaluar la capacidad antimicrobiana in vitro
de aceites esenciales de origen ecolégico. El conocimiento de sus propiedades
conservantes permitiria su uso en alimentos ecologicos, y alimentos convencionales
donde permitiria sustituir la adiciébn de conservantes quimicos de sintesis. En este
trabajo en concreto se estudian tres aceites esenciales de amplio uso: hinojo, perejil y
lavanda. Se propone evaluar su efecto frente a dos bacterias psicrotrofas, alterantes
de alimentos refrigerados (Pseudomonas fluorescens) e indicadores de la presencia
de Listeria spp. (Listeria innocua), asi como sus propiedades antioxidantes por

diferentes métodos.

Las bacterias que pertenecen al género Listeria son bacilos Gram-positivos
cortos, regulares, no esporulados ni ramificados, y que suelen aparecer como células
individuales o formando cadenas cortas (Oteo y Alés, 2004). Su tamafio suele ser de
entre 0,4 y 0,5 um de didmetro y 0,4 y 2 um de longitud, segun informacién publicada
en 1994, por Hendricks-Bergey en la novena edicion de Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology. Pueden ser méviles cuando se cultivan a temperaturas
aproximadas a 25° C y esto se debe a la presencia de varios flagelos de implantacion
periférica, los cuales pueden llegar a medir entre 6 y 20 pm. Las colonias suelen ser
pequefias y lisas y tienen un color gris azulado con la luz normal y azul- verde brillante
al observarse a la lupa con epiiluminacion, con un angulo de la luz de 45°-60° C. La
temperatura Optima para su crecimiento se sitla entre 30°C y 37°C. Listeria spp. son
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos (Trepat-Quilez, M., 2002). Existen
diferentes especies dentro de este género, entre las cuales se encuentra la Listeria
innocua. Esta se utiliza como sustitutivo no patégeno de otras especies, ya que
presenta caracteristicas tanto fisiolégicas como metabdlicas muy similares al resto. Es
esta la razén principal por la que es aceptada de manera internacional como modelo

en diversos estudios (Wouters et al., 1999 y Fitzgeral et al., 2004).

Las Pseudomonas son microorganismos moviles, ya que presentan uno o
varios flagelos polares (Bergey y Krieg, 1989). Al igual que en la Listeria, existen
diferentes especies dentro de este género. Normalmente se encuentran en el suelo,

aunque también pueden aparecer como patdgenos oportunistas en animales
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(siendo el caso de P. fluorescens, P. aeruginosa) y en plantas (P. syringae). Poseen
un metabolismo aerobio, aunque algunas cepas son todo lo contrario. Pertenecen al
género Gram-negativo, y presentan gran importancia en medicina, medioambiente e
industria (Diaz, 2011).

Centrandonos en este estudio, las bacterias Pseudomonas fluorescens son
organismos aerobios, los cuales se caracterizan por tener un metabolismo basado en
reacciones de oxidacion-reduccion con el fin de obtener energia, usando para ello
sustancias oxidables a pH neutro o basico. Su tamafio suele ser de entre 0,5y 0,8 um.
Las temperaturas Optimas a las que se reproducen oscilan entre los 25° y 30° C. Son
bacterias muy propagadas, ya que poseen una gran capacidad para utilizar una gran

variedad de nutrientes (Diaz, 2011).
Ambas bacterias son psicrétrofas y muy ubicuas, por este motivo se han

escogido como modelo para evaluar las propiedades antimicrobianas de los aceites

seleccionados.
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2. OBJETIVOS.
2.1. Objetivos generales.
v' Evaluar el potencial antioxidante y antimicrobiano de los aceites
esenciales de hinojo, perejil y lavanda ecolégicos, y el de lavanda

convencional, en vistas a su posible aplicacién para la conservacion de

los alimentos.

2.2. Objetivos parciales.

v" Analizar la composicién de los distintos aceites esenciales por medio de

la cromatografia de gases.

v" Determinar el Contenido de Fenoles Totales de los aceites esenciales.

v' Determinar la actividad antioxidante de los aceites por diversos

métodos.

v' Estudiar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales frente a
Listeria inocua CECT 910, Pseudomonas fluorescens CECT 844.

14
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO DE LOS EXPERIMENTOS

3.1.1. Material vegetal.

Los aceites esenciales de hinojo (Foeniculum vulgare), perejil (Petroselinum
crispum) y lavanda (Lavandula officinalis) con certificado de produccién ecoldgica se
de la empresa Herbes del Moli. La lavanda de cultivo convencional (Lavandula
officinalis) se obtuvo de Plantapol, SL. No se localizaron aceites esenciales
convencionales de hinojo y perejil con lo cual no se pudieron comparar los tres aceites

ecoldgicos con su formato convencional comercial.

3.1.2. Sustancias quimicas.

Se usaron diferentes sustancias quimicas dependiendo del método analitico
que se fuese a llevar a cabo: Hidroxitoluenobutilado (BTH), 2-2, difenil-1-picrylhidrazyl
(DPPH), Reactivo de Folin-Ciocalteu, Acido gélico, Cloruro de hierro 1, Acido
tricloroacético (TCA) y Trolox, los cuales fueron traidos de la empresa quimica Sigma
(Alemania). Fosfato dibasico de potasio, acido 2-tiobarbitarico (TBA), carbonato de
sodio y fosfato de sodio dibasico eran de Merck (Darmstadt, Alemania).
Hexacianoferrato de potasio, era de FlukaBiochemika. El disolvente utilizado para la
preparacion de las soluciones estandar fue el metanol de grado HPLC, suministrado

por Merck.

3.1.3. Preparacion de las soluciones metanélicas a partir de los aceites

esenciales.

Las soluciones metandlicas se realizaron a las concentraciones de 20, 15, 10y

5 % para cada uno de los aceites esenciales a analizar:

Hinojo ecologico

Perejil ecoldgico

Lavanda ecoldgica

Lavanda convencional.
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El disolvente empleado fue metanol, y las cantidades empleadas para

conseguir las concentraciones deseadas se muestran a continuacion:

Tabla 3: Soluciones metandlicas a partir de aceites esenciales:

Concentracion (%) Muestra (mL) Metanol (mL)
20 2 10
15 1,5 10
10 1 10
5 0,5 10

Para la obtencion de las soluciones metandlicas se tomaron 2; 1,5; 1y 0,5 mL
de las diferentes muestras de aceites esenciales de hinojo, perejil y lavanda ecoldgica
y lavanda convencional con una pipeta y se depositaron en un tubo de ensayo, al que
posteriormente se le afiadieron 10 mL de metanol. Los tubos con la mezcla se agitaron

vigorosamente para conseguir una mezcla uniforme.
Las determinaciones realizadas con las soluciones obtenidas fueron las siguientes:
% Metodologia analitica:
v' Determinacién de la composicion de los aceites (GC/MS).
v Determinacion del Contenido de Fenoles Totales.
v' Determinacioén de la capacidad antioxidante.

