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RESUMEN

El deterioro oxidativo que ocurre en membranas celulares y alimentos, entre otros sistemas, puede
prevenirse con antioxidantes de origen natural o sintético. Los investigadores han realizado
multiples estudios con el objeto de encontrar sustancias naturales antioxidantes que puedan
remplazar a las sustancias de origen sintético utilizadas comercialmente; en estos estudios han
encontrado que varios extractos y aceites esenciales de origen vegetal poseen actividad
antioxidante apreciable. Para evaluar la capacidad que posee una sustancia en inhibir o prevenir el
deterioro oxidativo acelerado, se debe disefiar un sistema modelo constituido por un sustrato, un
medio de deterioro oxidativo y una técnica analitica de medicion.

En este trabajo se evaluaron las actividades antioxidantes de los aceites esenciales de Origanum
vulgare L., Rosmarinus officinalis L. y Coriandrum sativum L. en emulsiones sometidas al deterioro
oxidativo causado por la exposicion a radiacion UVA-VIS. Para la evaluacion de la actividad
antioxidante se cuantificd el acido linoleico como su éster metilico, por medio de la cromatografia
de gases de alta resolucion acoplada a un detector de ionizacién en llama y ademas se cuantificd el
hexanal como su pentafluorofenilhidrazona, por cromatografia de gases de alta resolucién acoplada
a un microdetector de captura de electrones.

Entre los aceites esenciales estudiados, el de orégano presentd mayor proteccion, seguido por los
de cilantro y romero. El aceite esencial de orégano exhibid actividad antioxidante mayor a la de la
vitamina E, para concentraciones de 1, 10 y 20 g/kg. Se determind que la accién antioxidante de
los aceites esenciales de orégano y cilantro aumentaba proporcionalmente con su concentracion en
la margarina. Al evaluar la actividad antioxidante de las mezclas de la vitamina E con el aceite
esencial de orégano y el acido ascdrbico con el mismo aceite, no se encontraron efectos sinérgicos,
ni aditivo.

* Tesis

** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Elena E. Stashenko
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EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THREE ESSENTIAL OILS AT THE EMULSIONS
OF MARGARINE DEGRADED BY ULTRAVIOLET RADIATION®

AUTHOR
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ABSTRACT

The oxidative deterioration that happens in the cell membranes and in foods, among other
systems, it can be prevented by the use of antioxidants of natural or synthetical origen. The
researchers have performed multiple studies with the objective of finding out natural antioxidants
substances that can replace the substances of synthetical origen used in the market; in these
studies it has been found that several extracts and essential oils of vegetal origen have a valuable
antioxidant activity. To evaluate the capacity of a substance to restrain or prevent the fast
oxidative deteriorate, a model system made of a sustrate, a medium of oxidative deteriore and a
measurement process have to be design.

In this paperwork the antioxidant activities of the essential oils of Origanum vulgare L., Rosmarinus
Officinalis L. and Coriandrum sativum L.  were evaluated in emulsions submitted to oxidative
deterioration caused by the exposure to radiation UVA-VIS. For the evaluation of the antioxidant
activity the linoleic acid such as methilic esther was measured, thanks to the gas chromatography
of high resolution joint to a flame ionization detector, moreover hexanal was measured such as
pentafluorophenylhidrazine, thanks to the gas chromatography of high resolution joint to a
electrons capture detector.

Among the studied essential oils, the one from Origanum presented a higher protection, followed
by the one of Coriandrum and Rosmarinus. The essential oil of the Origanum presented an
antioxidant activity higher than the vitamine E, to 1, 10 and 20 g/kg concentrations. It was
determine that the antioxidant action of the esential oils of the Origanum and Coriandrum increased
in the same proportion as its margarine concentration. To evaluate the antioxidant activities of the
vitamine E mixtures with the essential oils of Origanum and ascorbic acid with the same oil, no
sinergic effects nor aditives were found.

* Thesis
** Science Faculty, School of chemistry, Elena E. Stashenko
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INTRODUCCION

La accion directa o indirecta del oxigeno molecular sobre los sustratos presentes en los
sistemas organicos e inorganicos conduce a la oxidacién de los mismos. Algunas de las
consecuencias de este proceso en los alimentos son la rancidez y el correspondiente off-
flavour, mientras que en los sistemas bioldgicos ocurren procesos mas complejos y menos
obvios asociados con varias patologias y enfermedades [1,2]. El deterioro oxidativo se
conoce comuUnmente como autoxidacion, fotoxidacion u oxidacion enzimatica. En la
autoxidacion, los acidos grasos insaturados se deterioran, por la accién de agentes como
el calor, la radiacion o iones metalicos; en la oxidacion enzimatica, enzimas, como la
lipoxigenasa catalizan el deterioro de los sustratos lipidicos, y en la fotoxidacion el
deterioro es iniciado por la accién de fotones [3-5]. Debido a la importancia de la
radiacidon sobre los procesos vitales y cotidianos y, en particular, debido a la accién de la
radiacion ultravioleta sobre los mismos, en los Ultimos afios se ha resaltado su estudio ya
que se sabe que es la radiacion causante del dafio a moléculas bioldgicas como el ADN,
las proteinas y los lipidos [6-12]. Ello se ve reflejado no solamente en enfermedades
como el cancer, sino también en las relaciones entre los seres vivos presentes en los
ecosistemas [13-17]. La radiacion UVA (320-380 nm) esta relacionada con el fenédmeno
de estrés oxidativo, en donde radicales como el hidroxilo inician los fendmenos de
peroxidacion lipidica. Se ha determinado que los mecanismos de defensa, en contra del
efecto causado por la radiacion UVA, estan relacionados con las moléculas antioxidantes
[18].

Los antioxidantes son sustancias que retardan o inhiben la degradacion oxidativa y se
utilizan ampliamente en la industria para prevenir la formacidn de colores, off-flavour y
compuestos que se originan durante la oxidacion de los lipidos. Los antioxidantes pueden
ser de origen natural o sintético. La mayoria de los antioxidantes utilizados en los
alimentos para humanos y animales son de origen sintético; entre ellos, se encuentran el
BHT, el BHA, la TBHQ y el PG. Algunas de estas sustancias han sido evaluadas en
animales de experimentacion, encontrandose, por ejemplo, que el BHA ocasiona la

proliferacion de las células del tubo digestivo, junto con la disminucion del crecimiento en
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las ratas, el BHT produce lesiones hemorragicas y el PG forma compuestos coloreados en
presencia de trazas de hierro, ademas de descomponerse a altas temperaturas [19].
Debido a los efectos encontrados en animales de experimentacion, en paises como Japon
ha sido prohibido el consumo de BHA y en los Estados Unidos de América el BHA y el BHT
se encuentran en el estatus tres de la reglamentacion para drogas, lo cual indica que su
toxicidad debe ser evaluada con frecuencia [3,20-23]. Aunque muchos de estos efectos
no son extrapolables a la especie humana por las diferencias fisioldgicas y anatdmicas, los
consumidores perciben que las sustancias naturales son mas inocuas que las sustancias
sintéticas y, por ello, las prefieren. Ante ésto, y sabiendo que las sustancias naturales se
utilizan desde la antigliedad, varios centros de investigacion, entre ellos el Laboratorio de
Cromatografia de la Universidad Industrial de Santander, vinculado al Centro de
Investigacion en Biomoléculas, CIBIMOL, estan buscando, dentro de las fuentes naturales,
nuevas sustancias con propiedades antioxidantes, que puedan reemplazar a los
antioxidantes sintéticos cominmente utilizados, claro estd, después de un estudio

exhaustivo de sus propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas.

Desde los afios cincuenta se han realizado mdltiples investigaciones tendientes a extraer
compuestos con propiedades antioxidantes a partir de plantas, fue asi como se
encontraron las sustancias conocidas como flavonoides y tocoferoles [22-30]. Ahora bien,
aunqgue los estudios con extractos han sido amplios, la informaciéon encontrada sobre la
accion protectora de los aceites esenciales y sus componentes es relativamente escasa
[31-40]. Sin embargo, varios trabajos se han realizado en el Laboratorio de Cromatografia
de la UIS sobre el efecto protector de aceites esenciales contra el deterioro oxidativo,
causado por altas temperaturas, radiacion de microondas, iones metdlicos y radiacion
UVA, usando los sustratos tipo aceite vegetal y acido linoleico. En la mayoria de los

ensayos se encontré un efecto de inhibicion de la degradacion oxidativa [41-45].

El objeto de esta investigacion fue evaluar el comportamiento de los aceites esenciales de
Origanum vulgare L., Rosmarinus officinalis L. y Coriandrum sativum L. durante el
deterioro oxidativo causado por radiacién UVA-VIS a emulsiones. Para llevar a cabo estos

ensayos fue escogida una emulsion como sustrato lipidico porque, aunque estos aceites
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esenciales ya habian sido evaluados en aceite vegetal, la accién de las sustancias
antioxidantes puede variar desde el efecto antioxidante hasta el pro-oxidante, de acuerdo
con el medio de reaccién (particion) [46-62]. Para evaluar el efecto de la adicion de estos
aceites esenciales se ejecutd el seguimiento del deterioro del acido linoleico y la
generacion del hexanal en la forma de sus derivados, éster metilico e hidrazona, por las
técnicas HRGC-FID y HRGC-LECD, respectivamente [41,43]. La utilizacién de dos técnicas
analiticas de medicion se realizd con el objeto de comparar los valores de actividad
antioxidante obtenidos, puesto que el empleo de diferentes técnicas analiticas puede
incidir sobre la respuesta observada. Por ejemplo, en los estudios realizados por Puertas,
M. (2002), se muestra que para una concentracion de 20.00 g/L de aceite esencial de
cilantro en aceite vegetal de girasol, las actividades antioxidantes medidas a través de la
cuantificacion del acido linoleico y del hexanal fueron 57.9 y -15.6%, respectivamente
[63].

Los resultados parciales de esta investigacion, titulados "Degradacion de margarinas por
radiacion ultravioleta: estudio previo para evaluar el efecto protector de aceites
esenciales" y "HRGC/FID/ECD determination of the protecting effect of essential oils
during the UV-induced oxidative degradation of margarine emulsions", fueron presentados
en forma de posters en el IX Congreso Latinoamericano de Cromatografia, COLACRO,
realizado en febrero de 2002 en Cartagena, Colombia y en el 24" International

Symposium on Chromatography’, celebrado en Leipzig, Alemania en septiembre de 2002.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1 DETERIORO OXIDATIVO

Los procesos de deterioro oxidativo, DO se presentan en la mayoria de los sistemas
organicos e inorganicos produciendo efectos adversos que se evidencian en los cambios
de color, sabor y olor. Los mecanismos a través de los cuales puede ocurrir el DO,
conocidos como autoxidacion, fotoxidacion y oxidacion enzimatica, se describen a

continuacion.

2.1.1 Autoxidacion. La autoxidacion es esencialmente una reaccion en cadena de
radicales, dividida en las etapas de iniciacion, propagacién, ramificacion y terminacion [64-
66].

Iniciacion: RH—->R +H
Propagacion: R +0, —~ 5RO, ky = 10° mol™s™
RO, + RH—*—ROOH +R k, = 10-60 mols™

RO +RH - ROH +R-

Ramificacion: ROOH —» RO +HO
2ROOH - RO, +RO" +H,0

RO, +RO, —
Terminacion: RO, +R" - Productos no radicales
R"+R —

En la etapa de iniciacion, se forma un radical alquilico por medio de la abstraccién de un

atomo de hidrégeno de un acido graso. Esta abstraccion se realiza preferencialmente en
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los hidrogenos metilénicos de acidos grasos poliinsaturados, ya que la energia necesaria
para la abstraccion de esta clase de hidrégenos es relativamente baja (272 kJ/mol),
comparada con la requerida para abstraer los hidrogenos de grupos metilicos y metilénicos
ubicados en acidos grasos saturados e insaturados (322-422 kJ/mol) [64]. Dentro de los
posibles agentes que pueden iniciar la ruptura homolitica de un enlace carbono-hidrégeno
se encuentran la radiacion, los radicales, el calor, los iones metalicos [67-71] y en el caso
particular de los sistemas vivos, las especies reactivas de oxigeno, ROS, producidas en
altas concentraciones bajo estados de estrés oxidativo. Entre las ROS, el hidroxilo (OH),
el anién superdxido (O, ), el oxigeno singulete (*0,) y el perdxido de hidrégeno (H,0,)
pueden actuar como iniciadores de la reaccidn en cadena, al abstraer un atomo de

hidrogeno o adicionarse al doble enlace carbono-carbono de un acido graso [18,72-76].

