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Resumen

Por su composicion quimica rica en lipidos, las oleaginosas y sus productos derivados son
susceptibles de deterioro oxidativo. El agregado de antioxidantes constituye una alternativa para
prolongar la vida Gtil de estos productos. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto protector
de aceites esenciales y su compuestos mayoritarios puros aplicados sobre alimentos con alto
contenido graso, para prevenir el deterioro oxidativo de los lipidos. Se trabajé con aceites
esenciales (AE) de Origanum vulgare L. (orégano), Lippia turbinata Griseb. (poleo), cuatro
diferentes oréganos: Cordobés (Cor), Compacto (Com), Mendocino (M) y Criollo (Cri) y
monoterpenos puros: carvacrol (Car), sabineno hidrato (S) y timol (T). Se determiné: la
composicién quimica de los AE, la actividad antioxidante (AA) (actividad secuestrante de radical
DPPH, actividad anti-lipasa, prueba en Rancimat y prueba de oxidacion a 60 °C de aceite de
canola, midiendo: indice de peroxidos (IP), dienos conjugados (DC) e indice de p-anisidina (Ip-
A). Ademas se realizaron estudios de almacenaje de semillas de girasol tostadas con los AE,
monoterpenos puros y BHT, efectuando estudios quimicos (IP, DC, Ip-Ay volatiles por CG-EM)
y sensoriales (anélisis descriptivo y de aceptabilidad). Los AE de orégano y poleo presentaron
actividad sobre DPPH, actividad anti-lipasa y por el método de Rancimat. Al evaluar los cambios
quimicos y sensoriales durante el almacenaje de semillas de girasol tostadas con estos AE, ambos
mostraron un efecto protector frente al deterioro oxidativo de los lipidos y la calidad sensorial de
las semillas. EI AE de orégano mostré mayor AA. Los consumidores tuvieron una aceptabilidad
positiva sobre estos productos. Debido a la mayor AA del AE de orégano, se evalud la AA de los
AE de los cuatro diferentes oréganos. Estos AE mostraron tener actividad sobre DPPH y en aceite
de canola. Los AE con mayor AA fueron Com y Cor. Los compuestos mayoritarios en estos AE
fueron los monoterpenos Sy T. Por esta razdn, se evalud la AA de los mismos, y de Car por ser
un compuesto caracteristico en los oréganos. Car y T presentaron actividad sobre DPPH. Al
evaluar su actividad sobre aceite de canola Car, T y S presentaron AA siendo mayor la actividad
de Sy T, ysimilares al BHT. Estos monoterpenos también mostraron un efecto sinérgico con BHT
sobre aceite de canola. Al evaluar los cambios quimicos y sensoriales durante el almacenaje de
semillas de girasol tostadas adicionadas con estos monoterpenos, Car, T y S presentaron un efecto
protector frente al deterioro oxidativo de los lipidos y la calidad sensorial de las semillas, siendo
este efecto superior para el Car. Estos AES y sus componentes mayoritarios pueden ser potenciales
conservantes de alimentos de alto contenido lipidico.

Palabras Clave: Aceites esenciales, monoterpenos, lipidos, oxidacion, antioxidantes.