<+ Determinacion de la actividad antibacteriana de los aceites esenciales.

v"Inhibicién de Listeria inocua.

v" Inhibicién de Pseudomonas fluorescens.
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3.2 METODOLOGIA ANALITICA

3.2.1 Determinaciones de la composicion de los aceites (GC/MS).

Cromatografia de Gases (GC)

Los aceites esenciales se analizaron usando un equipo Shimadzu GC-17
equipado con detector FID y una columna X5 TRACSIL Metal (Teknokroma, S.Coop.
C. LTD, Barcelona, Espafia; 30 m X 0,25 mm de didmetro, espesor de la pelicula 0,25
um). Las temperaturas del inyector y del detector se fijaron en 250° C y 300° C,
respectivamente. La temperatura del horno se mantuvo a 40° C durante 5 minutos;
aumentando 3° C/min hasta llegar a los 200° C y se mantuvo durante 1 min,
aumentando 15° C/min hasta 280° C y se mantuvo durante 10 minutos. El helio fue el
gas portador, a una velocidad de flujo de 1 mL/min. Las muestras fueron diluidas (1/10
ciclohexano, v/v) y 0,2 uL fueron inyectados manualmente en el modo de split (relacion
de division 1/44). Los datos cuantitativos se obtuvieron electrénicamente de datos del
area de FID sin utilizar los factores de correccién. Todas las pruebas se realizaron por

triplicado.

Cromatografia de Gases- Espectrometria de Masas (GC-MS)

Los compuestos volétiles se aislaron, identificaron y cuantificaron en un
cromatégrafo de gas Shimadzu GC-17A (Shimadzu Corpotation, Kioto, Japén), junto
con un detector de espectrometro de masas Shimadzu (GC-MS QP-5050A). El
sistema GC-MS estaba equipado con la misma columna utilizada en el analisis de GC
y con el mismo programa de temperatura. Los analisis se llevaron a cabo utilizando
helio como gas portador a una velocidad de flujo de 1 mL/min, a una relacion de
division de 1:10. Las muestras fueron diluidas (1/10 ciclohexano, v/v) y se inyectaron
0,2 pL de los extractos. Los espectros de masas se obtuvieron por ionizacion de

electrones (El) a 70 eV, utilizando una gama espectral de 45 a 450 m/z.
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La mayoria de los compuestos fueron identificados utilizando dos métodos de

analisis diferentes:

a) Kl, indices Kovats en referencia al n-alcanos (Cg-Cs,) (NIST, 2010); y

b) Espectros de masas (sustancias quimicas auténticas y coleccion de la
biblioteca espectral Wiley). La identificacion se considera provisional cuando se basa
sélo en los datos del espectro de masas.

3.2.2 Determinacion de Fenoles Totales.

El contenido de Fenoles Totales (TPC) fue determinado usando el reactivo de

Folin-Cicalten (Singleton y Rossi, 1965).

Se tomaron volimenes de 0,3 mL de las soluciones metanoélicas de la maxima
concentracion (5%) de cada uno de los aceites esenciales a analizar, y se introdujeron
en los tubos de ensayo. Seguidamente, se afiadieron 10 mL de agua destilada a cada
tubo y se agitaron vigorosamente. A continuacién se agregaron 2,5 mL de Reactivo
Folin-Cicalteau (diluido previamente 10 veces en agua destilada), se volvieron a agitar
todos los tubos y se dejaron reposar 8 min. Transcurrido dicho tiempo, se introdujeron
2 mL de carbonato sédico (7,5 % w/v) en cada uno de los tubos, se agitaron, y se

cubrieron con parafilm para ser incubados en un bafio a 50°C durante 5 minutos.

La absorbancia se midié en un equipo HP 8451 a 760nm, y comparado con una
curva de calibracion de acido galico. Los resultados se expresan en mg de acido
galico. El ensayo se llevo a cabo por triplicado.

3.2.3 Determinacion de la Capacidad Antioxidante.

3.2.3.1 Determinacion de la actividad antioxidante usando 2,2'- difenil-1-picrilhidrazil

(DPPH) método de captacion de radicales.
La actividad antioxidante de los aceites esenciales descritos anteriormente fue

medida en términos de donacion de Hidrogeno o capacidad de eliminacion de

radicales, utilizando el radical estable DPPH (Brad- Williams, Cuvelier y Berset, 1995).

18



Materiales y Métodos

UNIVERSITAS

=
2

Miguel Hernindez

Un volumen de 100 pL de las distintas soluciones metandlicas de las muestras
obtenidas con los aceites esenciales, en las cuatro concentraciones (20, 15, 10, 5 g/L),
fue puesto en tubos de ensayo, a los que se afiadieron 2 mL 6 X 10 mol/L de solucion
metandlica de DPPH (0,006 gr de DPPH en 250 mL de Metanol). Las mezclas se
agitaron en una centrifuga Vortex (2500 rpm) durante 1 minuto y fueron colocadas en
una sala sin luz durante 30 minutos para evitar su degradacién. La absorbancia se
midi6 a 517 nm con un espectrofotometro HP 8451 (Hewell Packard, Cambridge,
Reino Unido). El metanol fue usado como muestra control para poner a cero el
espectrofotobmetro. La absorbancia del radical sin antioxidante fue utilizada como
control. La cantidad de muestra necesaria para disminuir la absorcion de DPPH en un
50% (IC50) se calculé graficamente. La inhibicién (en %) se representd frente a la
concentracion de la muestra en el sistema de reaccion.

El porcentaje de inhibicién del radical DPPH se calcul6 de acuerdo a la férmula
del Yen y Duh:

%= [AB-As/AB] X 100

donde: DPPH inhibicion (%), Ag= absorbancia de la muestra control (t= 0 min) y Ag=

absorbancia de la muestra analizada en el final de la reaccién (t= 30 min).

3.2.3.2. Poder reductor del hierro (FRAP)

El poder reductor del hierro se determiné mediante el método cloruro férrico-

ferrocianida de potasio (Oyaizu, 1986).

Se deposit6 1 mL de distintas soluciones metandlicas de las muestras
obtenidas de los aceites esenciales en sus diferentes concentraciones (20, 15, 10,y 5
g/L) en los tubos de ensayo y un blanco con metanol. Se afadieron a 2,5 mL de
tampon fosfato (0,2 M, pH 6,6) y 2,5 ml de ferrocianida de potasio (1%). Las mezclas
se incubaron a 50 °C durante 20 minutos, y seguidamente se adicionaron 2,5 mL de
acido tricloroacético (10%). Se tomoé una parte de esta mezcla (2,5 mL) en otro tubo y
se mezclo con 2,5 mL de agua destilada y 0,5 mL de tricloruro férrico (1%). Tras 30
minutos a temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia a 700 nm con un

espectrofotébmetro HP 8451 (Hewell Packard, Cambridge, Reino Unido). El cero se
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hizo con el blanco. EI FRAP de la muestra se expresa en términos de capacidad

antioxidante equivalente de Trolox. Cada ensayo se llevo a cabo por triplicado.

3.2.3.3 .Inhibicién de la peroxidacion lipidica de la yema de huevo tamponada por

aceites esenciales (TBARS)

Para la determinar la inhibicion de la peroxidacion lipidica, se utilizé el método
de Darker et al., (2008) con algunas modificaciones.

Para ello, se afadieron 0,1 mL de las diferentes diluciones de aceites
esenciales (20, 15, 10, 5 g/L) para mezclarlas a continuacién con una emulsiéon
compuesta con 2,5 g de yema de huevo en 100 mL de tampén fosfato (0,1 M, pH 7,4)
para obtener una concentracion final de 25 g/L y 0,1 mL de Fe? (1 mM). Los tubos se
incubaron en un bafio a 37 °C durante 1 hora. Después de la incubacion se le adicioné
0,5 mL de &cido tricloroacético (15%) recién preparado y 1mL de acido tiobarbitarico
(1%), se agitaron los tubos en un vortex e incubaron en un bafio a 100 °C durante 10
min. Inmediatamente después, se enfriaron los tubos en una bandeja con hielo, y
posteriormente se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos para que precipitaran
las proteinas. La formacion de TBARS se determind midiendo el sobrenadante retirado
de cada tubo con una micropipeta a una absorbancia de 532 nm con un
espectrofotobmetro HP 8451 (Hewell Packard, Cambridge, Reino Unido). Cada ensayo
se llevd a cabo por triplicado (excepto la lavanda ecoldgica). La muestra control se
realizd por duplicado con el mismo procedimiento pero sustituyendo la muestra por

metanol. El porcentaje de inhibicion se calculé con la siguiente ecuacion:

% inhibicion= [Ac-As/Ac] x 100

donde: A= absorbancia de la muestra control y Ag= absorbancia de la muestra

analizada en el final de la reaccion.
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3.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BACTERIANA DE LOS ACEITES
ESENCIALES:

Los aceites esenciales fueron probados individualmente contra la Listeria
inocua CECT 910; Pseudomonas fluorescens CECT 844. Estas especies fueron
suministradas por la Coleccion Tipo de Cultura Espafola de la Universidad de
Valencia.