Una vez formado el radical alquilico R, éste reacciona rapidamente con el oxigeno triplete
para formar el radical peroxilo ROy, el cual al abstraer un atomo de hidrégeno de un acido
graso produce un molécula de hidroperéxido ROOH a través de una reaccion, cuya
velocidad es baja debido a que los radicales peroxilo son relativamente estables
comparados con los radicales Ry RO. En la Figura 1 se muestra la formacion de 4
hidroperdxidos a partir del acido linolénico. La proporcidén de estos compuestos depende
del punto de ataque del oxigeno triplete y de la tendencia de los hidroperdxidos a sufrir

reacciones de ciclacién [20].

Los hidroperdéxidos formados tienen una estabilidad alta con respecto a los otros
compuestos presentes en el medio de reaccién y se requiere que agentes iniciadores
(calor, radiacion, iones metdlicos) proporcionen las condiciones necesarias para su
deterioro. Asi por ejemplo, para la generacion de radicales alcoxilo y peroxilo a partir de
ellos se necesitan aproximadamente 44 y 90 kcal/mol para la disociacion de los enlaces
RO-OH y ROO-H, respectivamente. El caso particular de los iones metalicos sobre los

hidroperdxidos se muestra en la siguiente reaccién [3]:

ROO ™ + H* + M*2
RO + OH + M*3

ROOH + M*3
ROOH + M™2

|
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Figura 1. Formacion de hidroperdxidos durante la oxidacion del acido linolénico.
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Los radicales peroxilo y alcoxilo estan involucrados en reacciones de competencia, tales
como la escisién B y la ciclacion por reordenamiento intramolecular. La escisidén B,
esquematizada en la Figura 2, es la ruta por medio de la cual se puede explicar la
formacion de productos volatiles causantes del off-flavour de los alimentos; entre estos
productos se encuentran pentano, pentanal, hexanal, heptanal, octanal, nonenal, decenal,
nonadienal y decadienal, entre otros [64, 77]. En la ruta se muestra como a partir del
hidroperdxido se origina un alcoxilo, que puede sufrir dos tipos de ruptura A y B (Véase
Figura 2). En la ruptura tipo B preferida energéticamente, el enlace carbono-carbono
mas alejado del doble enlace se rompe originando los compuestos oxo-eno u oxo-dieno
que son estabilizados por resonancia. En el caso particular de la escisiéon B del
hidroperdxido del acido linoleico, indicada en la Figura 3, se obtienen los productos de

fragmentacién pentano y 2,4-decadienal.
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Figura 2. Escision B de los monohidroperdxidos.
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Figura 3. Escision B del monohidroperdxido del acido linoleico.
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La generacion del hexanal, entre los principales compuestos volatiles derivados de la
oxidacion del acido linoleico, es un tema que permanece en discusion abierta, pero su
formacion en soluciones acuosas ocurre a través de la protonacién del grupo
hidroperdxido, el cual da origen a un catidon oxo que sufre una reaccion de insercion sobre
el doble enlace adyacente, dando origen al oxo-acido y al hexanal, tal como se indica en la

Figura 4.
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Figura 4. Formacion del hexanal en medios acuosos [R; = CH3(CH,)4, R, = (CH,);COOH].
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Ademas de las reacciones de escision B, los hidroperdxidos de acidos grasos experimentan
reacciones de ciclacién intramolecular por medio de las cuales dan origen a
epoxihidroperoxidos, epdxidos y bicicloendoperdxidos. En la Figura 5 se indica la ruta de

formacion de un hidroperoxi-epididxido a partir del acido a-linolénico [3].



Figura 5. Formacion de un hidroperoxi-epididxido a partir del acido a-linolénico.
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Durante la etapa final del mecanismo de la autoxidacion, los radicales formados en las
etapas previas se combinan para producir moléculas neutras que contienen dos o mas
acidos grasos unidos a través de un grupo perdxido, éter o carbono-carbono. Esta
combinacion requiere poca energia, pero esta limitada por la concentracion y orientacion
de los radicales. En el caso particular de la fritura de aceites, los radicales se combinan
produciendo dimeros y oligdmeros que contribuyen al incremento de la viscosidad del
aceite [20].

2.1.2 Fotoxidacion. La fotoxidacién puede transcurrir a través de dos mecanismos: el
directo y el de sensibilizacion. En el primer caso la accion directa de un fotdn sobre una
molécula de acido graso ocasiona la escision homolitica del enlace carbono-hidrogeno
menos energético; mientras que en el segundo los fotones son absorbidos por sustancias
sensibilizadoras, tales como clorofilas, porfirinas, mioglobina, riboflavinas y colorantes
sintéticos, los cuales disipan este exceso de energia por medio de dos rutas que originan
la formacion de hidroperdxidos. En la Figura 6 se muestra que el sensibilizador, Sens,
una vez absorbe el fotdn, se convierte en una molécula excitada inestable !Sens’, la cual
puede perder el exceso de energia por medio de tres mecanismos diferentes denominados
asi: conversion interna, emision de luz y cruces intersistemas. Cuando sucede la
conversion interna desde un estado de mayor energia hasta uno de energia mas baja,
ésta se disipa en forma de calor, mientras que la emision de luz puede suceder a través de
los fendmenos de fluorescencia y/o fosforescencia. La fluorescencia ocurre cuando la
especie 'Sens” pasa a su estado fundamental !Sens y la fosforescencia se presenta cuando
hay cruces intersistemas, es decir, cruces entre estados energéticos de diferente
multiplicidad de espin, en este caso la especie 'Sens” se convierte primero en 3Sens” y

luego pasa a su estado fundamental 'Sens [4,78-80].

El sensibilizador en estado triplete excitado *Sens” es mas estable que en estado singulete
excitado, por lo que su tiempo de vida es mas prolongado, y es justamente la especie que
ocasiona la produccion de hidroperdxidos a través de las rutas mostradas en la Figura 7.

En la ruta tipo I la especie 3Sens” interactlia con el &cido graso a través de reacciones de
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transferencia de electrones o de atomos de hidrégeno originando radicales alquilicos que
reaccionan con el oxigeno molecular triplete. En la ruta tipo II la especie 3Sens’ le
transfiere la energia al oxigeno que se encuentra en estado triplete generando el estado
singulete '0,, el cual reacciona con los &cidos grasos insaturados. La velocidad de la ruta
I depende de la clase y concentracion de los sensibilizadores y sustratos, mientras que la
velocidad de la ruta tipo II depende de la solubilidad y la concentracién del oxigeno, de tal
modo que cuando el oxigeno se encuentra en baja concentracion hay un desplazamiento
de la ruta tipo II hacia la I. En el caso particular de los alimentos que contienen agua con

la disponibilidad de oxigeno baja, la ruta I prevalece [80].

Figura 6. Transiciones electronicas de una molécula o sensibilizador.
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Figura 7. Produccion de hidroperoxidos a través del mecanismo de fotosensibilizacion.
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2.1.3 Oxidacion enzimatica. Las enzimas denominadas lipoxigenasas que estan
presentes en muchas plantas y también en los eritrocitos y leucocitos de los tejidos
animales, catalizan la oxidacion de algunos acidos grasos insaturados hacia
monohidroperoxidos a través de reacciones que requieren poca energia de activacion; por
ejemplo, para la peroxidacion enzimatica del acido linoleico se requieren aproximadamente
17 kJ/mol. La eficacia de la accion enzimatica depende de la estructura del acido graso y
de la especificidad de la enzima. El acido graso debe contener el sistema 1-cis-4-cis-

pentadieno para que la lipoxigenasa catalice la oxidacién y en cuanto a la especificidad, las
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enzimas de origen vegetal “prefieren” a los acidos grasos linoleico y linolénico, mientras

que las de procedencia animal “prefieren” al acido graso araquiddnico [81].

El mecanismo de oxidacion enzimatica indicado en la Figura 8 muestra como a partir de
una molécula de acido graso se obtiene un radical alquilico con la intervencién de la forma
férrica de la enzima lipoxigenasa. Una vez formado el radical alquilico reacciona con el
oxigeno molecular, generando el radical peroxilo, el cual es reducido hasta el anion
peroxilo en una reaccién catalizada por la forma ferrosa de la lipoxigenasa. En la etapa
final este anién se convierte a hidroperoxido, sustrayendo un protén de la molécula de
acido graso. Los hidroperdxidos formados pueden servir como precursores de compuestos

con actividad bioldgica o ser utilizados como odorizantes [82,83].

Figura 8. Peroxidacion lipidica catalizada por enzimas.
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2.2 ANTIOXIDANTES

Un antioxidante se define de forma general como “cualquier sustancia que cuando esta
presente en concentraciones bajas, inhibe o previene la oxidacién de un sustrato”. De
igual modo, desde el punto de vista bioldgico se define como “aquel compuesto que

protege a los sistemas vivos de los agentes que causan deterioro oxidativo” [77].
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Segun su origen, los antioxidantes pueden ser clasificados como naturales o sintéticos. El
término “natural”, generalmente se refiere a las sustancias que pueden ser extraidas de
las plantas o tejidos animales, o aquellas que se forman como consecuencia de la coccion
o procesamiento de los alimentos. La mayoria de los antioxidantes naturales son
compuestos fendlicos, por ejemplo, tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos [84-95]. Los
tocoferoles ampliamente utilizados se clasifican como tocoferoles (TOH) y tocotrienoles
(TOH-3) y en cada una de esas dos clases hay cuatro isdbmeros (a-, B-, -, &-)
completando un total de ocho compuestos, entre los cuales el a-tocoferol es el que posee
mayor efecto protector sobre los aceites comestibles. Una de las probables explicaciones
a esta diferencia de reactividad se obtiene a partir de las formas de resonancia que
presenta cada estructura. Los radicales formados de las estructuras o- y B- pueden
deslocalizar el electron a través de tres formas de resonancia, mientras que las estructuras
v-, ¥ 8- solo presentan dos estructuras de resonancia. Los antioxidantes sintéticos
también son en su mayoria compuestos fendlicos, a los cuales se les han introducido
diversos grupos alquilicos para aumentar su solubilidad en grasas y aceites; entre los mas
utilizados se encuentran el butil hidroxianisol (BHA), el butil hidroxitolueno (BHT), la ter
butil hidroquinona (TBHQ) y el propilgalato (PG) [96].

Los antioxidantes, segin el mecanismo de accién se dividen en dos tipos: antioxidantes de
ruptura de cadena, ARC, y antioxidantes preventivos, AP. Los ARC, conocidos también
como antioxidantes primarios inhiben la etapa de propagacion cuando le transfieren un
atomo de hidrogeno a los radicales generados durante la oxidacion (R, RO, ROy),
reduciéndolos. Los AP, conocidos como antioxidantes secundarios, previenen la etapa de
iniciacion al atrapar, barrer o formar complejos con sustancias iniciadoras como oxigeno
singulete, oxigeno triplete o iones metalicos, ademas pueden actuar como sinergistas con
los ARC. Los sinergistas son compuestos que aunque tienen poca o nula actividad
antioxidante aumentan la actividad de los ARC; algunos ejemplos de sinergistas son la

lecitina, los aminoacidos y los acidos citrico, fosférico, citracénico y fumarico [97].

Como se menciond anteriormente la mayoria de los antioxidantes primarios y secundarios

contienen grupos fendlicos al igual que el a-tocoferol, razén por la cual se supone que los
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mecanismos de su accién son similares. En la Figura 9 se observan la estructura del o-
tocoferol y las reacciones que ocurren entre él y los radicales formados durante el
deterioro oxidativo. En todas estas reacciones el a-tocoferol cede el atomo de hidrégeno
del grupo hidroxilo a los radicales alquilo, peroxilo y alcoxilo de un acido graso
produciendo especies no radicales estables (RH, ROOH, ROH) y el radical llamado
tocoferoxilo (TO’). Este Ultimo radical se estabiliza por la deslocalizacion del electrén en el
anillo aromatico, pero ademas puede reaccionar con radicales o moléculas neutras de

tocoferol dando origen a tocoquinonas (TO) y/o compuestos diméricos (TO-OT) [3,20].