Abstract

Because of their chemical composition rich in lipids, oilseeds and derived products are susceptible
to oxidative deterioration. The addition of antioxidants is an alternative to prolong the shelf-life of
oilseed products. The aim of this work was study the protective effect of essential oils and their
major compounds applied to high-fat foods to prevent oxidative deterioration of lipids. Essential
oils of Origanum vulgare L. (oregano), Lippia turbinata (Griseb.) (poleo), different species of
oregano: Cordobés (Cor), Compacto (Com), Mendocino (M) y Criollo (Cri) and pure
monoterpenes: carvacrol (Car), thymol (T) and trans-sabinene hydrate (S) were studied. The
following determinations were performed on the essential oils and monoterpenes: chemical
composition of essential oils (EO), the antioxidant activity (radical scavenging activity on DPPH,
anti-lipase activity, Rancimat test and accelerated oxidation test on canola oil, determining
peroxide (IP), conjugated dienes (DC) and p-anisidine index (Ip-A) during storage of samples). In
addition, storage studies were performed on roasted sunflower seeds with EO, monoterpenes and
synthetic antioxidant BHT. Chemical analysis (IP, DC, Ip-Aand volatiles by GC-MS) and sensory
analysis (acceptability and descriptive) were conducted on the roasted sunflower samples from
storage. The oregano and poleo essential oils showed activity on DPPH, anti-lipase activity and by
the Rancimat method. Both essential oils showed a protective effect against oxidative and sensory
deterioration of sunflower products, and oregano EO showed higher activity than poleo EO.
Consumers had positive acceptability of these products. Due to the higher activity of oregano, AA
was evaluated on essential oils of the four different species of oregano (Cor, Com, M and Cri).
These EO had activity against DPPH and in canola oil. The most active EO were Com and Cor.
The major compounds in these EO were the monoterpenes S and T. In consequence, those
monoterpenes and the Car were used to evaluate their antioxidant activity. Car and T showed
activity on DPPH. Car, T and S showed antioxidant activity on canola oil, being higher the activity
of Sand T, both similar to BHT. These monoterpenes also showed synergistic effect with BHT on
canola oil. The chemical and sensory changes during storage of roasted sunflower seeds with these
monoterpenes indicated Car, T and S had protective effect against oxidative and sensory
deterioration of the products. Carvacrol had the highest protective effect. These EO and its major
components are potential food preservatives, and can be used to replace synthetic antioxidants such
as BHT.

Key words: Essentials oils, monoterpenes, lipids, oxidation, antioxidants.
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CAPITULO |

Introduccion general

Alimentos

Los alimentos son materiales que en sus formas naturales, procesados o cocidos, son

consumidos por los humanos como alimento y para el disfrute.

Los términos "alimento™ y "disfrute™ introducen dos importantes propiedades de los
alimentos: el valor nutricional y el valor hedonico. El primero es relativamente facil de cuan-
tificar, ya que todos los nutrientes importantes son conocidos y sus efectos se definen. Ade-
mas, s6lo hay un nimero limitado de nutrientes. Definir el valor hedoénico de un alimento es
mas dificil, porque tal definicion debe tener en cuenta todas las propiedades de un alimento,
que interacttan con los sentidos, como atractivo visual, olor, sabor y textura. Un requisito

adicional obvio de un alimento es que debe estar libre de materiales toxicos.

La naturaleza altamente compleja de los alimentos da lugar a una multitud de reac-
ciones deseadas y no deseadas que son controladas por una variedad de parametros. Par-
tiendo del andlisis de la composicion (deteccion, aislamiento y caracterizacion estructural de
componentes de los alimentos), pueden ser seguidas las reacciones de un solo componente
o de una mezcla simple. Posteriormente, se puede realizar una investigacion de un alimento
en el que domina una reaccién individual. Inherentemente, tal estudio comienza con un com-
puesto dado y no esta por tanto restringida a un alimento o grupo de alimentos. (Belitz et al.,
2009).

Gran parte del trabajo en el area de calidad de los alimentos consiste en la relacion
entre la evaluacion sensorial, mediciones instrumentales y de preferencias de los consumi-
dores, el papel de los factores ambientales externos tiene menos importancia (Pierson et al.,
1995).

La calidad de los alimentos es un concepto importante ya que las personas elijen los
alimentos en gran medida por su calidad. La calidad es dificil de definir con precision, pero



se refiere al grado de excelencia de un alimento, e incluye todas las caracteristicas de un

alimento que sean significativas y que hacen aceptable al alimento.

La calidad nutricional, de un alimento, se puede medir a través de andlisis quimicos,
en cambio, la aceptacion de los alimentos no es facil de medir ya que es muy subjetiva. Los
consumidores hacen una valoracién subjetiva utilizando uno o mas de los cinco sentidos

cada vez que eligen o ingieren un alimento (Vaclavik, 2008).

La calidad de un producto alimenticio implica el mantenimiento o mejora de los prin-
cipales atributos del producto, incluyendo color, sabor, textura, seguridad, salubridad, vida
atil y conveniencia. Para mantener su calidad, es importante controlar el deterioro microbio-
I6gico, la degradacion enzimatica y quimica. Estos componentes de la calidad dependeran
de la composicidn de los alimentos, los métodos de elaboracidn, embalaje y almacenamiento
(Parker, 2003).