3.3.1. Inhibicién de Listeria inocua.

Para determinar la capacidad antibacteriana de los aceites esenciales se utilizé
el método de difusién en disco de agar descrito por Tepe et al., (2005) con algunas
modificaciones. Se prepararon las placas con un medio sélido, agar BHI (Sharlab,
Sharlab SL, Barcelona, Espafia) compuesto por caldo de infusiébn corazén y cerebro
(37 g/L) con agar (15 g/L), y se llevé a una temperatura de 100° C. Seguidamente se
embotelld el caldo y se introdujo en el autoclave a 121°C durante 15 min. Una vez
terminado el proceso, se vertioé el medio de cultivo en las diferentes placas y se llevo a
cabo la siembra de la Listeria inocua (0,1 mL de 10° CFU/mL). Discos de papel de filtro
estéril, de 9 mm de diametro (Schlinder y Schuell, Dassel, Alemania) se impregnaron
con 40, 20, 10, 5y 2 yL de los diferentes aceites esenciales puros y se colocaron en
las placas inoculadas. Estas placas se incubaron a 37° C durante 24 horas. Los
diametros de las zonas de inhibicién se midieron en milimetros. Todas las pruebas se
realizaron por duplicado y se midieron al menos tres didmetros de halos de inhibicién

de cada disco.
3.3.2. Inhibicién de Pseudomonas fluorescens.

Se llevo a cabo con el mismo procedimiento descrito anteriormente,
exceptuando el medio de cultivo sélido sobre el que se inocula la Pseudomona

fluorescens, que en este caso fue el agar nutritivo 1l (Oxoid, Basingstoke, Hampshire,

Inglaterra). Las placas se incubaron a 26° C durante 48 horas.

21



Materiales y Métodos

UNIVERSITAS

=
2

Miguel Hernindez

3.4. ANALISIS ESTADISTICO.

Para el estudio de la actividad antioxidante y antibacteriana de los aceites
esenciales se utilizd un procedimiento Multivariante Proc GLM (Modelo Lineal
General). Para descubrir donde habia diferencias significativas entre los niveles del
factor principal, fue aplicado el Test de Tukey (Afifi y Azen, 1979). Para la actividad
antioxidante, se aplic6 ANOVA con 2 factores (poder antioxidante: lavanda, hinojo,
perejil y concentracion: 20, 15, 10y 5 g / L). Para la actividad antibacteriana, ANOVA
se realizé con los siguientes factores: dosis (cinco niveles; 40, 20, 10, 5y 2 yL) para
cada aceite esencial. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando SPSS® IMB®

Statistics version 23.0.0.0.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Resultados de la composicion quimica de los aceites esenciales.

4.1.1. Resultados de la composicion del aceite esencial de hinojo ecolégico,
perejil ecologico, lavanda ecolégica y lavanda convencional.

En la Tabla 4 se presenta la composicion de los aceites esenciales (AEs) de
las diferentes plantas aromaticas estudiadas, después de ser analizadas por GC-MS y
comparar los espectros obtenidos con la libreria de identificacion del software y por
comparacion con el indice de Kovats. Se reflejan los porcentajes del area de cada
compuesto respecto al area total del cromatograma determinado por la inyeccion en el
GCI/FID.

En los analisis de GC-MS de aceite esencial de hinojo ecolégico se

identificaron 17 constituyentes diferentes, representando el 100% del total de aceite:
limoneno (26,44%) se encontr6 como el componente principal, anetol (23,5%) el
segundo con mayor porcentaje y fenchona (21,68%) en tercera posicidon, como
sustancias mas significativas. a-felandreno y a-pineno fueron localizados en menores
porcentajes (9,26% Yy 6,22%, respectivamente). Segun los datos obtenidos por Viuda-
Martos et al., (2011), en su investigacion de aceites esenciales ecoldgicos procedentes
de plantas de Egipto, se observa que trans-anetol (65,59%) es el compuesto
predominante, seguido de metilchavicol (13,11%). Limoneno y fenchona fueron otros
de los componentes identificados en los aceites esenciales de hinojo en menores
cantidades (8,54% y 7,76%, respectivamente). Este Gltimo fue muy similar al descrito
por Telci, Demirtas y Sahin, (2009), para hinojo cultivado en Turquia, quienes
describieron unos niveles mas altos de trans-anetol y mas bajos de metil-chavicol,
limoneno y fenchona. Politeo, Jukié y Milos, (2006) en su estudio de la composicion
guimica de aceites esenciales de 12 plantas diferentes procedentes de Croacia,
encontraron que el aceite esencial de hinojo estaba compuesto en un 77,6 % de trans-
anetol, coincidiendo con Viuda-Martos et al., (2011) y Telci et al., (2009), seguido de
un 12,4% de fenchona. En comparacion con otro estudio de la Universidad de
Valladolid, por Cerpa-Chavez, (2007), se observa que el trans-anetol es el
componente mayoritario del aceite. La fenchona, el a-pineno, el metil-chavicol, el a-

felandreno y el d-limoneno son los compuestos secundarios del aceite.
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Tabla 4. Composicién quimica de aceites esenciales de hinojo ecoldgico (Foeniculum vulgare), perejil ecolégico (Petroselium crispum), lavanda
ecologica (Lavandula officinalis) y lavanda convencional, porcentajes relativos del area total e Indice de Kovats.