Figura 9. Estructura del a-Tocoferol y sus respectivas reacciones con radicales alquilicos.
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Los carotenoides, al igual que los tocoferoles, poseen propiedades antioxidantes, pero su
modo de accion es diferente, ya que actian como “barredores” o “secuestradores” de
radicales y “atrapadores” de oxigeno singulete. En la Figura 10 se indica cdmo un
carotenoide “barre” un radical peroxilo produciendo otra especie radicalaria que es mas
estable en comparacién con el radical peroxilo debido al fendmeno de resonancia.

Ademas de esto, la accion de los carotenoides sobre el oxigeno singulete los convierte en
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sustancias apropiadas para la proteccion contra el deterioro ocasionado por la fotoxidacion
tipo II [78].

Figura 10. Atrapamiento de radicales peroxilo por carotenoides.
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2.3 MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad de una sustancia de origen sintético o natural durante el proceso de DO
puede variar desde antioxidante hasta pro-oxidante, debido a la composicion del medio y
a la accion de agentes externos, tales como calor o radiacion. Para poder estudiar el
efecto de cada uno de estos parametros sobre la medida de la actividad antioxidante, se
deben disefiar sistemas modelo, los cuales generalmente contienen las siguientes partes:

un sustrato que puede ser grasa, aceite o emulsion, el medio que origina el DO de manera

acelerada, como por ejemplo, calor, radiacion, iones metalicos y radicales y la técnica
analitica para el monitoreo de la reacciéon [3,98]. La composicion del sustrato afecta la
ubicacion del antioxidante en el medio de reaccion y, por lo tanto, su eficiencia en el
sistema modelo dado. Son varios los estudios que han permitido establecer la tendencia
general de accidon de los antioxidantes en diferentes tipos de sustratos. Una tendencia
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conocida como la “paradoja polar” predice que los antioxidantes hidrofilicos son mas
efectivos que los lipofilicos en aceites, mientras que los antioxidantes lipofilicos son mas
efectivos en emulsiones [46-55,97]. En cuanto a la técnica analitica, ésta se escoge de
acuerdo con el objetivo del ensayo. Asi, por ejemplo, si se desea evaluar el mecanismo de
accion del antioxidante, se pueden utilizar técnicas de atrapamiento de radicales, pero si
se busca estudiar la capacidad de proteccién de un sustrato contra el DO se realiza el
seguimiento de compuestos, tanto degradados como generados. Las espectroscopias ESR
y UV-VIS se utilizan en los ensayos de atrapamiento de radicales, dentro de los cuales los
mas empleados son el del catidn radical 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-acido sulfénico)
(ABTS) y el del 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), mientras que las técnicas IR, HRGC,
HPLC y los métodos calorimétricos, conductimétricos y titrimétricos, generalmente se usan
para determinar los compuestos generados o degradados. En particular, las técnicas
HRGC y HPLC son ampliamente utilizadas para el analisis de aldehidos, cetonas, alcoholes,
hidroperdxidos y acidos grasos [99,100]. Los acidos grasos se determinan en forma de
ésteres metilicos, por cromatografia de gases de alta resoluciéon acoplada a un detector de
ionizacion en llama, HRGC-FID. La obtencién de estos derivados se realiza por medio de
reacciones de esterificacion o transesterificacion, catalizadas por acidos o bases segln se
indica en las Figuras 11 y 12 [101-103].

Figura 11. Transesterificacion de lipidos catalizada por acidos.
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En la transesterificacion catalizada por acidos, primero ocurre la protonacion del lipido y
luego, por la adicion de un alcohol, se origina el intermediario (3), el cual se puede
disociar a través de un estado de transicion (4), produciendo el éster (5). Los acidos
minerales clorhidrico y sulfirico y los acidos de Lewis, e. g. tricloruro de aluminio y
trifluoruro de boro, son los mas utilizados para este proposito. El trifluoruro de boro en la
forma del complejo de coordinacién con metanol es un catalizador muy eficiente, puesto
que realiza la esterificacién de acidos grasos libres y la transesterificacion de lipidos en

tiempos de reaccién cortos.
Figura 12. Transesterificacion de lipidos catalizada por bases.
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En la transesterificacién catalizada por bases (Véase Figura 12), el éster (1) en presencia
de una base como el anion alcoholato (R;0°) forma un intemediario anidnico (6) que

puede disociarse para formar el éster de partida (1) o uno nuevo (7).

La medicion de la actividad antioxidante también se lleva a cabo por cuantificacion de los
compuestos carbonilicos, productos secundarios finales, generados durante el DO [104].
Para realizar esta cuantificacion no se utilizan técnicas cromatograficas convencionales,
por ejemplo, HRGC-FID, debido a que se obtienen respuestas poco sensibles, gracias a la
inestabilidad térmica, alta volatilidad y solubilidad parcial en agua de las moléculas
carbonilicas. Para solucionar este inconveniente se emplean técnicas cromatograficas
especiales con la derivacion de sustancias carbonilicas. La cromatografia de gases es
precedida por procedimientos de enriquecimiento en la fase vapor, tales como Headspace
dindmico y microextraccion en fase solida, SPME [45,105-107]. Estos métodos, al ser
combinados con la derivacion quimica, permiten el aumento de la sensibilidad en

detectores convencionales como el FID, ya que durante el proceso de derivatizacion se
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obtienen compuestos térmicamente estables y menos volatiles. Ademas, al aumentar la
“especificidad” de la molécula por la introduccién de nuevos grupos funcionales, se facilita
el uso de detectores selectivos, tales como NPD, FPD o ECD. Entre los agentes
derivatizantes mas usados se encuentran: pentafluorofenilhidracina  (PFPH),
dansilhidracina—o0-(2,3,4,5,6-pentafluorbencil)-hidroxilamina, (DMSH), dinitrofenilhidracina
(DNPH), n-metil-hidracina-1-metil-1-(2,4-dinitrofenil)-hidracina, (NMH), 4-amino-3-
hidracina-5-mercapto-1,2,4-triazol (AHMT) y 2-hidracinobenzotiazol (HBT), entre otros
[108-110]. En la Figura 13, se muestra la reaccidon de derivatizacion de un aldehido con
la PFPH, en donde se obtiene una mezcla de las hidrazonas isoméricas sin (Z-) y anti (E-).
Este procedimiento de derivatizacion ha sido estandarizado por Stashenko E. E. vy
colaboradores, quienes ademas lo han empleado para el seguimiento de los compuestos
carbonilicos volatiles, presentes en la orina, aceites y emulsiones durante el proceso de
DO [31,41,45].

Figura 13. Derivatizacion de aldehidos con pentafluorofenilhidracina.
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2.4 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales, AE’s, se definen desde el punto de vista quimico, botanico e
industrial como el conjunto de metabolitos secundarios volatiles de la planta, que evocan
su fragancia y pueden ser aislados de ella por métodos de arrastre con vapor o
hidrodestilacion. Los componentes principales de los AE's se denominan terpenos y su
estructura quimica fue establecida por Wallach en 1887, quien ademas propuso la llamada
regla del isopreno, en la cual los terpenos son considerados productos de la fusidon de dos
0 mas moléculas de isopreno, CsHs. La formula general de los terpenos es (CsHs),, y para
valores de n igual a 2, 3 y 4, éstos se denominan monoterpenos (n=2),
sesquiterpenos(n=3) y diterpenos (n=4). Los AE’s contienen ademas de monoterpenos y
sesquiterpenos: ésteres, aldehidos, alcoholes, cetonas, acetales, fenoles, acidos grasos,
cumarinas y compuestos heterocicliclos [111,112]. Algunas de las estructuras de las

sustancias, que pueden estar presentes en los AE’s se muestran en la Figura 14:

Los AE’s han sido utilizados desde hace mucho tiempo en la industria de fragancias y
sabores, pero en la busqueda de sustancias naturales y ambientalmente amigables, su
aplicacion ha sido expandida al ser empleados como posibles agentes antimicrobianos,
antioxidantes y de proteccion de cultivos. La utilizacion de un AE en el ambito industrial
depende de su calidad, la cual es establecida con base en propiedades fisicoquimicas,
tales como: color, sabor, olor, volatilidad y estabilidad (ante agentes como luz, pH,
oxigeno y metales); pero las propiedades varian, a su vez, con la distribucion de los
componentes presentes en el AE. Sobre esta distribucién influyen muchos factores, a
saber: tiempo de cosecha, origen geografico, método de obtencidn, genotipo y quimiotipo,
entre otros [111]. Debido a lo anterior, se hace importante establecer la relacién que hay
entre la efectividad y la composicion de AE’s y los parametros que afectan esta

composicion.

2.4.1 Aceites esenciales de Origanum vulgare L., Coriandrum sativum L. y
Rosmarinus officinalis L. Los aceites esenciales obtenidos de orégano (Origanum

vulgare L.), cilantro (Coriandrum sativum L.) y romero (Rosmarinus officinalis L.)
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presentan una amplia diversidad en su composicién quimica, segun los estudios realizados
(Véase Tabla 1) [113-140]. Asi por ejemplo, Kazarinova, N. V. et al. (2002) determinaron
que los compuestos volatiles presentes en el Origanum vulgare L., cultivado en Rusia eran
principalmente el sabineno (10%), el cis-ocimeno (14%), el trans-ocimeno (19%) y el
cariofileno (12%),mientras que Scheffer, J. J. C. et al. (1986) determinaron que el
metilcarvacrol (61%) y p-cimeno (13%), entre otros, eran los componentes mayoritarios
de la misma especie, proveniente de Turquia. La diferencia en la composicién de un
aceite esencial no sblo se basa en el origen geografico, sino también en la fisiologia y
distribucién de los componentes en los diferentes tejidos de la planta. Lassanyi y Lorincz
(1967, 1970), utilizando métodos histoquimicos, hicieron el primer reporte sobre la
variacion de la composicion de los AE’s obtenidos de frutos y hojas del cilantro,
encontrando que el aceite extraido de las hojas contenia en su mayoria aldehidos,

mientras que el extraido del fruto fue rico en linalol [133,134].

Figura 14. Estructura de algunos componentes comunes en aceites esenciales
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Tabla 1. Composicion de los aceites esenciales de orégano, romero y cilantro de diferentes origenes geograficos.

ESPECIE COMPOSICION

REFERENCIA

Sabineno (10%), mirceno (5%), 1,8-cineol (3%), cis-ocimeno (14%), trans
ocimeno (19%), terpineno (3%), cariofileno (12%), germacreno D (9%),
biciclogermacreno (3%), farneseno (4%)

Timol (36%), carvacrol (16%), p-cimeno (12%), y-terpineno (18%), o-
terpineno (4%)

p-Cimeno (12%), y-terpineno (18%), timol-metil-éter (16%), timol (36%)

Cariofileno (14-31%), germacreno D (10-19%), E,E-farneseno (4-11%)
Origanum vulgareL.  Grupol- carvacrol/timol,

Grupo2- linalol,

Grupo3- sesquiterpenos

Muuroleno (62%)

Carvacrol (61%), p-cimeno (13%), y-terpineno (8%), mirceno (2%)

Sabineno (26%), cis-ocimeno (17%), trans-ocimeno (10%), germacreno D

(15%)

Cis-ocimeno (14%), sabineno (14%), germacreno D (10%), timol, canfeno y
carvacrol, en trazas

Kazarinova, N. V. et al., 2002
[141]

Puertas, M. A. et al., 2002 [63]

Salgar, W., 2002 [142]

Tkachenko, K. G. et al.,, 2002
[114]

D’Antuono, L. F. et al.,, 2000
[118]
Chitra, P. et al., 2000 [120]

Scheffer, J. J. C. et al., 1986
[140]

Lawrence, B. M., 1979 [126]

Maarse, H. Van Os, F. H. L.,
1973 [123]

Rosmarinus officinalis L. Alcanfor (31%), 1,8-cineol (18%), a-pineno (11%), limoneno (4%)

Puertas M. A. et al. 2002 [63]
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. Rosmarinus officinalis L

Alcanfor (34%), eucaliptol (17%), canfeno (6%), a-pineno (8%), B-pineno
(4%)

Alcanfor (31%), 1,8-cineol (18%), canfeno (8%), a-pineno (11%), limoneno
(4%)

1,8-Cineol (48-55%), a-pineno (9-11%), alcanfor (6-15%), o-terpineol (3-
4%)

a-Pineno (30-50%), A-3-careno (12-13%), bornileno (6-8%), verbenona (3-
6%), canfeno (3%), 1,8-cineol (3-8%)

o-Pineno (20-25%), 1,8-cineol (15-20%), alcanfor (15-20%), canfeno (8-
19%)

Linalol (17%), 1,8-cineol (20), o-pineno (17%), canfeno (7%)

o-Pineno (10%), 1,8-cineol (51%), alcanfor (6%), borneol (5%), canfeno
(4%)

Contreras, N., 2002 [143]
Salgar, W., 2002 [142]
Fournier, G. et al., 1989 [139]
Rosua, J. L. Garcia-Granados,
A., 1987 [138]

Boelens, M. H., 1985 [130]

Rhyu, H. Y., 1979 [129]

Skrubis, B. G., 1972 [125]

Corfiandrum sativum L.