La calidad de un alimento debe ser controlada regularmente durante su produccion
para asegurarse que cumple con los controles de calidad. También se debe controlar su al-

macenamiento. (Vaclavik, 2008)
Lipidos

No existe una definicion exacta de lipidos. Varios autores concuerdan en gque son

compuestos no solubles en agua pero si en solventes apolares (Akoh y Min, 2002).

La mayoria de las grasas y aceites consisten de triacilglicéridos, que difieren en su
composicion de acidos grasos en cierta medida. Otros componentes que constituyen menos
del 3% de las grasas y los aceites son la fraccion insaponificable y un nimero de los acil-
lipidos, restos de acidos grasos libres, mono y diacilglicéridos. El término "grasa” se designa
en general a un sélido a temperatura ambiente y "aceite” a un liquido. Las denominaciones
son bastante imprecisas, ya que el grado de firmeza es dependiente del clima y, por otra

parte, muchas grasas no son ni sélido ni liquido, pero son semi-sélidos (Akoh y Min, 2002).



Oxidacion de lipidos

La oxidacion de lipidos en alimentos es iniciada por mecanismos de radicales libres
gue generan una serie de reacciones autocataliticas de radicales libres. Estas reacciones de
autooxidacion conducen a la descomposicion de los lipidos y a la formacién de una amplia
gama de productos de oxidacién (Kubow, 1992). La oxidacion de los lipidos puede alterar
el sabor y la calidad nutricional de los alimentos y producir compuestos tdxicos, los cuales
pueden hacer al alimento menos aceptable o inaceptable para los consumidores (Min y Kim,
1999). Los productos de oxidacion incluyen compuestos de bajo peso molecular volatiles
como también compuestos indeseables que provocan mal sabor y olor caracteristico (Labuza
y Dugan, 1971; Lee y Min, 1988; Jung et al., 1998). La naturaleza y proporcion de estos
productos pueden variar ampliamente entre los alimentos y dependen de la composicién del
alimento, asi como también de numerosos factores ambientales (Kubow, 1992). La impor-
tancia toxicoldgica de la oxidacion de lipidos en los alimentos es complicada por las inter-
acciones de los productos secundarios de oxidacion de lipidos con otros componentes de los
alimentos. Estas interacciones bien podrian formar complejos que limitan la biodisponibili-
dad de los productos de degradacién de lipidos o puede conducir a la formacion de productos

toxicos derivados de fuentes no lipidicas (Sherwin, 1978; Kubow, 1992).
Mecanismo de auto-oxidacion del aceite vegetal

La estabilidad a la oxidacion de aceites vegetales basados en triglicéridos esta limi-
tada principalmente por el grado de dobles enlaces insaturados presentes en los acidos gra-
sos. Enlaces carbono-carbono insaturados funcionan como sitios activos para muchas reac-
ciones, incluyendo la oxidacion (Adhvaryu et al., 2000). EI mecanismo para la auto-oxida-
cién de aceites vegetales esta bien estudiado y una representacion clasica del mecanismo de
autooxidacion de aceite se muestra en la Figura 1.1 (Frankel, 1984; Belitz et al., 2009). La
oxidacion del aceite vegetal se inicia por la formacién de radicales libres (Re). Los radicales
libres pueden formarse facilmente a partir de la eliminacién de un a&tomo de hidrégeno del
grupo metileno préximo a un doble enlace. Los radicales libres reaccionan rapidamente con
el oxigeno para formar un radical peréxido (ROOe). El radical peréxido puede atacar otra
molécula de lipido para eliminar un atomo de hidrdégeno para formar un hidroperéxido

(ROOH) y otro radical libre, propagando el proceso de oxidacion (Fox y Stachowiak, 2007).



Iniciacién In* + RH — InH + Re

Propagacion —> Re+ 02 — ROO-
ROO+ + RH — ROOH + Re
|
Terminacion Re + Re - RR

Re + ROO* — ROOR

ROOQO-+ + RO0O+ — ROOR + O3

Figura 1.1. Mecanismo de autooxidacion de aceites vegetales

La eliminacion de un &tomo de hidrégeno por el radical perdxido para generar un
hidroperoxido es la etapa limitante de velocidad de autooxidacion de aceite vegetal (Porter
et al., 1995). Cuanto mayor es el nimero de dobles enlaces mayor sera la cantidad de sitios
susceptibles a la eliminacion de un &tomo de hidrégeno y el proceso de auto-oxidacién puede
ocurrir a una velocidad mas rapida. Los aceites vegetales que contienen un alto porcentaje
de acidos grasos monoinsaturados se auto-oxidaran a altas temperaturas, mientras que los
aceites que contienen acidos grasos poliinsaturados, tales como acido linoleico y linolénico,

se autooxidan facilmente a temperatura ambiente (Fox y Stachowiak, 2007).