a- tujeno KI,W 920 923 0,14 0,15 0,07 -
a-pineno KI,W 927 933 6,22 15,47 0,26 0,21
Canfeno KI,W 939 952 0,59 0,1 0,25 0,24
Sabineno KIL,W 966 973 0,14 - - 0,68
B- pineno KI,W 968 980 2,04 - 0,05 0,17
Acetato de nerilo KI,W 969 1365 - 10,41 - -
Octan-3-ona KIL,LW 980 - - 1,35 0,71
Mirceno KIL,W 985 991 2,27 0,47 0,62 0,06
a- felandreno KI,W 997 1005 9,26 0,11 - -
Cisocimeno KI,W 1001 1040 - - 0,09 -
Acetato de hexilo KIL,W 1008 1162 - - 0,65 0,35
a- terpineno KI,W 1009 1018 - 0,05 - -
Para-cimeno KIL,W 1018 1027 2,48 0,24 0,14 -
1,8-cineol KI,W 1023 1039 - - 1,71 6,08
Sabineno KIL,W 1023 976 - 4,73 - -
Limoneno KI,W 1026 1031 26,44 - - -
Cisocimeno KI,W 1033 1040 1,6 - - 1,7
Transocimeno KIL,W 1043 1050 0,5 - 5,05 1,37
Y- terpineno KIL,W 1052 1062 0,34 0,31 0,09 -
B- ocimeno KI,W 1043 1062 - - 3,44 -
Cis 6xido de linalol w 1067 1088 - - 0,12 0,15
Terpinoleno KILW 1080 1084 - 0,07 0,07 0,15
Trans 6xido de linalol w 1083 1088 - - - 0,1
Para-cimenil KIL,W 1084 - 0,21 - -
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Fenchona KIL,W 1084 1094 21,68 - - -
Linalol w 1105 1098 - - 34,44 39,78
3-acetato de octilo KILW 1119 - - 0,12 -
Neo-allo-ocimeno KI,W 1125 - - 0,23 0,09
Alcanfor KIL,LW 1137 1143 0,43 - 0,31 5,59
Hexil isobutirato KIL,W 1143 - - 0,05 0,18
Trans-sabineno hidrato  KI,W 1177 1097 0,18 - 2,43 0,13
Criptona KI,W 1180 - - - 0,14
Butirato de hexilo KI,W 1187 1191 - - 0,41 0,51
Mirtenal w 1188 1193 - 0,17 - -
Chavicol de metilo W 1194 1196 2,19 - - -
a- terpineol KI,W 1198 1185 - - 1 0,51
Bornilo acetato KIL,W 1221 1285 - - 0,19 0,09
Hexil-2-metilbutirato KIL,W 1231 - - - 0,14
Hexil isovalerato KI,W 1237 1245 - - - 0,12
Acetato de linalilo KI,W 1254 1257 - - 34,19 35,51
Acetato de nerilo KIL,W 1254 1365 - - 5 -
Felandral KIL,W 1270 - 0,09 - -
Bornilo acetato KI,W 1279 1285 - - 0,19 -
Lavandulilo acetato KI,W 1284 1289 - - 4,08 1,18
Anetol KIL,W 1288 23,5 - - -
N-butiltiglato KI,W 1326 - - - 0,25
Nerol KI,W 1356 1228 - - 0,33 -
Acetato de nerilo KIL,W 1358 1365 - - - 0,28
Calareno KI,W 1374 - 0,09 - -
Geranil acetato KIL,W 1376 1383 - - 0,49 0,53
Hexilcaproato KI,W 1381 - - 0,1 0,07
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Transcariofileno KIL,W 1414 1430 - 0,07 3,83 1,22
a- farneseno KIL,W 1429 - - 0,09 -
B-farneseno KI,W 1449 1458 - 0,19 3,08 0,6
Germacreno D w 1470 1480 - 0,05 0,39 0,33
Propionato de geranilo  KI,W 1500 1475 - - - 0,28
a-amorfeno KIL,W 1509 1506 - - 0,07 0,1
Miristicina KIL,W 1528 1520 - 36,09 - -
Elemicin KI,W 1550 1554 - 2,74 - -
B-copaen-4-ol KI,W 1562 - 0,15 - -
Oxido de cariofileno KI,W 1578 1573 - - 0,21 -
Alitetrametoxibenzeno  KI,W 1590 1591 - 6,45 - -
Junipene KI,W 1598 - 0,66 - -
Apiol KI,wW 1684 1622 - 20,93 - -

K, W” significa que la identificacion se basé en Indices de Kovats y se compard con la biblioteca Wiley. Compuestos “KI” identificados
basados en indices de Kovats, compuestos “W” identificados tentativamente (Wiley fue la tnica biblioteca utilizada para la identificacion). > Base de datos

NIST.
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Como se puede observar con los datos expuestos anteriormente existe una
gran variabilidad de composicién entre los AEs a pesar de pertenecer al mismo género
y especie, tal y como se muestra en la literatura cientifica. Esta diversidad puede
atribuirse a numerosas causas empezando por las condiciones climéticas a las que
estén sometidas las plantas, el momento en el que se lleva a cabo la recoleccién y la
region geogréfica en la que se encuentran, el agua disponible, la altura sobre el nivel
del mar, las posibles enfermedades causadas por insectos y hongos, la parte de la
planta usada para la obtencién del aceite esencial, el secado, almacenamiento post-
cosecha o el método utilizado para obtener el AE, segun Viuda-Martos et al., (2008).
Burt, (2004), demostré que la composicion quimica de los AEs depende principalmente
de la temporada en la que se produzca la recoleccion y la localizaciéon geografica en la
gue se lleve a cabo su produccion. No disponemos de informacion sobre parametros
fitotécnicos, por tanto, se asume que al tratarse de aceite obtenido de plantas de
cultivo ecolégico destinadas a la obtenciéon de aceite para comercializar, la empresa
cuenta con procedimientos estandarizados de cultivo y manipulacion para minimizar
las diferencias entre diferentes cosechas, pese a lo cual, algunos factores, como la

climatologia no son controlables.

Por tanto, y segun los resultados obtenidos en el analisis quimico del AE de
hinojo, 4 de los componentes mayoritarios son trans-anetol, fenchona, metil-chavicol y
limoneno, los cuales segun Burt, (2004) son compuestos fendlicos que estan
presentes de manera natural en especies como el orégano y el tomillo; éstos
presentan actividad antimicrobiana en ciertos microorganismos de interés en
alimentos. Basicamente, su mecanismo de accién consiste en cambiar la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica provocando la salida del material

intracelular y por consiguiente provocando la muerte de los microorganismos.

En el aceite esencial de perejil_ecoldgico se identificaron 24 compuestos

quimicos diferentes, representando el 100% del total del aceite. Este aceite esencial
fue caracterizado por la presencia dominante de 4 sustancias: miriscitina en un
36,09%, apiol en un 20,93%, a-pineno en un 15,47% vy nerilacetato en un 10,41%.
Seguido de éstos, en proporciones menores, aparecen el allitetrametoxibenceno,
sabieno y elemicina (6,45%, 4,73% y 2,74%, respectivamente). El perfil obtenido en
este estudio fue muy similar al descrito por Zhang, Chen, Wang y Yao, (2006) donde
el componente mayoritario fue miristicina (32,75%), apiol (17,54%), a-pineno (16,64%)
y B-pineno (11,54%), hallazgos que estan de acuerdo con los resultados presentados

aqui, pero en diferentes concentraciones. Viuda et al., (2011) investigaron un aceite
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esencial ecoldgico proveniente de Egipto, en el que localizaron que los principales
componentes eran apiol (46,46%), a-pineno (22,21%), y pB-pineno (16,06%). Asi
mismo, segun Reider-Vicanco, Enrique-Ledn, Américo-Castro, Norma, Ramos, (2012)
el aceite esencial de perejil procedente de Lima, manifesté estar conformado por los
siguientes componentes quimicos: 1R-&-pineno, a-pineno, a-felandreno, p,a-dimetil
estireno, 1,3-benzodioxole- 4-metoxi-6-(2-propenyl), (G)-2-catem-4-ol y 1,3-
benzodioxole, 4,7-dimetoxy-5-(2-propenyl) conocido también como apiol. A modo de
resumen se puede observar que los resultados obtenidos son similares en la mayoria

de los estudios, en diferentes concentraciones.

En cuanto a la lavanda ecoldgica, en su aceite esencial fueron identificados 36

componentes diferentes, siendo su compuesto predominante el linalol (34,44%)
seguido del acetato de linalilo (34,19%), y en porcentajes mucho mas inferiores otros
tales como trans-o-cimene (5,05%), acetato lavandulilo (4,08%), trans-cariofileno
(3,83%), B-o-cimeno (3,44%) y B-farneseno (3,03%). Comparando estos resultados
con los de Viuda et al., (2011), podemos observar que coinciden en los componentes
principales, variando la proporcién (39,83% de linalol y 32,11% acetato de linalilo). El
siguiente compuesto mayoritario en el estudio del AE de esta lavanda originaria de
Egipto fue el alcanfor (11,29%) y beta-felandreno (7,63%). Hassiotis, Tarantilis,
Daferera y Polissiou, (2010) refirieron que los principales componentes de las plantas
nativas de lavanda cultivas en Grecia, que fueron linalol (20,1%) y acetato de linalilo
(13,3%), coincidiendo también con Viuda et al., (2011). En general, se observa una
coincidencia en los componentes principales aunque los porcentajes relativos son

diferentes, en especial con las muestras griegas.