Linalol (37%), undecanol (12%), dodecanal (4%), decanal (9%), 2-decenal
(5%)

Decanal (16%), undecenal (3%), dodecanal (6%), tetradecanol (7%), 2-
decen-1-ol (15%), dodecanol (6%), undecanal (6%)

Limoneno (12%), decanol (9%), 2-decen-1-ol (19%), 1-decanol (16%), 2-
decenal (7%)

Linalol, diacetato de 1,1-dodecanol, 1-decanol, 1-decenal, 1-hexadecanol, 1-
metil-2-propenil-benceno, 2-decen-1-ol, 2-decenal

Puertas M. A. et al., 2002 [63]

Contreras, N., 2002 [143]

Delgado, W. A., 2002 [42]

Fuentes, H., 1999 [41]
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Coriandrum sativum L.

(E)-2- decenal, 2-decen-1-ol, 1-decanol, (E)-2-dodecenal, (E)-2-tetradecenal,
dodecanal, (E)-2-pentadecenal

Linalol (69%), limoneno (2%), alcanfor (5%), acetato de geranilo (5%), y-
terpineno (5%)

Linalol (49-77%), y-terpineno (7-17%), acetato de geranilo (1-15%), alcanfor
(3-12%), geraniol (2-5%), limoneno (1-4%), y-terpineol (0-2%)

Linalol (41%), acetato de linalilo (21%), timol (7%), o-pineno (5%)

y-Terpineno (10%), linalol (65%), o-pineno (6%), p-cimeno (4%), alcanfor
(5%)

Linalol (69-29%), a-pineno (6%), limoneno (7%), y-terpineno (5%)

Potter, T.L., 1996 [137]
Lamparsky, D. Klimes, 1., 1988
[132]

Halva, S. et al., 1986 [131]

Gupta, G. K. et al., 1977 [127]

Tashiken, J., Nykdnen, L., 1975
[121]

Chou, J. S. T., 1974 [124]
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En cuanto a sus usos, los aceites esenciales de orégano, romero y cilantro, ademas de ser

empleados como aditivos para alimentos, poseen un amplio espectro de actividad

antimicrobial /n vitro e in vivo, atribuida principalmente a su contenido alto de derivados

fendlicos [141-155]. En La Tabla 2 se resumen algunos estudios sobre la actividad del AE

de orégano contra varios microorganismos

Tabla 2. Actividad antimicrobial del aceite esencial de orégano.

ENSAYADO SOBRE EFECTO REFERENCIA

Candida albicans Fungicida Kazarinova, N. V. et al., 2002
Pseudomonas aeruginosa Antibacterial [141]

Culex pipiens molestus Toxico Traboulsi, A. F. et al., 2002 [146]
Streptococcus pneumoniae Antibacterial Horne, D. et al., 2001 [148]
Acanthoscelides obtectus say Insecticida Baricevic, D. et al., 2001 [150]
Mosca Hessian mayetiola destructor say Toxico Lamiri, A. et. al., 2001 [152]
Escherichia coli Toéxico Skandamis, P., 2001 [153]
Tribolium confusum Toxico Tunc, 1., 2000 [154]

Ephestia kuehniella

Peniciflium digitatum Toxico Daferera, D. J., 2000 [155]

La evaluacion de la actividad antioxidante de los aceites esenciales de orégano, cilantro y

romero se ha realizado en varios sistemas modelo usando diferentes sustratos, medios y

técnicas analiticas de seguimiento [31-38]. En la Tabla 3 se resumen algunos de estos

estudios.
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SISTEMA ACEITE PARAMETROS EXPERIMENTALES MEDICION EFECTO REFERENCIA
MODELO ESENCIAL OBSERVADO
Aceite de girasol  Cilantro -Calentamiento en presencia de oxigeno. Aldehidos Inhibicion Puertas, M. A. et al.,
Acido linoleico Romero -Presencia de oxigeno e iones de Fe**. ABTS y DPPH 2002 [63]
Orégano -Atrapamiento de los radicales ABTS y DPPH
Yema de huevo Orégano -Atrapamiento de los radicales ABAP TBARS Inhibicion Ruberto, G. et al.,
2002 [32]
Aceite de girasol  Cilantro -Incubacion a 37°C con FeSO, Hexanal Inhibicion Stashenko, E. E. et al.,
Acido linoleico Romero -Calentamento a 220°C en presencia de O, 2002 [45]
Orégano durante 2 horas
Aceite de girasol  Romero -Incubacion a 37°C con FeSO, Aldehidos Inhibicion Salgar, W. 2002 [142]
Orégano -Calentamiento a 220°C en presencia de O,
durante 2 horas
Tejidos de pollo  Orégano -Iones de Fe*? Malonaldehido Inhibicidn Botsoglou, N. A. et al.,
2002 [33]
Aceite de girasol  Cilantro -Incubacién a 37°C con FeSO, Aldehidos Inhibicion Delgado, W., 2002 [42]
-Calentamiento a 220°C en presencia de O,
durante 2 horas
Aceite de girasol Romero Irradiacion con luz UV durante 24 horas Hexanal Inhibicion Contreras, N. 2002
Cilantro [143]




44

Continuacion de la Tabla 3.

Acido linoleico  Romero No se reportan Acido linoleico Inhibicion Fadel, H. H. M., EI-
Massry, K. F., 2000 [35]

Manteca Orégano Calentamiento a 60°C Valor de Inhibicion Milos, M. et al., 2000
perdxido [34]
Aceite de girasol Cilantro Calentamiento a 215°C durante 2 horas Acidos grasos Inhibicién Fuentes, H., 1999 [43]
insaturados
Yema de huevo Laurel Adicién del radical dihidrocloruro 2,2'-azobis TBARS Inhibicion Baratta, M. T. et al,
Higado de rata  Salvia (2-amidinopropano) (ABAP) 19982, 1998b [36,37]
Orégano
Romero
Cilantro

Aunque la composicién de los aceites esenciales ha sido ampliamente evaluada, pocos son los estudios realizados sobre la
actividad antioxidante de los mismos y su posible mecanismo de accién, convirtiéndose ello en un campo que queda aun por

explorar.

En los siguientes capitulos se presenta el estudio realizado sobre la actividad de los aceites esenciales de Origanum vulgare L.,
Coriandrum sativum L. y Rosmarinus officinalis L. en contra del deterioro oxidativo causado con radiacion UVA-VIS a

emulsiones de agua en aceite.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REACTIVOS Y MATERIALES

Los reactivos y solventes empleados en este estudio fueron de grado HPLC o grado
analitico y se adquirieron a través de los representantes de MALLINCKRODT, ALDRICH,
MERCK y SIGMA. En la Tabla 4 se reporta la lista de reactivos y solventes usados

durante la realizacién de este proyecto.

Tabla 4. Lista de reactivos y solventes usados en el presente estudio.

Reactivos y solventes Pureza y casa productora

Dodecil sulfato de sodio, SDS > 99%, Merck-Schuchardt, 85662 Hohenbrum,
Alemania

Butilhidroxianisol, BHA > 98.5%, Merck-Schuchardt, 85662 Hohenbrum,
Alemania

Pentafluorofenilhidracina, PFPH 97%, Aldrich Chemical Co., Milwaukee WI 53233, USA

Hexanal 98%, Aldrich Chemical Co., Milwaukee WI 53233, USA

Metanol HPLC, Mallinckrodt, Phillipsburg, NJ 08865,USA

Hexano HPLC, Mallinckrodt, Phillipsburg, NJ 08865,USA

Diclorometano Grado analitico, Emscience, Merck KgaA, 41149122,
Alemania

Sulfato de sodio anhidro Grado analitico, Merck-Schuchardt, 85662
Hohenbrum, Alemania

Vitamina E 97%, Aldrich Chemical Co., Milwaukee WI 53233, USA

L(+)-acido ascorbico Grado analitico, Merck KgaA, 64271, Darmstadt,
Alemania

Mezclas patrones de ésteres metilicos Matreya, Inc., Pennsylvania, USA

GLC 10, GLC 50, GLC 70, GLC 80 y GLC 100
Trifluoruro de boro al 20% en metanol, 20%, Merck-Schuchardt, 85662  Hohenbrum,
BF3/CH3;0OH Alemania
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Para la preparacion de las muestras se utilizaron un Minishaker MS1 (2500 rpm, IKA,
Works, INC, Wilmington, NC 28405, USA); un homogeneizador Ultraturrax (5000-25000
rpm, T8, CE, IKA, LABORTECHNIK STAUFEN, Alemania) y una centrifuga compacta II
(Clay Adams © - Brand, Becton Dickinson & Co), como herramientas de extraccion y
mezclado. Las muestras de aceites, margarinas y material vegetal (cilantro, romero y
orégano) empleadas se consiguieron en el mercado local. En la Tabla 5 se indican
algunas de las caracteristicas encontradas en las etiquetas de las margarinas y los aceites

vegetales usados.

Tabla 5. Margarinas y aceites vegetales empleados en este proyecto.

Margarina Composicion Procedencia Fabricante

Sabrina N.e. Bucaramanga Santandereana

de aceites S.A.

Mavesa N.e. Caracas Mavesa S.A.
Natura N.e. Yumbo Lloreda S.A.
Dagusto N.e. Bogota Acegrasas S.A.
Rama N.e. Cali DISA S.A.
Premier Girasol Yumbo Lloreda S.A.
Fina Algoddn, palma, palmiste y soya Bogota Grasco S. A.
Aceites
Gourmet Girasol Buga Grasas, S.A.
Oleocali Soya Yumbo Lloreda, S.A.
Palma Palma Bucaramanga Muestra no
comercial
Colavita Ofio di Oliva 100% Oliva Italia Oleifici
puro y natural (refinado) Colavita, s.p.a.
Colavita Olio di Oliva calidad Oliva Italia Oleifici

extra virgen (sin aditivos) Colavita, s.p.a.
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3.2 PREPARACION DE MUESTRAS

Los sustratos lipidicos utilizados para evaluar la actividad antioxidante /7 vitro de los
aceites esenciales, la vitamina E y el acido ascérbico, contra el deterioro oxidativo causado
por la radiacion UVA-VIS, fueron una emulsion preparada por la mezcla de agua en aceite,
empleando como tensoactivo dodecilsulfato de sodio, SDS y una margarina comercial. El
aceite vegetal y la margarina se escogieron entre varias muestras comerciales con base en
su composicion de acidos grasos. Las mezclas entre los sustratos lipidicos y los posibles

antioxidantes se realizaron como se describe a continuacion:

& Margarina: los AE’s, la vitamina E y el acido ascérbico, AA, se mezclaron con margarina
hasta obtener concentraciones de 1, 5, 10 y 20 g/kg, en 5 g de solucién. Las
soluciones asi obtenidas se calentaron hasta fusion y se enfriaron, luego se mezclaron

a 23000 rpm en un homogeneizador Ultraturrax, durante 1 minuto.

& Emulsiones: se prepararon 5 g de emulsidon de agua en aceite (relacién 1:4) para cada
concentracion de antioxidante a evaluar, colocando la fase aceitosa sobre la acuosa y
mezclando en el homogeneizador Ultraturrax durante 1 min a 23000 rpm. La fase
acuosa se prepard por disolucion de SDS al 7% (p/p), mientras que para la fase
aceitosa los aceites esenciales y la vitamina E se mezclaron con aceite vegetal hasta
obtener concentraciones de 1, 5, 10 y 20 g/kg. En el caso particular AA, éste se
adicion6 a la fase acuosa de tal modo que su concentracién en la emulsion
correspondi6 a 0.8, 4.0, 8.0 y 16.0 g/kg.