En la mayoria de los alimentos la iniciacion se atribuye con frecuencia a la reaccién
de los acidos grasos con especies de oxigeno activo. La fase de propagacion de la oxidacion
se ve favorecida por la interaccién lipidos-lipidos, por lo que el radical perdxido abstrae un
hidrogeno de una molécula adyacente, resultando en un hidroperédxido lipidico y un nuevo
radical lipidico libre. Las interacciones de este tipo contindan 10 (Borg y Schaich, 1988) a
100 veces (Gutteridge y Halliwell, 1990) antes de que dos radicales libres (RR) se combinen
para terminar el proceso. Los radicales producidos continuaran con la eliminacion de hidro-

genos de los acidos grasos insaturados (Erickson, 2002).



Los hidroperdxidos contintan acumulandose en el aceite a través de la propagacion
y pasos de ramificacidn. En algin momento los hidroperdxidos ya no se mantienen estables
y se descomponen en compuestos de oxidacion secundarios volatiles y no volatiles (Fox y
Stachowiak, 2007).

Compuestos de oxidacion primarios

Los hidroperodxidos de triacilglicéridos son los compuestos de oxidacidn primarios

de los aceites vegetales a base de triacilgliceroles (Fox y Stachowiak, 2007).
Compuestos de oxidacion secundarios

Volatiles

Los compuestos organicos volatiles se producen durante las etapas secundarias de
oxidacion del lipido. Se forman después de la descomposicion de los hidroperoxidos de tri-
glicéridos (Fox y Stachowiak, 2007).

Los compuestos volatiles son los principales responsables de los sabores y olores
desagradables de los aceites y grasas oxidados. La industria alimentaria esta particularmente
interesada en el sabor y la calidad de los aceites vegetales y, como tal, las técnicas para el
analisis de compuestos organicos volatiles estan bien establecidas junto con el conocimiento
de los principales componentes volatiles de los aceites vegetales oxidados (Frankel et al.,
1981; Snyder et al., 1985; Neff et al., 1994).

Durante la oxidacion de los aceites vegetales, la mayor cantidad de volétiles se pro-
duce en la descomposicion de los acidos grasos poliinsaturados. El acido linolénico (C18:3)
se descompone principalmente en 2,4-heptadienal y propanal. El acido linoleico (C18:2)
produce principalmente pentano, pentanal, hexanal y 2-heptenal. Los acidos grasos monoin-
saturados se descomponen a una velocidad mucho més lenta y los niveles de liberacion de
compuestos volatiles es minima en comparacion con sus homologos poliinsaturados. Los
aceites ricos en acido oleico (C18:1) producen principalmente nonanal, octanal y algo de
heptanal (Snyder et al., 1985; Neff et al., 1994).



No volatiles

La descomposicion de hidroperoxidos conduce a compuestos volatiles de cadena

corta junto con los correspondientes polimeros, compuestos no volatiles.

Se ha identificado en aceite oxidado una amplia gama de compuestos no volatiles
organicos, pero podrian ser separados en tres categorias principales.

e Triacilglicéridos con cadenas de 4cidos grasos intactas, uno de ellos contiene un atomo
de oxigeno, hidroxi, epoxi 0 grupos peroxido.

e Triacilglicéridos con cadenas de acidos grasos intactas, dos de ellos que contiene un
atomo de oxigeno, hidroxi, epoxi o grupos peroxido.

e Triacilglicéridos con dos cadenas de acidos grasos intactas y una cadena que termina en

un reducido grupo de oxigeno o hidroxi (Fox y Stachowiak, 2007).
Compuestos de alto peso molecular

Los compuestos de alto peso molecular son el producto de las reacciones de ciclacion
y polimerizacidn que se producen a temperaturas y presiones elevadas y representan las eta-

pas finales del proceso de oxidacién (Fox y Stachowiak, 2007).
Acidos grasos libres

Los acidos grasos libres aparecen durante la degradacion de los aceites y grasas. Los
acidos grasos se liberan principalmente de los triglicéridos mediante la eliminacion del hi-
drogeno B y una hidrolisis posterior. Tanto la eliminacion del hidrogeno B como la hidrolisis
hidrolisis no son reacciones de oxidacion, pero es probable que la oxidacion se produzca

conjuntamente como otro proceso de degradacién (Fox y Stachowiak, 2007).