En el andlisis del aceite esencial de la lavanda convencional, se obtuvieron 35

sustancias diferentes en su composicién, siendo dos de ellas mas significativas que el
resto. Con un 39,78% se encontrd linalol y con un 35,51% acetato de linalilo. Los
compuestos principales coinciden con la lavanda ecolégica descrita anteriormente, y
con las referencias bibliogréficas citadas. Aunque los porcentajes de estos dos
compuestos son mayores en la lavanda no ecolégica no podemos atribuir estas
diferencias a la produccion orgéanica o convencional, ya que el contenido de sus
componentes es muy variable, dependiendo éste de muchos factores tales como la
especie, manejo del cultivo y condiciones climaticas a las que se exponen las plantas,
Shellie et al., (2002).
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4.2 Resultados del Contenido Total de Fenoles.

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios presentes en las
plantas que poseen en comun un anillo aromatico o uno 0 mas grupos hidroxilo unido
a éste. Estos compuestos se dividen en varios subgrupos, como son los fenoles,
acidos fendlicos, fenilpropanoides, flavonoides, taninos y quinonas (Harbone, 1998;
Strack, 1997). Se ha demostrado que muchos de estos compuestos naturales poseen

diversas funciones, entre ellas, propiedades antioxidantes (Maestri et al., 2006).

Tabla 5. Contenido total de fenoles (TPC) de aceites esenciales de hinojo ecolégico
(Foeniculum vulgare), perejil ecolégico (Petroselium crispum), lavanda ecolégica
(Lavandula officinalis) y lavanda convencional.

Aceite esencial FenolesTotales
¥EAG /(mg/L)
Foeniculum vulgare ecolégico 262.59°¢15.5
Petroselinum crispum ecolégico 388.35%+21.7
Lavandula officinalis ecolégica 137.52°+38.3
Lavandula officinalis convecional 88.94°+9.65

¥ Equivalente a Acido Galico (mgl/L).
Los valores seguidos por la misma letra dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (p>0,05)
segun el Test de Rango Mdltiple de Tukey.

Tal como se observa en la Tabla 5, los resultados del andlisis del contenido de
Fenoles Totales para los aceites esenciales de hinojo ecoldgico (Foeniculum vulgare),
perejil ecolégico (Petroselinum crispum), lavanda ecoldgica (Lavandula officinalis) y
lavanda convencional, nos hacen percibir que existen diferencias significativas entre

ellos. El AE de perejil ecoldgico mostrd el mayor contenido en Fenoles Totales (388,35

mg EAGI/L). Seguido de éste fue el AE de hinojo ecoldqgico, con valores de 262,59 mg

EAG/L. Por ultimo, los AEs que presentaron menor presencia de Fenoles Totales
fueron los de lavanda, aunque cabe destacar que el cultivo ecolégico presenta un
contenido en Fenoles Totales mayor que el convencional (137,52 y 88,94 mg EAGIL,
respectivamente). Viuda et al., (2011) también demostraron que el perejil ecoldgico
originario de Egipto present6 un contenido de Fenoles Totales con resultado muy
similar al obtenido en nuestro estudio, (370,32 mg EAG/L), coincidiendo también con el
de lavanda ecologica (140,33 mg EAG/L). La presencia de Fenoles Totales en el AE

de hinojo ecoldgico de Egipto presenta mas discrepancia con respecto a los resultados
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obtenidos en nuestra investigacion, siendo mayores en el hinojo ecolégico de Herbes
del Moli.

También se conocen varios estudios relativos a la composicion de fenoles en
muestras de aceite esencial de hinojo, los cuales provienen de diferentes paises
(Italia, Irédn, Finlandia y Portugal). Por ejemplo, el aceite esencial de hinojo de
procedencia espafiola, mostré un contenido en fenoles totales de 42,16 mg EAG/g de
extracto, el cual resulté mucho mayor que el obtenido en el resto de aceites, excepto
en el aceite esencial de hinojo italiano, con un contenido de 80 mg EAG/g de extracto
(Barros et al., 2009; Motamed y Naghibi, 2010; Hinneburg et al., 2006; Conforti et al.,
2009).

Las propiedades antioxidantes de los compuestos fendlicos han sido
estudiadas en diferentes investigaciones, y juegan un papel muy importante en la
estabilidad de los productos alimenticios, asi como en los mecanismos de defensa

antioxidante de los sistemas bioldgicos. (Nijveldt et al., 2001).

El contenido de compuestos fendlicos presentes en el material vegetal podria
ser usado como un importante indicador en la capacidad antibacteriana y antioxidante
de los alimentos funcionales, y podria incluirse como una fuente natural de
antioxidantes sustitutivos de los aditivos quimicos en diversos alimentos. Se considera
que la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos es debido a sus altos
potenciales redox, donacién de atomos de hidrégeno e interrupcién de las reacciones

de oxidacion. (Velioglu et al., 1998; Osawa et al., 1994).

4.3 Resultados de la Capacidad Antioxidante de los Aceites Esenciales.
4.3.1 DPPH.

La actividad antioxidante de los aceites esenciales hinojo ecoldgico
(Foeniculum vulgare), perejil ecolégico (Petroselinum crispum), lavanda ecolégica
(Lavandula officinalis) y lavanda convencional se midié con métodos de donacion de
hidrégeno o de su capacidad de secuestrar radicales, usando el radical estable DPPH.
Este radical libre no necesita ninguna preparacion especifica y este método se
caracteriza por ser una técnica sencilla y muy rapida para comprobar la existencia de

propiedades antioxidantes en las sustancias a estudiar.
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En la Tabla 6 se muestran las concentraciones efectivas de cada uno de los
aceites esenciales para captar radicales DPPH y los valores de captacién, y por tanto,
de inhibicién de la oxidacion del radical. Se puede observar que los aceites esenciales

analizados presentan diversos grados de capacidad de captacion.

Los resultados obtenidos para el AE de perejil ecoldégico presentaron una

mayor efectividad (p<0,05) en el secuestro de radicales DPPH en todas las
concentraciones analizadas, siendo mas bajos que los observados para los controles

BHT. Seguido de éste se mostré el AE de lavanda ecoldgica, existiendo diferencias

significativas respecto a los dos aceites restantes en las concentraciones mas altas
(10, 15 y 20 g/L). A bajas concentraciones (5 g/L) no se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) para los AEs de lavanda ecoldgica, hinojo
ecoldgico y lavanda convencional. Tampoco se apreciaron diferencias en ninguna de

las concentraciones entre los AEs de hinojo ecoldgico y lavanda convencional. Tanto

en el AE de perejil ecolégico como en el de lavanda ecolégica, aparecen diferencias
significativas entre las distintas concentraciones estudiadas, aumentando su poder de
inhibicion de manera notable conforme aumenta la concentracion del aceite. En
cambio, en el AE de hinojo se observan diferencias significativas a bajas
concentraciones (5y 10 g/L) y no se aprecian en las mas altas, y en el AE de lavanda
convencional no hay diferencias entre las concentraciones de 5y 20 g/L, nientre 15y
20 g/L, pero si entre las mas bajas y las mas altas. Viuda et al., (2011) en su estudio
de AEs originales de Egipto, obtuvieron resultados muy similares, siendo el perejil
ecoldgico el que mayor poder antioxidante por capacidad de secuestro de radicales
DPPH present6 en todas sus concentraciones (5,10,20,50 g/L), seguido de la lavanda

ecoldgica, y siendo los valores mas bajos para el hinojo ecoldgico.