3.3. DETERIORO OXIDATIVO

Para estudiar el deterioro oxidativo de los sustratos lipidicos, que fueron preparados como
se indicd en el Numeral 3.2, se depositaron (0.100 + 0.01 g) en tubos cdnicos de 1.5 mL
de poli(propileno) (BRAND, Postfach 1155, D-97864 Wertheim, Alemania). Las muestras

fueron dispuestas en la region intermedia entre el refrigerante y las 6 lamparas
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fluorescentes F6T5BLB de 16*225.1 mm y 6 Watt, del reactor UV y se irradiaron durante
24 horas. El reactor UV “home-made’ empleado en este trabajo, que se muestra en la
Figura 15, fue disefiado y utilizado previamente en el trabajo de maestria titulado
“Evaluacién de la actividad antioxidante in-vitro de algunos aceites esenciales en el
proceso de peroxidacion lipidica inducida por la radiacion ultravioleta”, realizado por
Contreras, N. (2002) [143].

Figura 15. A. Fotografia (vista general) del reactor UV “home-made”. B Vista superior
(esquema) del sistema para fotoxidacion de las emulsiones de margarina y de SDS.

A

8.5 cm Distancia

4.5 cm

p Lamparas

P Tubos conicos con m uestras

p Portamuestras

Refrigerante
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3.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO

3.4.1 Analisis de acidos grasos. El analisis de los acidos grasos en los sustratos
lipidicos se llevé a cabo mediante la obtencion de sus ésteres metilicos y su cuantificacion
por cromatografia de gases de alta resolucidon con detector de ionizacién en llama (HRGC-
FID), segun las normas ISO 5509 (“Animal and vegetable fats and oils-preparation of
methyl ester of fatty acids") y 5508 (“Animal and vegetable fats and oils-Analysis by
chromatography of methyl ester of fatty acids"), respectivamente [156,157].

Se tomaron aproximadamente 50 mg de cada una de las muestras en tubos de ensayo
con tapa rosca (16x50 mm). Luego, se les adicionaron 5 mL del complejo de trifluoruro
de boro al 20% en metanol. Las mezclas se sumergieron en un bafo de aceite con
agitacion magnética a una temperatura de 85 + 5°C, durante 1 hora, hasta observar la

desaparicion de la fase lipidica.

Posteriormente, las muestras fueron retiradas del bafno de aceite y se dejaron reposar por
5 minutos. Seguidamente, se realizd la extraccion de los ésteres metilicos de los acidos
grasos (FAME's) con 3 mL de n-hexano. De los extractos organicos obtenidos se
separaron 0.5 mL y se aforaron a 1 mL con n-hexano. Se tomaron 2.0 uL de estas

soluciones, para su respectivo analisis cromatografico.

El andlisis cromatografico se realizd en un cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard (HP)
5890 A Series II (Palo Alto, California, USA), equipado con un inyector automatico HP-
7683. Como gas de arrastre se empled helio (99.995%, AGA Fano S.A., Bucaramanga),
con presion de entrada en la columna de 30 psi y velocidad lineal de 1.0 mL/min (100°C).
Los flujos de aire e hidrégeno para el FID fueron 300 y 30 mL/min, respectivamente,
como gas auxiliar se usd nitrégeno, con una velocidad de flujo de 30 mL/min. La
inyeccién fue hecha en modo spi/it, con flujo en la valvula split de 20 mL/min, (250°C) y un
detector de ionizacién en llama (FID), cuya temperatura se mantuvo a 270°C. Los datos
obtenidos en el andlisis se procesaron a través del sistema de datos HP Chemstation Rev.

A. 05. 01 [273]. Para la separacidn de los analitos de interés se empled una columna DB-
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WAX 60 m (L) x 0.25 mm (D.I) recubierta con fase estacionaria de poli(etilenglicol) de
0.25 um (d;) de espesor. La temperatura del horno se programé de 100°C (5 min) @ 2
°C/min hasta 136 °C (1 min) @ 7°C/min hasta 250°C (25 min).

Para la identificacion de los FAME's presentes en las muestras se utilizd el método de
comparacion de sus tiempos de retencion con los patrones de FAME's certificados (mezcla
de estandares GLC-10, GLC-50, GLC-70, GLC-80, GLC-100, Matreya, Inc., Pennsylvania,
USA), analizados bajo las mismas condiciones cromatograficas. En el Anexo 2 se
presenta el perfil cromatografico caracteristico para la mezcla patrén de FAME's.

El porcentaje relativo (%) de acidos grasos se determind segin la norma ISO 5508
“Animal and vegetable fats and oils-Analysis by chromatography of methyl ester of fatty
acids" [157].

3.4.2 Analisis del hexanal. El hexanal generado en las muestras irradiadas se extrajo
en forma de su derivado hidrazonico PFPH-hexanal, generado en una reaccién, cuyo
esquema aparece en la Figura 13. Para la obtencion y extraccién de este derivado se
adicionaron metanol (0.1 mL) y una solucién de PFPH (4000 ppm) en hexano (1 mL).
Después de agitar durante 1 min a 2500 rpm, la mezcla se centrifugd durante 5 min. De
la fase organica se extrajeron 900 L, los cuales se evaporaron hasta 250 yL. Sobre este
residuo se adiciond metanol (1 mL), con el objeto de extraer el derivado formado y
precipitar la grasa presente en el extracto. Una vez mas se centrifugd la mezcla, y del
liguido sobrenadante se extrajeron 900 pL, de los cuales se inyectdé 1.0 pL al

cromatdgrafo, para su respectivo analisis.

El andlisis del derivado PFPH-hexanal se realizd en un cromatdgrafo de gases HP 6890
PLUS con control electrénico de presiéon, dotado de un microdetector de captura de
electrones (u-ECD, ®Ni), un inyector automatico HP 7683, un puerto de inyeccion
split/splitless y un sistema de datos HP Chemstation HP Rev. A. 06.03 [509]. Se empled
una columna HP-5, 50 m (L) x 0.2 mm (D.I.) x 0.33 pm (df), recubierta con 5%-

fenilpoli(metilsiloxano). La temperatura del inyector y detector permanecieron a 250 y
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280°C, respectivamente. La temperatura de la columna se programé desde 100°C (5 min)
@ 10°C/min hasta 250°C (2 min). Se utilizd helio como gas de arrastre (99.995%, Aga
Fano S.A., Bucaramanga), con flujo en la columna de 1.0 mL/min (70°C), relacién split
10:1 y como gas auxiliar en el u-ECD se empled la mezcla de argéon/metano (9:1), con

flujo de 20 mL/min.

La identificacion del derivado hidrazénico PFPH-hexanal se realizd por comparacion entre
los cromatogramas de las muestras irradiadas y el patron PFPH-hexanal, asi como se llevo
a cabo en los trabajos de Contreras, N. (2002) [143], Puertas, M. A. (2002) [63], y Salgar,
W. (2002) [142].

3.4.3 Analisis de aceites esenciales. Los aceites esenciales se obtuvieron por medio
de la técnica de hidrodestilacion (HD). En este procedimiento el material vegetal
(aproximadamente 2 kg), finamente picado, se colocoé en un balén de destilacion de dos
bocas con una capacidad de 6 L. Posteriormente, se adiciond agua destilada (500 mL) y
el sistema se calentd hasta ebullicion durante tres horas. Durante este tiempo los
componentes volatiles se condensaron en un refrigerante FISHER SCIENTIFIC (Isotemp,
Refrigerated Circulator Model 901). Los AE’s obtenidos por decantacion se conservaron en

frascos ambar bajo refrigeracion (+4°C).

Para la identificacion de los componentes presentes en los AE’s se utilizd un cromatdgrafo
de gases de alta resolucion Agilent Technologies modelo 6890 Series PLUS, acoplado a un
detector selectivo de masas (MSD) Agilent Technologies 5973 Network, con sistema de
datos HP MS ChemStation 61701AA, equipado con base de datos de espectros de masas
NBS75K y Wiley 138K. Se empled una columna capilar DB-1 (J & W Scientific, Folsom, CA,
USA) de 60 m (L) x 0.25 mm (D.I.), de silice fundida con fase estacionaria apolar de
100% poli(dimetilsiloxano) de 0.25 um (d), entrecruzada e inmovilizada sobre la pared del

capilar.

La temperatura del horno se programé de 40°C (10 min) @ 3°C/min hasta 250°C/min (30

min). Como gas de arrastre se empled helio (99.995%, AGA Fano S.A.), con la presion de
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entrada en la cabeza de la columna de 200 kPa y velocidad lineal de 37 cm s*. El
volumen de inyeccidn fue de 1 pL de muestra en el modo sp/it, con una relacion split 30:1.
Para ello, se empled un inyector automatico Agilent Technologies, modelo 7683 Series
injector.

Las temperaturas de la cdmara de ionizacion y de la linea de transferencia fueron 230 y
285°C, respectivamente. La energia de los electrones bombardeantes fue 70 eV. La
corriente idnica total reconstruida (TIC) y los espectros de masas se obtuvieron por medio
de barrido automatico de radiofrecuencias a 4.1 scan/seg en el rango de masas de m/z
40-400 Dalton, con analizador cuadrupolar operando en el modo de barrido completo, fu//
scan.

3.5. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante de los AE’s, la vitamina E y el AA se evaludé al estudiar el
deterioro oxidativo, causado por la radiacion UV, a los sustratos lipidicos con y sin
antioxidante. Al sustrato lipidico (sistema modelo), sin antioxidante, se le denomind
“Blanco”. El deterioro oxidativo se evalud, determinando la concentracion del acido
linoleico (su disminucién) y la generacion del hexanal (aumento de la concentracion). Las
ecuaciones utilizadas para los célculos de la AA, usando el acido linoleico (%AA inokeico) Y €l

hexanal (YoAAyeanal), fueron las siguientes:

_ [CB _CM]

Linoleico — m

%AA x 100 Ecuacion 1

_[As - A,

Hexanal —
AB

%AA x 100 Ecuacion 2

Donde:
Cg: Concentracion del acido linoleico en el “blanco” irradiado (mg acido linoleico/100 mg

de aceite);
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Cgs: Concentracion del acido linoleico en el “blanco” sin irradiar (mg/100 mg de aceite);
Cwu: Concentracion del acido linoleico en la muestra con adiciéon del antioxidante (mg/100
mg de aceite);

AAg: Area del pico cromatografico del hexanal en el “blanco”;

AAy: Area del pico cromatografico del hexanal en la muestra.

Una vez obtenidos estos valores (Ecuaciones 1 y 2), se establecid la relacion, k, que
existia entre las actividades de los aceites esenciales estudiados y el acido ascérbico
(%AAgustancia) €CON respecto a la de la vitamina E (%AAviaminae), Calculada para cada valor de

concentracion, asi:

k . 0/OAAsustancia

= o, an___ Ecuacion3

%AA

vitaminaE

Las siguientes fueron las ecuaciones empleadas para el calculo de los valores promedio

(X), las desviaciones estandar (s) y los coeficientes de variacién (CV, %) de parametros

obtenidos experimentalmente:

%CV= x 100

x|
I
D
n
I

|| a

X = valor promedio de la variable X;

Xi = valor “iésimo” obtenido para la variable X en una medicion;
n = numero de mediciones;

S = desviacion estandar;

% CV = coeficiente de variacion;
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3.6 ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE DOS POSIBLES ANTIOXIDANTES

Para evaluar la interaccién entre el AE de orégano y los antioxidantes sintéticos (vitamina
E y AC) se prepararon mezclas de cada uno de ellos en la margarina “Sabrina” de la forma
descrita en el Numeral 3.2 segln las concentraciones indicadas en la Tabla 6. La AA de
cada una de estas mezclas se evalud a través de la cuantificacion del hexanal generado,
para lo que se utilizd la Ecuacion 2.

Tabla 6. Cantidades utilizadas en g/kg para evaluar la interaccion entre el aceite esencial
de orégano, la vitamina E y el AC en la margarina “Sabrina”.