Antioxidantes

En los alimentos que contienen lipidos, los antioxidantes retrasan el inicio de la oxi-
dacion o disminuyen la velocidad a la cual ocurre. Estas sustancias aparecen como compo-
nentes naturales de los alimentos, pero también pueden ser afiadidos intencionalmente a los

productos o formados durante el procesamiento. Su papel no consiste en mejorar la calidad



de los alimentos, pero si mantener la calidad y prolongar la vida util. Los antioxidantes uti-
lizados en el procesamiento de alimentos deben ser baratos, no tdxicos, eficaces a bajas con-
centraciones, estables y capaces de mantenerse durante el procesamiento (carry-through ef-

fect); el color, el sabor y el olor deben ser minimos (Reische et al., 2002).

(Halliwell y Gutteridge, 1995) definen a los antioxidantes como “cualquier sustancia
que, cuando esta presente en concentraciones bajas en comparacion con la de un sustrato
oxidable, retrasa significativamente o inhibe la oxidacion de dicho sustrato”, pero mas tarde
se los definid como “cualquier sustancia que retrasa, evita o elimina el dafio oxidativo a una
molécula blanco” (Halliwell, 2007). En el mismo afio, (Khlebnikov et al., 2007) definieron
los antioxidantes como “cualquier sustancia que absorbe los ROOe directamente o actla
indirectamente para de regular al maximo las defensas antioxidantes o inhibir la produccién
de ROOe” (Carocho y Ferreira, 2013).

Los antioxidantes se pueden clasificar en forma general por su mecanismo de accion
como antioxidantes primarios y antioxidantes secundarios. Algunos antioxidantes muestran
mas de un mecanismo de accién por lo cual se denominan antioxidantes de maltiple funcion.
Estas sustancias son capaces de actuar en todas las etapas de las reacciones de radicales libres
(Reische et al., 2002).

Antioxidantes primarios

Los antioxidantes primarios reaccionan con los radicales perdxido v lipidicos y los
transforman en productos mas estables no radicalarios. Los antioxidantes primarios donan
un atomo de hidrogeno al radical lipidico y produce un derivado lipidico y un radical anti-
oxidante que es mas estable y menos disponible para promover la autooxidacién. Como da-
dores de hidrogeno, los antioxidantes primarios tienen mayor afinidad por los radicales pe-
roxido que por los lipidicos (Porter, 1980). El radical antioxidante producido por la donacion
de un hidrogeno tiene una reactividad muy baja con los lipidos. Esta baja reactividad reduce
la velocidad de propagacion ya que la reaccion entre el antioxidante radical con oxigeno o
lipidos es muy lenta. El radical antioxidante se estabiliza por deslocalizacion del electron

desapareado en el anillo fendlico por hibridos de resonancia estables (Reische et al., 2002).



Los antioxidantes primarios son mono o polihidroxi-fenoles con varias sustituciones
en el anillo. La sustitucidn con un grupo dador de electrones en las posiciones orto o para al
grupo hidroxilo fendlico incrementa la actividad antioxidante del compuesto por un efecto
inductivo. Estos antioxidantes fendlicos estéricamente impedidos disminuyen la reactividad
del grupo hidroxilo mediante el aumento de su densidad electronica. Una sustitucion con
grupos butilico o etilico en posicidn para al grupo hidroxilo mejora la actividad antioxidante.
Sin embargo, debido al impedimento estérico, la presencia de una cadena larga o de un grupo
alquilico ramificado en la posicion para puede disminuir la efectividad antioxidante (Raja-
lakshmi y Narasimhan, 1996). Las sustituciones de grupos alquilo ramificados en las posi-
ciones orto mejoran la capacidad del antioxidante fendlico para formar estructuras estables
de resonancia y reducir ain mas la capacidad del radical antioxidante de participar en reac-

ciones de propagacion (Reische et al., 2002).