La concentracion de AE necesario para inhibir el 50% del radical DPPH, o lo
que es lo mismo, los valores de ICg, de los diferentes AEs que se presentan en la
tabla, siguieron el siguiente orden: BHT (0,53 g/L) > AE de lavanda convencional
(11,94 g/L) > AE de perejil ecoldgico (12,91 g/L) > AE de lavanda ecoldgica (31,30 g/L)
> AE de hinojo ecoldgico (45,89 g/L). A menor valor de IC50 menor concentracion de

aceite se precisa para inhibir el radical y, por tanto, mayor efecto inhibitorio.
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Tabla 6. La actividad antioxidante de los aceites esenciales de hinojo ecolégico

(Foeniculum vulgare),
(Lavandula officinalis) vy

perejil

ecolégico (Petroselium crispum),
lavanda convencional

utilizando

las

lavanda ecoldgica
concentraciones

correspondientes (A =5 g/L, B =10 g/L, C = 15 g/L, D = 20 g/L) medido por el método

DPPH.
% Inhibicién DPPH
A B C D ICso
Fo\f’ur;g’:r'gm 11.24%+0.80 14.99°+1.12 21.88%+4.25 21.17%+2.20 45.89*
Pegr‘i’ssslz'r’;”m 2887%8+0.61 44.22°°+0.55 53.34°+1.87 64.28°+1.45 12.91*
Lavandula = ;5 (saaiq 15 19.60%P41.00 28.32F+2.55 33.54%+1.03 31.30
officinalis
Lavandula = 1) gpaaig o9 121674210 17.32%%42.15 17.38"+1.38 11.94
officinalis ¢
BHT 95.41+0.28%¢ 96.33+1.02°° 96.98+0.51°° 97.43+0.93°° 0.53

¥ICso: Concentracion (g/L) para 50% de inhibicion.

Los valores seguidos por la misma letra minGscula dentro de la misma linea no son significativamente diferentes
(p>0.05) segun el Test de Rango Mltiple de Tukey.

Los valores seguidos por la misma letra mayuscula dentro de la misma columna no son significativamente diferentes
(p>0.05) segun el Test de Rango Mdltiple de Tukey.

El método DPPH, como se ha explicado anteriormente, mide la capacidad de la
muestra para donar Hidrégeno al radical DPPH, lo que resulta en el blanqueo de la
solucion de DPPH. Cuanto mayor sea el blanqueo, mayor capacidad antioxidante
presentara el aceite, lo que se reflejara en un ICsq inferior, segan Lim, Lim y Tee
(20086).

Segun un estudio realizado por Djeridane et al., (2006), suele existir una
correlacion lineal entre el Contenido de Fenoles Totales (CFT) y la capacidad
antioxidante. En nuestro caso, no se cumple del todo con la teoria. En algunos casos,
los resultados obtenidos en el CFT para nuestros aceites y los obtenidos en el método
DPPH son lineales, pero por ejemplo, el hinojo presenté un alto contenido en fenoles
totales y su capacidad de inhibicién del radical DPPH es la menor de todos. Por otro
lado, es el aceite de perejil ecoldgico el que mayor actividad antioxidante presenta y
también elevado contenido en fenoles totales. Esto implica que no siempre la relacion
seria lineal entre CFT y capacidad de inhibiciéon del radical DPPH. Esta correlacién
entre CFT y capacidad de inhibicion del DPPH es posible que se cumpla, al comparar
extractos de la misma especie vegetal, pero no siempre cuando se comparan especies
diferentes, dado que no solo afecta el contenido total sino también el perfil de

componentes de la fraccion fendlica.
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También se observa que los aceites esenciales ecoldgicos presentan mayor
poder antioxidante que los convencionales segun los resultados obtenidos en esta

prueba.

Segun el estudio realizado por Faller y Fialho, (2010) donde analizaron la
capacidad antioxidante de diferentes frutas y hortalizas, cultivadas de manera
ecoldgica y convencional a través de este método, llegaron a la conclusion de que
dicha capacidad antioxidante tendié a ser mayor en las plantas cultivadas a través de
la agricultura organica, presentando mayores concentraciones en las partes de la
planta mas expuestas al medio ambiente. Sin embargo, realizando el estudio de
manera mas profunda los resultados mostraron perfiles diferenciados segun el
alimento. En verduras y hortalizas, y en la piel de las frutas presentaron mas
capacidad antioxidante las cultivadas de manera ecoldgica, y en la pulpa de las frutas
predomind mas la capacidad antioxidante en el método de cultivo convencional. Segun
las partes de las plantas analizadas, estos parametros pueden variar mucho debido a
alteraciones en las diferentes practicas a la hora de cultivarlas.

Por otro lado, segun la investigacién llevada a cabo por Koufimska, L.A,
Sabolova, M.b, Dvofakova, B.A., Roubickova, |.B, Panek, y J.b,Novy, P.a., (2014) en
la que se estudi6 la actividad antioxidante de hierbas Lamiaceae cultivadas en
agricultura ecologica y convencional, por su poder antioxidante y su uso en la industria
alimentaria, se llegd a la conclusiébn de que dos especies de orégano (Origanum
vulgare L. y Origanum heracleoticum L.) y hierbabuena (Menthaspicata L.) cultivadas
de manera ecolégica no mostraron una actividad antioxidante mas alta

estadisticamente significativa que las cultivadas convencionalmente.

4.3.2 FRAP

El método FRAP o Capacidad de Reduccion del ién hierro es un método muy
sencillo, rdpido y econdmico. Se basa en la determinacion de la capacidad reductora
de los aceites del complejo férrico/ferricianina a la forma ferrosa (Oyaizu, 1986). En la
Tabla 7 se observa la capacidad de reduccion del ion férrico (Fe+3), en términos de
concentracion equivalente al Trolox (TEAC) de los AEs de hinojo ecolégico
(Foeniculum vulgare), perejil ecolégico (Petroselinum crispum), lavanda ecolégica

(Lavandula officinalis) y lavanda convencional. Del mismo modo que en los métodos
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estudiados anteriores, se observa una relacién dependiente de la concentracién a la
que se presentan dichos aceites, a mayor concentracion de aceite presente en la
reaccion, mayor capacidad reductora, aunque cabe destacar que en los aceites
esenciales de lavanda, tanto ecolégico como convencional, no se aprecian diferencias
significativas entre las concentraciones 20 y 50 g/L en ecoldgico, y entre 10 y 20 g/L

en convencional.

El AE de perejil ecoldgico fue el que mostro los valores méas elevados (p<0,05)

en la capacidad de reducir el ion férrico en términos de concentracion equivalente al
Trolox, con valores comprendidos entre 0,4 y 0,93 mM/L Trolox, en todas las
concentraciones en las que se llevé a cabo el ensayo, con diferencias estadisticas con
el BHT control. Seguidamente fueron el AE de hinojo ecolégico (con valores de 0,19 a
0,27 mML/L Trolox) y de

respectivamente. Todo lo contrario de lo que ocurrié con el

lavanda _ecoldgica (0,14 a 0,24 mML/L Trolox),
AE de

convencional, el cual manifestd los valores mas bajos (p<0,05) en la capacidad de

lavanda

reducir el ion férrico si se compara con los otros AE estudiados, con valores de 0,07 a
0,19 mML/L Trolox. Aparecen diferencias significativas entre las diferentes muestras
de AE, con excepcién AE de lavanda ecolégica y convencional en sus concentraciones
de 10 g/L y 50 g/L. Para la determinacion de la capacidad antioxidante por FRAP si se

cumple que a mayor contenido en fenoles totales mayor capacidad antioxidante.