Concentracion del AE de orégano, la
vitamina E y el AA, g/kg Nombre de las mezclas

AE Vitamina E AC

10 10 0 10EO
10 5 0 5EO
10 0 10 10A0
10 0 5 5A0
10 0 0 100
0 10 0 10E
0 0 10 10A
0 5 0 S5E
0 0 5 5A

EO: mezcla entre vitamina E y el aceite esencial de orégano; AO: mezcla entre el acido

ascorbico y el aceite esencial de orégano; O: aceite esencial de orégano; E: vitamina E y
A: acido ascdrbico

3.7. EVALUACION DE TRES FRACCIONES DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO

Se obtuvieron tres fracciones a partir de la elucion del aceite esencial de orégano (1.5 mL)
por cromatografia en columna sobre gel de silice con los solventes pentano, benceno y
éter [158]. Las fracciones asi obtenidas se mezclaron con margarina en una
concentracion de 10.0 g/kg, para determinar su AA contra el deterioro oxidativo causado

por la radiacién UVA-VIS, a través de la determinacidn cuantitativa del hexanal.
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La identificacion de los componentes de los AE’s, extraidos por HD se llevé a cabo por

comparacion de los espectros de masas de cada pico cromatografico con los de las

bibliotecas Wiley 138 y NBS75K del software HP MS ChemStation.

La identificacion

obtenida se indica en la Tabla 7 y en el Anexo 1 aparecen las corrientes ionicas totales

(TIC) de los aceites esenciales obtenidas por HRGC-MSD.

Tabla 7. Composicion de los aceites esenciales obtenidos por HD.

Planta Compuesto identificado Area normalizada (%)
Octano 0.2
(E)-3-Hexen-1-ol 0.1
Nonano 3.4
a-Pineno 0.1
Decano 0.4
Octanal 1.1

Coriandrum sativum L. Decanal 12.9
(E)-2-Decenal 8.5
1-Decanol 15.2
Undecanal 3.9
Undecanol 2.2
Tetradecanal 0.9
Acido linoleico 0.2
Fitol 0.9
1-Octen-3-ol 0.9
-Mirceno 1.3
a-Felandreno 0.4
p-Cimeno 10.0

Origanum vulgare L. Limoneno 0.6
Timol 0.6
Carvacrol 51.4
B-Cariofileno 6.4
a-Bergamoteno 3.1

Oxido de cariofileno

1.0
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Continuacion de la Tabla 7.

a-Pineno 10.4
Canfeno 7.6
B-Pineno 5.1
3-Octanona 2.1
-Mirceno 2.3
3-Octanol 0.3
a-Felandreno 1.1
p-Cimeno 1.2
Rosmarinus officinalis L. Limoneno 3.1
Eucaliptol 15.9
Linalol 1.0
Alcanfor 28.7
Borneol 3.8
Verbenona 3.0
Acetato de bornilo 2.8
B-Cariofileno 0.4
@—Bisaboleno 0.5
Oxido de cariofileno 0.3

Como se puede observar en la Tabla 7, en el AE de orégano, obtenido por HD con el
rendimiento de 0.6%, los siguientes fueron compuestos mayoritarios: carvacrol (51.4%),
p-cimeno (10.0%), B-cariofileno (6.4%) y o-bergamoteno (3.1%). Estos compuestos
también fueron encontrados en los AE’s de orégano, estudiados por Puertas, M. A. et al.
(2002) [63], D’Antuono, L. F. et al. (2000) [118], Scheffer, J. J. C. et al. (1986) [140],
Maarse, H. (1973) [123] y Salgar, W. (2002) [142].

En el AE de cilantro, obtenido con el rendimiento de 0.1%, se encontraron como
compuestos mayoritarios los siguientes: n-decanol (15.2%), decanal (12.9%), (E)-2-
decenal (8.5%), undecanal (3.9%) y nonano (3.4%). Esta composicion fue similar a la
reportada por Contreras, N. (2002) [143], Delgado, W. A. (2002) [42] y Potter, T.L.
(1996) [137]. A pesar de las similitudes halladas, varios de los estudios realizados sobre
esta planta revelan, que el linalol es el componente principal de la mayoria de los AE’s
obtenidos de cilantro [42,63,121,124,131,132]. Con respecto a esto ultimo, Lassanyi, et
al. (1967, 1970) [133,134], explicd que las diferencias encontradas en la composicion del
aceite de cilantro se debian a la edad vy la fisiologia de la planta, los cuales influian sobre

la cantidad y la ubicacién de los compuestos en sus tejidos.
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Para el AE de romero empleado en este estudio, se determind un rendimiento de 0.7%.
Los siguientes fueron compuestos mayoritarios: alcanfor (28.7%), eucaliptol (15.9%), a-
pineno (10.4%), canfeno (7.6%) y B-pineno (5.1%). Los mismos compuestos también
fueron reportados en los estudios realizados por Puertas, M. A. et al. (2002) [63],
Contreras, N. (2002) [143], Salgar, W. (2002) [142], Fournier, G. et al. (1989) [139],
Rosua, J. L. Garcia-Granados, A. (1987) [138], Boelens, M. H. (1985) [130], Rhyu, H. Y.
(1979) [129] y Skrubis, B. G. (1972) [125], entre otros.

En general, las variables que inciden sobre la composicién y rendimiento de un AE
fundamentalmente son las siguientes: condiciones agroecoldgicas y parametros
operacionales del proceso de extraccion. Las variaciones en las condiciones
agroecoldgicas inducen cambios morfoldgicos, histologicos y fisioldgicos en la planta;
mientras que la eficiencia de la HD esta relacionada con los parametros operacionales

utilizados, tales como tiempo, temperatura y cantidad de agua [96,111,113-118,136].

4.2. CONDICIONES DEL DETERIORO OXIDATIVO

Para evaluar la AA de los AE’s, la vitamina E y el AC, se utilizd un sistema modelo en
donde el DO del sustrato (margarina y emulsién de SDS) fue acelerado con radiaciéon UVA-
VIS, de tal modo, que la respuesta antioxidante se determind en tiempos mas cortos en
relacion con los tiempos requeridos para los procesos de deterioro por autoxidacion. A
continuacion, se describen las caracteristicas de los sustratos lipidicos, la radiacion emitida

por las lamparas y su efecto sobre la oxidaciéon de las muestras.

# Sustrato modelo: después de analizar los perfiles cromatograficos de acidos grasos de

varias muestras de margarinas y aceites vegetales, obtenidas en el comercio, y
teniendo en cuenta factores como precio y contenido de acido linoleico, se escogieron
como sustratos modelo la margarina “Sabrina” (MS) y el aceite vegetal “Gourmet”
(AG), los cuales segun los datos adjuntos en los Anexos 2 y 3, poseen el acido

linoleico en concentraciones de 12.3 y 59.2%, respectivamente. Las muestras
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obtenidas en el mercado local pueden presentar variaciones en el contenido de acidos
grasos debido a las clases y cantidades de aceites vegetales utilizados en su

fabricacion.

& Radiacion emitida por las lamparas: la caracterizacion de las longitudes de onda

emitidas por las lamparas se realizd a través de la exposicion de una pelicula Timax
100 durante 3 minutos a la radiacién emitida. Para ello, la pelicula se colocé en un
espectrografo Jarrell-Ash, tipo Ebert con 3.4 m de longitud de distancia focal. La
asignacion de los valores de longitudes de onda encontrados, se realizd por
comparacion de las lineas emitidas con el espectro de lineas de hierro y de la lampara
de mercurio. En la Tabla 8 se indican los resultados obtenidos en esta

caracterizacion.

Tabla 8. Longitudes de onda emitidas por las ldamparas fluorescentes en el fotoreactor
“home-made”, usado en el presente estudio.

Caracteristica Longitudes de onda (nm)
Lineas 334.14 365.0 365.48 366.30 404.63 407.783 435.833
Continuo 360.0-380.0

Segun SIES, H. (1991) [18], para efectos de estudios bioldgicos, la radiacion UV se divide
en tres regiones, denominadas UVC (190-290 nm), UVB (290-320 nm) y UVA (320-380
nm). Las longitudes de onda para las lamparas utilizadas en este estudio correspondieron
a las regiones UVA vy visible cercano. Sobre la radiacion UVA se conoce, que causa dafios
en el DNA, alteraciones en las membranas lipidicas, dafios en la piel e inactivacion de
enzimas, microorganismos y células mamarias; esta radiacion es una de las principales
causantes del estrés oxidativo. Los antioxidantes, a través de diferentes mecanismos,

hacen parte de la defensa celular contra el dafio causado por este tipo de radiacion [18].

# Irradiacion de las muestras: para establecer la influencia de la radiacion UVA-VIS sobre

el deterioro oxidativo observado en los sustratos lipidicos, la MS y la emulsiéon de agua
en aceite con SDS fueron colocadas en el reactor UV con o sin proteccion contra la

radiacién, i. e. con y sin papel aluminio protector. Los resultados obtenidos en este
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ensayo, que se resumen en el Anexo 4 y la Figura 16, muestran que la radiacion
emitida por las ldamparas causa el notorio deterioro de los sustratos después de su
exposicion durante 24 horas, mientras que con el solo calentamiento por las ldamparas,

se produce una cantidad del hexanal mucho mas baja.

Figura 16. Perfiles cromatograficos obtenidos por HRGC-pECD, de productos secundarios
finales de margarina “Sabrina” irradiada: A. Con papel aluminio. B. Sin papel aluminio. Los
aldehidos fueron derivados con PFPH [40,141].

Hexanal
”
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Segun la literatura es probable que el deterioro de los lipidos con radiacion UVA-VIS
ocurra a través de sustancias fotosensibilizadoras, las cuales pueden estar presentes en
productos comerciales. Los fotosensibilizadores absorben este tipo de radiaciéon y luego
transfieren la energia a los otros compuestos presentes en el medio de reaccion a través
de los mecanismos descritos en el Numeral 2.1.2. [3,18,78-80]. Por otro lado, se
considera poco probable la accidén directa de la radiacién sobre los sustratos lipidicos

porque los lipidos insaturados no conjugados no absorben radiacién UVA-VIS. Solamente
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cuando estan presentes pequenas proporciones de hidroperdxidos lipidicos, productos en
un proceso previo de autoxidacion, o cuando se aumenta la intensidad y tiempo de
irradiacion, ocurre el deterioro oxidativo por accion directa de la radiacion [18,143]. Esto
ultimo se ilustra también en las Figuras 17 y 18, donde se nota el efecto del tiempo de
irradiaciéon sobre la margarina “Sabrina”, al realizar el seguimiento de la degradacién del

acido linoleico y la generacion del hexanal.

Figura 17. Generacion del hexanal en margarina “Sabrina” irradiada durante varias horas.
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! Promedio de tres mediciones de areas del pico cromatografico del hexanal

La variacidn del contenido del acido linoleico y del hexanal, observada en las Figuras 17
y 18, es aproximadamente proporcional al tiempo de irradiacién. La cantidad del hexanal

generado en la margarina “Sabrina” durante las primeras 13 horas es poca, pero aumenta
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considerablemente durante las siguientes 13 y 24 horas, tiempo después del cual
permanece casi invariable. La desviacidon estandar alta (para 72 horas de irradiacion) se
observo tanto en la mediciéon del hexanal, como del acido linoleico, y aunque no se aclar6
su origen, se podria pensar que es debido a fluctuaciones de la energia emitida por las
diferentes ldamparas durante el tiempo tan prolongado de irradiaciéon. La variacién baja
observada en la concentracion del acido linoleico y hexanal al inicio del periodo de
irradiacién (6-13 horas), se debe al fendmeno conocido en la literatura como “periodo de
induccion”. Este es el tiempo requerido para que los &cidos grasos susceptibles al DO se
conviertan en hidroperodxidos, los cuales, una vez formados con la ayuda de radiacion,

calor y/o iones metalicos, se descomponen con la produccion de sustancias volatiles [64].

Figura 18. Degradacion del acido linoleico en margarina “Sabrina” irradiada durante
varias horas.
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! Promedio de tres mediciones de la concentracién del acido linoleico (mg/100 mg de margarina)
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En la Figura 18 se observa que el DO produjo cambios leves en la cantidad del acido
linoleico, lo cual coincide con lo reportado por Pokorny, J. et al. [3]. Debido a estos
pequefios cambios, la evaluacion del deterioro de este sustrato debe realizarse
cuidadosamente. Ante todas estas dificultades, los investigadores prefieren la utilizacion
de otros métodos que permitan detectar mayores cambios en la cantidad de sustrato

analizado.

Los resultados obtenidos en cuanto a la variacion del acido linoleico y hexanal después de
varias horas de irradiacion del sustrato con radiacion UVA-VIS, permitieron escoger para
los siguientes experimentos como tiempo de irradiacion 24 horas, puesto que durante este
periodo el DO causado a la margarina es notorio y reproducible, para realizar las pruebas
de la actividad antioxidante de los AE’s y las sustancias sintéticas a evaluar.