Los antioxidantes primarios mas comunes utilizados son compuestos sintéticos.
Ejemplos importantes de antioxidantes fendlicos primarios incluyen a butil-hidroxianisol
(BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), galato de propilo (GP), y terbutilhidroquinona (TBHQ)
(Reische et al., 2002).

Antioxidantes secundarios

Los antioxidantes secundarios, preventivos o de tipo 2, actlan a través de numerosos
mecanismos posibles. Este tipo de antioxidantes disminuye la velocidad de oxidacién de
diferentes maneras, pero ellos no transforman los radicales libres en productos mas estables.
Los antioxidantes secundarios pueden quelar metales pro-oxidantes y desactivarlos, reponer
el hidrogeno donado al antioxidante primario, descomponer los hidroperdxidos en especies
no radicalarias, desactivar el oxigeno singlete, absorber la radiacion ultravioleta o actuar
como eliminadores de oxigeno. Estos antioxidantes son llamados también como antioxidan-
tes sinérgicos porque promueven la actividad antioxidante de los antioxidantes primarios.
Ejemplos de los antioxidantes secundarios son: acido citrico, acido ascoérbico, palmitato de

ascorbilo, lecitina y acido tartarico (Reische et al., 2002).



Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos se han desarrollado para ser incorporados en alimentos
y ademas se utilizan como sistema de medicion de la actividad antioxidante estandar para
comparar con antioxidantes naturales. Estos compuestos puros se afiaden a los alimentos
para que puedan resistir los diversos tratamientos y condiciones, asi como también para pro-
longar la vida Gtil. Hoy en dia, casi todos los alimentos procesados poseen antioxidantes
sintéticos incorporados. A pesar de que se asegura que estos compuestos sintéticos no repre-
sentan riesgo para la salud, algunos estudios indican lo contrario (Carocho y Ferreira, 2013).
BHT (butil-hidroxitolueno) y BHA (butil-hidroxianisol) son los antioxidantes quimicos mas

ampliamente utilizados (Branen, 1975).

Varios estudios han observado que BHA y BHT pueden actuar como anticancerige-
nos en varios modelos de animales (Wattenberg, 1972; Wattenberg et al., 1980; Wattenberg,
1986; Williams, 1986; Hocman, 1988; Williams y latropoulos, 1996). Por otra parte, tam-
bién se ha reportado efectos carcindgenos de BHA y BHT en animales de experimentacion
(Ito et al., 1983; Williams, 1986; Hocman, 1988). Iverson (1995) indica que la produccion
de tumores por BHA es el resultado de un mecanismo secundario dependiente de la satura-
cion de una via metabdlica por niveles excesivos de BHA. La actividad biologica de com-
puestos fendlicos sintéticos y de origen natural antioxidantes puede llegar a ser mucho mayor
y significativamente més complejo de lo que se creia. También sugiere que estos compuestos
pueden tener importantes propiedades deseables, ademas de su papel como inhibidores de la

oxidacion de lipidos.

Un estudio realizado por Botterweck et al. (2000) indica que no hay asociacion entre
la ingestion de BHA y BHT y el riesgo de incidencia de cancer estomacal, corroborando la
hipétesis de que la ingesta de niveles bajos de BHA y BHT no son carcinogénicos en los
seres humanos. La mayoria de los resultados son de experimentos realizados en animales,
dificiles de comparar con los resultados en humanos y deben ser interpretados con cautela.
Las cantidades de BHA o BHT utilizados en la dieta de los animales son mucho més altas

gue los niveles permitidos en la dieta humana.

A pesar de la superior eficacia, bajo costo y alta estabilidad de los antioxidantes sin-

téticos en los alimentos existe la preocupacion sobre si son 0 no perjudiciales para la salud



humana, por lo que hay una mayor tendencia en el uso de productos naturales como ingre-
dientes funcionales en alimentos y bebidas, como resultado del interés del consumidor por
aditivos cuyo origen sean fuentes naturales y evitar los compuestos sintéticos considerados

como potenciales agentes dafiinos (Reische et al., 2002).