Tabla 7. La actividad antioxidante de hinojo ecolégico (Foeniculum vulgare), perejil
ecolégico (Petroselium crispum), lavanda ecolégica (Lavandula officinalis) y lavanda
convencional utilizando las concentraciones correspondientes (A=5g/L,B =10g/L,C =
20 g/L, D =50 g/L) medido por el método FRAP.

FRAP
TEAC* (mmol/L Trolox)
A B C D
Foeniculumvulgare 0.19°°+0.01 0.26™+0.03 0.31°°+0.01  0.37%+0.02
Petroselinum crispum 0.40°°+0.00 0.56°°+0.07 0.82°°+0.06  0.93%+0.07
Lavandula officinalis 0.14%®+0.02 0.18"+0.02 0.23°°+0.02  0.24°*+0.01
Lavandula officinalis ¢ 0.07*+0.01 0.15"*+0.03 0.16™+0.03  0.19°*+0.05
BHT 2.08+0.05° 2.57+0.09"° 2.94+0.06F  3.39+0.05°°

*(TEAC): Capacidad antioxidante equivalente Trolox.
Los valores seguidos de letras minGsculas dentro de la misma linea no son significativamente diferentes (p>0.05)
segun el Test de Rango Mdltiple de Tukey.
Los valores seguidos de letras mayusculas dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (p>0.05)
segun el Test de Rango Mdltiple de Tukey.
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Viuda et al., (2011) en los
que se muestra que el AE de perejil ecoldgico obtuvo los valores altos de actividad
antioxidante en todas las concentraciones (en este caso de 5, 10, 20 y 50 g/L) usando
este método, en nuestro caso seguidos por la actividad del hinojo ecoldgico y lavanda

ecoldgica que presentaron los valores mas bajos.

Comparando el AE de lavanda convencional, observamos un estudio elaborado
por Martucci, Gende, Neira y Ruseckaite, (2015), en que afiaden aceite a films
comestibles y estudian su capacidad antioxidante, obtienen valores de FRAP en films
superiores a los de nuestro estudio en aceite, su capacidad antioxidante es
concentracion dependiente, al igual que en nuestro estudio y no refieren valores
absolutos para el aceite por lo que no podemos realizar una comparacion directa de

resultados.

4.3.3 TBARS

Este método se caracteriza por ser muy sensible, requiere pequefias
cantidades de muestras y presenta una elevada correlacion con el comportamiento en
muestras reales, es decir, se pueden obtener datos de aplicaciones reales. Daker et
al., (2008) sefialaron que el método del acido 2-tiobarbitarico (TBA) se emplea para
determinar la cantidad de productos secundarios de la oxidacién lipidica
(malonaldehido) presentes en los aceites. Durante esta oxidacion se producen varios
compuestos primarios de oxidacion (fundamentalmente hidroperdxidos) los cuales se
van transformando, y como consecuencia, originando nuevos compuestos
(secundarios). ElI malonaldehido, reacciona con el acido 2-tiobarbittrico y forma un
compuesto rosado que puede medirse en un espectrofotometro. El ensayo de TBARS
se llevd a cabo para determinar la capacidad los AEs para inhibir la peroxidacién de

fosfolipidos presentes en la yema de huevo comparandolo con la capacidad de BHT.

La Tabla 8 muestra los resultados obtenidos para los AEs hinojo ecoldgico
(Foeniculum vulgare), perejil ecolégico (Petroselinum crispum), lavanda ecolégica
(Lavandula officinalis) y lavanda convencional para inhibir la formacion de especies
reactivas del &cido tiobarbitdrico (TBARS), metabolito secundario de la oxidacién
lipidica. Todos los AEs analizados presentaron un alto porcentaje de inhibicién de
TBARS, excepto el AE de perejil ecolégico que mostré una actividad pro-oxidante a

concentraciones superiores a 5g/L, ya que en ocasiones los fenoles pueden actuar
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como pro-oxidante reduciendo los iones de metales de transicion. Dicha inhibicién no
se produjo de forma dependiente respecto a la concentracion. No se observaron
diferencias significativas a medida que aumentaba su presencia. Ademas tampoco
aparecen diferencias entre el AE de hinojo ecoldgico y lavanda convencional. En

cambio el AE de lavanda ecoldgica presenté mayor capacidad de inhibicion de la

formacion de radicales de la oxidacién medidos como TBARS. Es el aceite que mayor
contenido de fenoles mostré entre todas las muestras. Todos los aceites estudiados
fueron agentes de barrido de radicales menos eficaces que el BHT usado como
referencia, que obtuvo valores superiores al 90 %.

Viuda et al., (2011) en su estudio de AEs ecologicos procedentes de Egipto,
llegaron a la conclusion de que a bajas concentraciones la capacidad de inhibicion
peroxidacion lipidica era reducida, sin demasiado poder, pero a medida que las
concentraciones iban incrementandose, su capacidad para inhibir dicha peroxidacién
se fue haciendo mas significativa, principalmente en el AE de lavanda. Este aceite
obtuvo el mayor % de inhibicion, existiendo diferencias significativas respecto a la
referencia (BHT). Fue seguido por el hinojo y el perejil, que mostré actividad pro-
oxidante a concentraciones superiores a 5 g/L de aceite esencial. De nuevo vemos
gue el contenido en fenoles totales no se correlaciona con los resultados de TBARS, al

igual que sucedia con la inhibicion del radical DPPH.

Tabla 8. Actividad antioxidante de aceites esenciales de hinojo ecolégico (Foeniculum
vulgare), perejil ecoldgico (Petroselium crispum), lavanda ecolégica (Lavandula
officinalis) y lavanda convencional utilizando las concentraciones correspondientes (A =
59g/L,B=10g/L,C=20g/L, D =50g/L) medidos mediante el ensayo TBARS.

% Inhibicion TBARS
A B C D

Foeniculum vulgare  51.06*°+1.04 53.24*'+1.98 51.46*+1.37 52.35%®+1.50
Petroselinum crispum 12.33*+16.81

Lavandula officinalis = 61.52%°+0.21 60.38%+2.42 57.50%®*+1.19 56.91%®+3.15
Lavandula officinalis ¢ 52.01%%+1.89 54.04*+2.25 47.50*'+6.55 46.36*'+3.15

BHT 84.85+0.02%° 87.32+0.08°°¢ 89.21+0.16°C  90.75+0.10%

--- actividad pro-oxidante

Los valores seguidos por la letra mindscula dentro de la misma linea no son significativamente diferentes (p>0.05)
segun el Test de Rango Mdltiple de Tukey.

Los valores seguidos por la letra mayGcula dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (p>0.05)
segun el Test de Rango Mdltiple de Tukey.
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4.4 Resultados de la actividad antibacteriana de los aceites esenciales.
4.4.1 Listeriainocuay Pseudomonas fluorescens.

El objetivo de estos estudios fue la determinacion de la actividad antibacteriana
(mediante el empleo de la técnica de difusion en disco) de los AEs obtenidos de hinojo
ecoldgico, perejil ecoldgico, lavanda ecoldgica y lavanda convencional, frente a dos
bacterias relacionadas con el deterioro de alimentos o indicadoras del mismo, Listeria
inocua CECT 910 y Pseudomonas fluorescens CECT 844.

La Tabla 9 muestra la inhibicion del crecimiento bacteriano obtenido para cada

uno de los AEs analizados a diversas concentraciones.