4.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

El seguimiento del deterioro oxidativo, ocasionado por la radiacion UVA-VIS, sobre la
margarina permitié la evaluacion de la actividad antioxidante de las sustancias de origen
natural (AE’s) y sintético (vitamina E y AC) a través de la cuantificacion del hexanal

generado; los resultados obtenidos en estos ensayos se reportan en la Tabla 9.

Los AE’s de cilantro, orégano y romero, la vitamina E y el acido ascorbico exhibieron
efecto protector antioxidante durante la oxidacién de la MS, acelerada por la radiacion
UVA-VIS. Entre los AE’s el de orégano fue el que presentdé mayor proteccion, seguido por
los de cilantro y romero. Ademas, se observo que la accidén antioxidante de los AE’s de
orégano y cilantro aumentaba proporcionalmente con su concentracién en la emulsion
(margarina). Los resultados reportados en la literatura sobre la AA de los AE’s de cilantro,
romero y orégano en otros sistemas modelo, presentados en la Tabla 3 [31-33, 42, 43,
143], coincidieron con los nuestros y mostraron, que estos AE’s efectivamente inhiben el
DO acelerado. Sin embargo, estudios realizados por Puertas, M. (2002) [63], indicaron
que el AE de cilantro en una concentracion de 20 g/kg mostro actividad pro-oxidante en el
aceite vegetal de girasol, lo cual fue explicado con base en la concentracién alta de

alcoholes presentes en este aceite esencial.
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Tabla 9. Actividad antioxidante de los aceites esenciales de cilantro, romero y orégano, la vitamina E y el acido ascorbico en la
margarina “Sabrina” durante el deterioro oxidativo acelerado con radiacién UVA-VIS.

Cantidad, g/kg
Sustancia evaluada 1 5 10 20
X1 s CV% X1 S CV% X1 s CV% X1 S CV%

AE de orégano 35 2.4 6.8 71 8.3 12 91 5.1 5.6 95 0.8 0.9
AE de cilantro ND 28 4.6 16 42 6.0 14 61 0.6 1.0
AE de romero ND 20 5.3 26 20 1.5 7.9 ND

Acido ascérbico ND 13 2.2 17 43 32 75 71 6.7 9.4
Vitamina E 17 2.1 12 77 8.1 10 68 10 15 68 3.7 5.5

! Promedio de tres mediciones de &rea del pico cromatografico del hexanal

ND = no determinado
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En cuanto al modo de accion de las sustancias antioxidantes evaluadas en este trabajo, se
conoce, por ejemplo, que los tocoferoles actlian a través de mecanismos de ruptura de
cadena atrapando radicales alquilo, alcoxilo y peroxilo y originan, a su vez, especies
radicalarias antioxidantes estables y poco reactivas, que son estabilizadas por resonancia
(TO). Por otro lado, la disminucion de la actividad antioxidante de los tocoferoles se debe
a que los radicales tocoferoxilo generados (TO') pueden ocasionar el deterioro de los
acidos grasos, induciendo la reduccién de los metales presentes en el medio; éstos ultimos
son mas activos en la descomposicion homolitica de hidroperdxidos hasta radicales

alcoxilo, los cuales también pueden promover las reacciones en cadena [77].

El cido ascoérbico actia como antioxidante de ruptura de cadena, “barredor” de especies
reactivas de oxigeno y quelador de iones metalicos; ademas tiene la habilidad de
interactuar sinérgicamente con el radical TO', reduciéndolo, como se muestra en la Figura
19 [1,77]. Cuando el anién radical del acido ascorbico (AC*) se encuentra en un sistema
in vivo es reducido por los sistemas enzimaticos NADP o NADPH. Ademas de las
propiedades antioxidantes, se conoce que el AC puede actuar como pro-oxidante en la
presencia de iones metalicos y en altas concentraciones de ascorbato (ACH")

Figura 19. Estructura del acido ascorbico y su reaccion con el radical tocoferoxilo.

OH

ACH" = Acido Ascérbico (anion) AC = Acido Ascérbico (anién radical)

ACH + 0 - AC  + TOH
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En cuanto a los AE’'s que son mezclas multicomponentes, el mecanismo de su accion
antioxidante no se conoce con certeza; sin embargo, varios autores, han mostrado que
algunos AE’s y sus fitoconstituyentes poseen la capacidad de atrapamiento de los radicales
ABTS y DPPH- igual o superior a la de antioxidantes sintéticos como la vitamina E, el
Trolox y el acido ascérbico [31, 38, 159, 160]. WILLIAMS, W. B. et al. (1995) [160]
presentaron un esquema de reaccion en donde el eugenol (fitoconstituyente de varios
AE’s) atrapa el radical DPPH de manera similar a la vitamina E; mientras que Puertas, M.
et al. (2002) [31], mostraron que los AE's de orégano y romero poseen una mayor

capacidad para el atrapamiento del radical ABTS', que el AE de cilantro.

La relacion k (Véase Ecuacion 3), entre la AA de los AE’s y el AC, con respecto a la AA de
la vitamina E evaluada en la emulsiéon MS, se calculd para cada valor de concentracion. La
AA del AE de orégano para una concentracion de 1 g/kg fue relacionada con la AA de la
vitamina E en igual concentraciéon. De la misma forma, se calcularon los valores de la
relacion k para todas las otras concentraciones del AE. Los resultados obtenidos de estas
relaciones se muestran en la Figura 20, a partir de la cual se puede determinar que el AC
y los AE’s de cilantro y romero presentan menor AA que la vitamina E para todos los
valores de concentracidon evaluados, mientras que el AE de orégano empleado brinda una
proteccién mayor o igual a la de la vitamina E contra el DO acelerado por la radiacion
UVA-VIS.

Figura 20. Actividades antioxidantes /in vitro de los AE's y el acido ascdrbico con respecto
a la actividad antioxidante de la vitamina E. k = AA%sustancia / AAY%vitaminak-
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La mayor AA que muestra el AE de orégano en relacion al de cilantro, el romero y el AC,
se debe, probablemente, a la presencia de los compuestos fendlicos, carvacrol y timol
(52%). Estudios realizados por PUERTAS, M. et al. (2002) [31], indicaron que aquellas
fracciones del AE de orégano, obtenidas por cromatografia en contracorriente multilaminar
(Multilayer Coil Countercurrent Chromatography- MLCCC), que contenian carvacrol y timol,
presentaron capacidad de atrapamiento de los radicales ABTS Y DPPH" mucho mas alta.

Después de realizar los anteriores ensayos para cada una de las sustancias antioxidantes,
se evalud el efecto de la técnica analitica de medicion de la AA del AE de orégano en la
MS. Para tal efecto, se determinaron la disminucion del acido linoleico, utilizando la
técnica HRGC-FID, y la generacion del hexanal, empleando HRGC-uECD. Los resultados
obtenidos en estas pruebas, que se observan en la Figura 21 y la Tabla 10 indican que
la actividad del aceite esencial de orégano, con respecto a la de la vitamina E (relacion k),
tiene valores similares cuando se evalla la degradacién del acido linoleico o la generacion
del hexanal, para valores de concentracion de 1 a 5 g/kg de antioxidante, mientras que
para las concentraciones de 10 a 20 g/kg las actividades obtenidas por medio de estas dos
técnicas son diferentes. Ademas, los valores absolutos de las actividades antioxidantes,
reportados en la Tabla 10, muestran que existen diferencias en resultados obtenidos por
dos métodos analiticos utilizados. Para establecer, si los efectos protectores determinados
para 1 g/kg diferian significativamente, se calculd el t de student para mediciones por
triplicado, obteniéndose un valor de 3.38. Este valor se compard con su valor critico para
4 grados de libertad y una probabilidad del 95% (2.776). De este modo, se establecid
que la diferencia obtenida en el efecto protector para este valor de concentracion fue
significativa y no se debid simplemente a un error aleatorio. De acuerdo con esto, las
diferencias observadas en los valores de AA, pueden ser atribuidas a errores sistematicos
de tipo personal, metodoldgico e instrumental, dentro de los cuales estan involucrados
parametros, tales como preparacion de mezclas, repetibilidad del DO, extraccion del
analito de interés (hexanal o acido linoleico) y sensibilidad del sistema de deteccion
utilizado. Los errores cometidos en los tres primeros parametros fueron reducidos por la
utilizacion de la misma mezcla de reaccion durante los diferentes DO, junto con la

utilizacion de muestras “blanco”, las cuales se sometieron al mismo proceso de extraccién
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y deterioro de la mezcla con antioxidante; de tal modo, se espera que sobre los valores
observados de AA influya en mayor proporcion la sensibilidad del sistema de deteccion

utilizado.

Figura 21. Actividad antioxidante del AE de orégano evaluada por medio de la
cuantificacion del hexanal y del acido linoleico. Donde, k = AA%systancia / AAY%yitaminak;
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Seguidamente, se realizd la determinacion de la AA del AE de orégano en la emulsion MS
y en la emulsién con SDS, ESDS, por medio de la cuantificacién del hexanal generado.
Los resultados obtenidos en estas pruebas, que se observan en la Figura 22 y en la
Tabla 11, indican que este aceite esencial protege tanto a la MS, como a la ESDS, contra
el DO, causado por la radiaciéon UVA-VIS. La respuesta obtenida para sustratos con el
mismo valor de concentracién de AE de orégano, presenta diferencias notorias; asi, por
ejemplo, para un contenido de aceite esencial de 10 g/kg se determinaron actividades

antioxidantes de 40 + 3.4 y 91 + 5.1 en la ESDS y la MS, respectivamente. Estas
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variaciones han sido explicadas en varios articulos cientificos. Asi por ejemplo, los
estudios realizados por Decker, E. A. (2000), entre otros [46-55], muestran la variacion de
la actividad antioxidante entre emulsiones (de aceite en agua) y aceites (bu/k). En el caso
de emulsiones de agua en aceite, a las cuales corresponden los sustratos utilizados en
este estudio, se prevé que los antioxidantes tendran un comportamiento similar al
encontrado en los aceites, lo cual es evidenciado al comparar los resultados obtenidos
aqui con los reportados por FUENTES, H. [43], CONTRERAS, N. [143], SALGAR, W. [142],
DELGADO, W. [42] y PUERTAS, M. [63], Las variaciones encontradas al realizar esta
comparacion se deben, entre otros factores, a diferentes fuentes y procedimientos para
acelerar la oxidacion, lo cual no sélo puede cambiar el mecanismo de oxidacién, sino la

manera de accién de los antioxidantes [97,77].

Tabla 10. Actividad antioxidante del aceite esencial de orégano, determinada por medio
de dos métodos analiticos en la margarina “Sabrina”.

Determinacion del hexanal®

Nombre Cantidad, g/kg

1 5 10 20
AE de orégano 35+2.4 71+ 17 91 +5.1 95 +0.8
Vitamina E 17+2.1 77 £8.1 68 + 10 68 + 3.7
k 2.0 0.9 1.4 1.4

Determinacion del acido linoleico”

Nombre Cantidad, g/kg

1 5 10 20
AE de orégano 28 +2.3 41 +4.9 84 +6.4 69 + 3.0
Vitamina E 14+2.1 46 £ 5.5 84 +1.0 82+ 3.7
k 2.0 0.9 1.0 0.9

*Promedio de tres mediciones + desviacidn estandar
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Figura 22. Actividad antioxidante del aceite esencial de orégano determinada en las
emulsiones de margarina “Sabrina” y de dodecil sulfato de sodio.
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Las diferencias observadas para valores de la AA del AE de orégano en la margarina y en
la ESDS, pueden ser atribuidas a los siguientes factores: el contenido de oxigeno
introducido durante la homogeneizacion de la muestra a altas velocidades, los
antioxidantes presentes en los productos comerciales (p-carotenos, TBHQ, BHT,
tocoferoles, etc), algunos componentes en la fase acuosa (aminoacidos, proteinas,
surfactantes, acidos, bases y buffers) y las caracteristicas interfaciales, tales como carga
eléctrica y las barreras fisica y quimica. Todos los factores mencionados anteriormente,
influencian la localizacion y la acién de las sustancias protectoras, presentes en el AE, y de
los pro-oxidantes, que se encuentran en el medio o se generan durante la reaccion de
oxidacion [46-60].
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Tabla 11. Actividad antioxidante del AE de orégano determinada en los sistemas MS y
ESDS a través de la cuantificacion del hexanal.

Aceite esencial, g/kg MS ESDS

X* s CV, % X s CV, %
1 35 2.4 6.8 18 3.0 16
5 71 17 24 24 3.2 13
10 91 51 5.6 40 3.4 8.7
20 95 0.8 0.9 69 0.5 0.7

*Promedio de tres mediciones

4.4. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE DOS ANTIOXIDANTES

Las mezclas de aceite esencial de orégano y vitamina E y del AE y el acido ascorbico,
evaluadas en la MS, presentaron las actividades antioxidantes, que aparecen en la Tabla
12. Las sustancias antioxidantes fueron mezcladas en las proporciones que se indicaron
en la Tabla 4.

Tabla 12. Actividades antioxidantes de las mezclas de antioxidantes en la margarina
“Sabrina” determinadas por medio de la cuantificacion del hexanal.

Actividad antioxidante, %

Nombre
X* s CV, %

5 EO 95 1.0 1.0
10 EO 96 0.3 0.3
5E 77 8.1 10
10 E 68 17 15
5 A0 77 5.3 6.9
10 AO 90 1.2 1.4
5A 13 2.2 17
10 A 43 3.2 7.5
100 91 5.1 5.6

"Promedio de tres mediciones. EO: mezcla de la vitamina E y el AE de orégano, AO:
mezcla del acido ascorbico y el AE de orégano, E: vitamina E y O: orégano.
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Las mezclas de la vitamina E y el AE de orégano mostraron actividad antioxidante similar a
la observada para el AE de orégano sélo. La mezcla del acido ascérbico y el AE de
orégano en una relacién 1:1 (10:10 g/kg) ejercid el efecto protector sobre el sustrato
lipidico en la misma proporcion que el AE sélo. Cuando la relacion fue de 1:2 (5:10 g/kg),
la proteccién del sustrato fue mas baja. De acuerdo con ésto, se puede concluir, que no
existe efecto sinérgico, ni aditivo, cuando se usa la mezcla de antioxidantes en las
cantidades indicadas y, por el contrario, la mezcla del AE y el AC (2:1) disminuyd su
actividad, quizds por el aumento de la actividad pro-oxidante de algunos de los

compuestos presentes tanto en el AE como en la MS.

4.5. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE FRACCIONES DEL AE DE OREGANO

Las fracciones obtenidas por cromatografia de columna del aceite esencial de orégano con
los solventes: pentano (P), éter (E) y benceno (B) fueron analizadas por HRGC-FID,
obteniéndose los cromatogramas que se adjuntan en el Anexo 5. Estos cromatogramas
indican que en la fraccion P se extrajeron mayoritariamente a-felandreno, 1-octen-3-ol, B-
mirceno, p-cimeno, limoneno, o-bergamoteno, B-cariofileno y Oxido de cariofileno y
carvacrol en cantidades muy pequefas. En las fracciones B y E, el compuesto mayoritario
fue carvacrol. La evaluacidon de la actividad antioxidante de las fracciones P, B y E, en
concentraciones de 10 g/kg, mediante la cuantificacién del hexanal en las mezclas de
margarina, condujo a los resultados mostrados en la Figura 23. Estos datos indican que
todas las fracciones en cantidades similares protegieron la margarina, pero la de P, a
pesar de contener menor proporcion de compuestos fendlicos, le brindd una proteccion
mayor. Si la AA observada para el AE de orégano fuera exclusivamente debido a la
presencia de los fenoles, ésta se veria reducida al utilizar la fraccién P. De acuerdo con
esto, se infiere que la AA de este aceite esencial resulta de la accién conjunta de las
sustancias presentes en él y, probablemente, la alta concentracion de los sesquiterpenos,
a-bergamoteno, B-cariofileno y éxido de cariofileno, esté influenciando esta respuesta.
Con respecto a la accion protectora de los terpenos, los estudios realizados por Pizzale, L.

et al. [161] indican que algunos AE’s con alta proporcidén de terpenos presentan mayor
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actividad antioxidante en comparaciéon con otro grupo de aceites que contienen
compuestos fendlicos.

Figura 23. Actividad antioxidante de las fracciones del aceite esencial de orégano,
obtenidas por cromatografia en columna.
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Fraccion (solvente) X* s CV, %
Pentano 96 1.2 1.3
Benceno 89 2.6 2.9
Eter 90 4.1 4.6

*Promedio de tres mediciones

Como se menciond anteriormente, el mecanismo de accién de los terpenos, en estos
procesos de DO, aun no se ha esclarecido. Estudios realizados, por ejemplo, el de
PUERTAS, M. A. et al. (2002) [63], con las diferentes fracciones del aceite esencial de
orégano, obtenidas por cromatografia en contracorriente, han mostrado, que las
fracciones con alto contenido de terpenos presentan una baja capacidad de atrapamiento
de radicales. Se puede suponer, que los terpenos no actlan como “atrapadores” de
radicales, sino como sustratos que se oxidan (se sacrifican), mas rapidamente que el

mismo aceite, emulsion o acido graso, donde estan presentes.
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5. CONCLUSIONES

Se evalud la actividad antioxidante de la vitamina E, el acido ascérbico y los aceites
esenciales de orégano, romero y cilantro, en las emulsiones lipidicas de margarina
“Sabrina” y de dodecil sulfato de sodio, a través de la cuantificacion del acido linoleico
y del hexanal, en un sistema de reaccion donde el deterioro oxidativo se acelerd por
medio de la radiacion UVA-VIS.

Los aceites esenciales de cilantro, orégano y romero, la vitamina E y el acido ascorbico
exhibieron diferentes efectos antioxidantes en la margarina “Sabrina”. Entre los
aceites esenciales estudiados, el de orégano presentd mayor proteccion, seguido por
los de cilantro y romero. El aceite esencial de orégano exhibié actividad antioxidante
mayor a la de la vitamina E, para concentraciones de 1, 10 y 20 g/kg. Se determind
que la accién antioxidante de los aceites esenciales de orégano y cilantro aumentaba

proporcionalmente con su concentracion en la margarina.

Los valores de la actividad antioxidante del aceite esencial de orégano en la margarina
“Sabrina”, obtenidos a través de la cuantificacién del acido linoleico y del hexanal,
presentaron diferencias estadisticamente significativas. Se determind, que los valores
de la actividad antioxidante del aceite esencial de orégano fueron diferentes al ser

evaluados en la emulsion de margarina “Sabrina” o en la de dodecilsulfato de sodio.

Al evaluar la actividad antioxidante de las mezclas de la vitamina E con el aceite
esencial de orégano y el acido ascorbico con el mismo aceite, no se encontraron
efectos sinérgico, ni aditivo. En la evaluacion de la actividad antioxidante de las
fracciones de pentano, éter y benceno, obtenidas a partir del aceite esencial de
orégano, se encontré que todas las fracciones protegieron la margarina “Sabrina” en

una proporcion similar.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar un disefio experimental /n vitro, para la obtencion de un modelo matematico, que
permita explicar las actividades antioxidantes observadas para los aceites esenciales de
romero, orégano y cilantro, desde los sistemas mas simples hasta los sistemas

multicomponentes.

Investigar la capacidad de atrapamiento de los radicales ABTS y DPPH', que presentan los
principales sesquiterpenos, fitoconstituentes de los aceites esenciales de orégano, romero

y cilantro.

Estudiar la capacidad de atrapamiento de radicales de los fitoconstituyentes, que se

encuentren presentes en los extractos obtenidos de plantas nativas de Colombia.
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ANEXO 1

CROMATOGRAMAS (TIC) DE LOS ACEITES ESENCIALES DE Coriander sativum L.,
Origanum vulgare L. y Rosmarinus officinalis L. OBTENIDOS POR HRGC-MSD
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ANEXO 2

ACIDOS GRASOS PRESENTES EN MEZCLA PATRON, ACEITE VEGETAL “GOURMET” Y
MARGARINA "SABRINA"
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ANEXO 3

ACIDOS GRASOS PRESENTES EN ALGUNAS MARGARINAS Y ACEITES VEGETALES
COMERCIALES
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60.00

50.00

40.00

30.00

Cantidad (% area normalizada)

20.00
F— iy
10.00 I Total
Araquidico
Estearico
0.00 Palmitico .
MS . Miristico Adido graso
MV ;o
MR Laurico
Margarina MF MP

Acidos grasos saturados (% area normalizada
Margarina | Laurico | Miristico | Palmitico | Estearico | Araquidico| Total
MS 8.69 4.11 38.17 3.81 0.47 55.25
MV 0.17 0.56 27.37 9.35 0.53 37.98
MN 3.50 2.09 39.72 8.44 0.48 54.23
MD 2.00 1.57 40.32 8.19 0.49 52.57
MR 4.54 2.60 39.25 12.04 0.47 58.90
MF 1.65 1.32 35.82 7.79 0.49 47.07
MP 0.20 0.28 15.06 12.63 0.72 28.89

MS= margarina “Sabrina”, MV= margarina “Mavesa”, MN= margarina “Natura”, MD=
margarina “Dagusto”, MR= margarina “Rama”, MF= margarina “Fina”, MP= margarina

“Premier”.
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Total
Eicosanoico
Linoilénico
Linoleico .
Oleico Acido graso
Palmitoleico
MF MP

Margarina
Acidos grasos insaturados (% area normalizada)

Margarina | Palmitoleico Oleico Linoleico | Linoilénico | Eicosanoico Total
MS 0.09 29.87 12.34 0.55 0.27 43.12
MV 0.10 47.03 5.76 0.15 0.10 53.14
MN 0.10 35.32 6.60 0.12 0.06 42.20
MD 0.11 39.13 6.79 0.12 0.09 46.24
MR 0.11 31.30 8.47 0.21 0.10 40.19
MF 0.10 43.84 6.46 0.09 0.10 50.59
MP 0.09 30.39 29.13 0.51 0.41 60.53

MS= margarina “Sabrina”, MV= margarina “Mavesa”, MN= margarina “Natura”, MD=

margarina “Dagusto”, MR= margarina “Rama”, MF= margarina “Fina”, MP= margarina

“Premier”.
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Acidos grasos saturados (% area normalizada)

Aceite Laurico Miristico Palmitico | Estearico | Araquidico Total
AG 0.00 0.08 6.86 4.28 0.28 11.50
AS 0.18 0.70 31.81 4.29 0.36 37.34
AO 0.00 0.03 12.12 2.86 0.41 15.42

AOP 0.00 0.02 13.66 2.73 0.39 16.80
AP 0.28 0.93 42.88 4.54 0.35 48.98

AG = aceite “"Gourmet”, AS = aceite “"Oleocali”, AO = aceite de oliva refinado, AOP =

aceite de oliva sin refinar, AP = aceite de palma
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Acidos grasos insaturados (% area normalizada)

Aceite Palmitoleico Oleico Linoleico | Linolénico | Eicosanoico Total
AG 0.12 27.03 59.16 0.23 0.15 86.69
AS 0.25 36.68 22.26 1.76 0.17 61.12
AO 0.78 71.69 9.24 0.56 0.30 82.57
AOP 1.02 69.32 9.64 0.64 0.29 80.91
AP 0.14 40.99 8.63 0.15 0.15 50.06

AG = aceite “"Gourmet”, AS = aceite “Oleocali”, AO = aceite de oliva refinado, AOP =

aceite de oliva sin refinar, AP = aceite de palma



121

ANEXO 4

DEGRADACION DE LAS EMULSIONES DE MARGARINA "SABRINA"Y DE DODECIL
SULFATO DE SODIO, CON Y SIN PROTECCION DE LA RADIACION UVA-VISIBLE
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MS irradiada MS cubierta ESDS irradiada ESDS cubierta
Muestra irradiada
Nombre X* S CV, %
MS irradiada 695026 12542 1.8
MS cubierta 30037 2146 7.2
ESDS irradiada 637024 23958 3.8
ESDS cubierta 469591 6850 1.5

MS irradiada: margarina “Sabrina” irradiada, MS cubierta: margarina “Sabrina” cubierta
con papel aluminio, ESDS irradiada: emulsién con dodecil sulfato de sodio irradiada, ESDS
cubierta: emulsion con dodecil sulfato de sodio cubierta con papel aluminio.

X : promedio de tres mediciones

s : desviacion estandar

%CV = desviacion estandar relativa o coeficiente de varianza
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ANEXO 5

CROMATOGRAMAS DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS A PARTIR DEL ACEITE ESENCIAL DE
OREGANO, POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA
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Solvente de elusién: A: pentano; B: benceno; C: éter