Como puede observarse, el aceite esencial que presenté un mayor halo de

inhibicién bacteriana para Listeria inocua fue la lavanda ecolégica, que resultoé sensible

a dicho AE a concentraciones mas altas (de 40 y 20 %) con 17 y 13,25 mm

respectivamente. En el caso del AE de perejil _ecolbégico, presentd actividad

antibacteriana sobre Listeria inocua en cuatro de las cinco concentraciones

analizadas. Seguidamente, fueron los AEs de lavanda convencional e hinojo ecolégico

los que inhibieron a Listeria inocua solamente a concentraciones altas de aceite.

Es importante resaltar que ninguno de los aceites esenciales analizados
present6 actividad antibacteriana frente a las cepas de P. fluorescens. Se trata de una
bacteria Gram-negativa, cuya sensibilidad a los aceites esenciales suele ser menor a

la de las bacterias Gram-positivas como L. innocua.

A pesar de que diversos autores han demostrado que los AEs poseen una gran
actividad antibacteriana, el motivo por la que ésta se produce todavia no se conoce, no
por completo. Esta actividad puede que sea provocada por la composicién quimica de
los aceites esenciales, es decir, por las sustancias principales que los conforman y sus
caracteristicas, o también a un efecto sinérgico entre compuestos que se hallan en
menor proporcion, o a correlaciones entre los compuestos principales y los de menor
concentracion, tal y como establece Carovi¢-Stanko et al., (2010). Al igual que se
desconoce cudl es el compuesto responsable de provocar la actividad antibacteriana

en los aceites, tampoco se conoce el método por el que se obtiene esta cualidad.
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Tabla 9. Efecto de la concentracion (CE) de aceites esenciales de hinojo ecolégico
(Foeniculum vulgare), perejil ecologico (Petroselium crispum), lavanda ecolégica
(Lavandula officinalis) y lavanda convencional.

¥ Didmetro de la zona de inhibicién (mm)
incluyendo el diametro de disco de 9 mm

Aceite esencial *Dosis I._isteria Pseudomonas
(%) inocua fluorescens
Foeniculum vulgare 40 10.75°+0.35 N.A.
20 5.50%+1.77 N.A.
10 N.A. N.A.
5 N.A. N.A.
2 N.A. N.A.
Petroselinum crispum 40 11.42°+0.11 N.A.
20 11.16°+0.05 N.A.
10 10.25°+0.00 N.A.
5 10.20°+0.35 N.A.
2 N.A. N.A.
Lavandula officinalis 40 17.00°+0.00 N.A.
20 13.25°1.77 N.A.
10 N.A. N.A.
5 N.A. N.A.
2 N.A. N.A.
Lavandula officinalis C 40 11.00°+0.00 N.A.
20 N.A. N.A.
10 N.A. N.A.
5 N.A. N.A.
2 N.A. N.A.

¥(media y DE)

*Las dosis de aceite esencial se refieren a volume inicial (40 pL).

¢ para el mismo aceite esencial, los valores seguidos por letras diferentes dentro de la misma columna son
significactivamente diferentes (P < 0,05) segln la prueba de rango mdltiple de Tukey.

N.A., No Activa.

Oussalah et al., (2006), Viuda-Martos et al., (2011) y varios autores intentan
explicar el motivo por el que se produce dicha actividad, la rotura de la bicapa lipidica
de la membrana celular de la bacteria, la interrupcion de los sistemas enzimaticos, la
coagulacion del citoplasma celular, ataques sobre el material genético o dafios sobre
las proteinas de membrana que permiten el flujo de electrones al exterior. Estos
argumentos justificarian la diferente respuesta de bacterias Gram-positivas y
negativas, aunque por supuesto pueden darse diferencias especie-especificas.

Bourgou et al., (2010) probé que el AE de hinojo no logré la inhibicion en

Pseudomonas fluorescens.
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5. CONCLUSIONES

El estudio de investigacion realizado sobre los aceites esenciales ecologicos de
hinojo (Foenicum vulgare), perejil (Petroselium crispum), lavanda (Lavandula
officinalis) y lavanda convencional para determinar su actividad antioxidante y
antimicrobiana es una aportacion de gran relevancia para la industria alimentaria
puesto que, ademas de su aplicacion originaria en productos alimentarios para mejorar
el sabor, color, y en general sus caracteristicas organolépticas, también pueden
mejorar su vida Uutil al adicionarlos como aditivos naturales, sustituyendo asi los

conservantes sintéticos.

v Los aceites esenciales estudiados muestran una gran variedad de
sustancias en su composicion quimica. Entre los distintos grupos
existentes, se han encontrado fundamentalmente terpenos (limoneno,
pineno, felandreno), cetonas (fenchona), alcoholes (linalol), fenoles
(anetol)...En el caso del AE de hinojo ecolégico los componentes
principales son limoneno (26,44%), anetol (23,5%), fenchona (21,68%)
a-felandreno y a-pineno (9,26% vy 6,22%, respectivamente). Para el AE
de perejil ecolégico las sustancias quimicas que mas altos %
presentaron fueron miriscitina en un 36,09%, apiol en un 20,93%, a-
pineno en un 15,47% y nerilacetato en un 10,41%. Seguido de éstos, en
proporciones menores, aparecen el allitetrametoxibenceno, sabieno y
elemicina (6,45%, 4,73% y 2,74%, respectivamente). En el caso de la
lavanda ecoldgica su compuesto predominante es el linalol (34,44%)
seguido del acetato de linalilo (34,19%), y en porcentajes mucho mas
inferiores otros tales como trans-o-cimene (5,05%), acetato lavandulilo
(4,08%), trans-cariofileno (3,83%), B-o-cimeno (3,44%) y B-farneseno
(3,03%). Por ultimo la lavanda convencional estd compuesta por un
39,78% de linalol y con un 35,51% de acetato de linallo como

compuestos mas significativos.

v' Los aceites esenciales analizados en este estudio presentan un alto

Contenido en Fenoles Totales, siendo el aceite esencial de perejil
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ecologico el que mayor contenido mostro, seguido de hinojo y lavanda

ecoldgica, respectivamente, y por ultimo el de lavanda convencional.

Aunque se han observado algunas diferencias entre los aceites
esenciales de lavanda (ecoldogica y convencional), dado el distinto
origen de los aceites y la comparacion con otros estudios no podemos

concluir que dichas diferencias se deban al cultivo ecolégico.

v' Todos los aceites esenciales ensayados muestran actividad
antioxidante, casi siempre lineal con las concentraciones. El aceite
esencial de perejil ecolégico mostré los mayores valores de actividad
antioxidante en dos de los tres métodos empleados (DPPH y FRAP)
gue correlacionaron positivamente con el contenido en fenoles totales, y
sin embargo present6 los valores més bajos en el método TBARs, e
incluso manifesté actividad prooxidante. es necesario tener en cuenta
esta actividad de cara a evaluar su inclusién en la formulacion de

alimentos.

v En cuanto a la actividad antibacteriana de los aceites esenciales
estudiados, es moderada para Listeria inocua, siendo el AE de lavanda
ecologica el que mayor inhibiciébn presenta frente a dicha bacteria a
altas concentraciones (Gram-positiva), seguida del AE de perejil
ecoldgico en la mayoria de sus concentraciones, y por Gltimo lavanda
convencional e hinojo ecolégico. y no presentan actividad
antimicrobiana frente a Pseudomonas fluorescens. De este modo, en
vistas a futuros estudios, estos aceites deberian estudiarse en
combinacién con otros aceites o conservantes naturales para estudiar
posibles sinergias 0 combinacion de efectos (antioxidante vy

antimicrobiano).
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