Antioxidantes naturales

Las investigaciones y desarrollos recientes de compuestos fenolicos antioxidantes de
origen natural parecen estar impulsados no solo por su capacidad para disminuir la oxidacion
lipidica, sino por el potencial de modular las enfermedades humanas que pueden estar rela-
cionadas con los efectos deletéreos de especies enddgenas de oxigeno activas. Una via po-
tencial para controlar las enfermedades cardiovasculares, cataratas, supresion inmune, can-
cer y otras enfermedades degenerativas asociadas normalmente con el envejecimiento se
relaciona con la reduccion selectiva o la eliminacion de especies de oxigeno activas (Ames
et al., 1993; Halliwell, 1994).

Aungue existen numerosos compuestos fendlicos naturales con propiedades de anti-
oxidantes primarios, relativamente pocos han sido utilizados como antioxidantes lipidicos.
La mayoria de estos antioxidantes naturales son compuestos como el tocoferol (vitamina E)
y polifendlicos tales como &cido caféico, acido clorogénico, varios taninos, flavonoides tales

como quercetina y extractos de especias, té, y de otras fuentes vegetales (Iverson, 1995).
Aceites esenciales

Los aceites esenciales son bien aceptados y reconocidos en el ambito académico, en
la industria quimica y mas recientemente, en la vida cotidiana (Teranishi y Kint, 1993). En
general, los aceites esenciales son conocidos como sustancias aromaticas producidas por
especies de plantas especificas. Se llaman esenciales porque se pensaba que cada aceite re-
presenta la esencia de la planta original. Los aceites esenciales también se han utilizado como
medicamentos desde la antigliedad. Desde este punto de vista, los aceites esenciales se con-
sideran los productos mas ampliamente utilizados en muchas areas naturales debido a que
muchos medicamentos populares tradicionales se basan principalmente en materiales vege-
tales. Los aceites esenciales se componen de muchos tipos o clases de moléculas, incluyendo

terpenoides, compuestos fendlicos, aromaticos, ciclicos y aciclicos, cetonicos, y compuestos
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que contienen azufre y nitrégeno, dependiendo de la planta y el método de extraccion (Fo-
deraro, 1991).

Los aceites esenciales son mezclas naturales muy complejas que pueden contener
aproximadamente 20-60 componentes en concentraciones muy diferentes. Se caracterizan
por dos o tres componentes principales a concentraciones altas (20-70%) en comparacion
con otros componentes presentes en cantidades traza. Generalmente, estos componentes
principales determinan las propiedades bioldgicas de los aceites esenciales. Los componen-
tes incluyen dos grupos de distinto origen biosintético (Croteau et al., 2000; Betts, 2001;
Bowles, 2003; Pichersky et al., 2006). EI grupo principal estd compuesto de terpenos y ter-
penoides y el otro de los componentes aromaticos y alifaticos, todos caracterizados por su
bajo peso molecular (Bakkali et al., 2008). Estos dos grupos se pueden clasificar en terpe-

noides e hidrocarburos no terpenoides (Husnu et al., 2007).

Aungue, a veces en la literatura un aceite esencial se define como un extracto de
planta aromatica y volatil (Foderaro, 1991). Nakatsu, et al. (2000) definen los aceites esen-
ciales como mezclas de compuestos extraibles por destilacion con vapor, disolventes no po-
lares (tales como, pentano, hexano), didxido de carbono supercritico, y fluorocarbonos. Los
aceites esenciales se pueden extraer de muchas partes de la planta: flores, hojas, frutos, cas-

caras de frutas, semillas, ramas, tallos y raices.

En el estudio de los aceites esenciales, la separacién y el aislamiento de los compo-
nentes quimicos individuales es esencial para comprender el origen de la actividad biol6gica
de estos aceites. En estudios de seguimiento es fundamental para una comprension completa
de los compuestos activos y sus relaciones estructura-actividad la determinacion estructural
completa, en particular las asignaciones estereoquimicas relativas y absolutas (Nakatsu et
al., 2000).

Hidrocarburos no terpenoides

Los hidrocarburos no terpenoides que se encuentran en los aceites esenciales tales
como alcoholes de cadena corta y los aldehidos se forman por conversion metabodlica o de-

gradacion de fosfolipidos y acidos grasos (Croteau y Karp, 1991).
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Terpenos o terpenoides

Los terpenos, también llamados isoprenoides, son una de las mayores clases de pro-
ductos quimicos naturales formados por reordenamiento de cabeza a cola de dos 0 mas mo-
léculas de isopreno. Ellos son una parte importante de los aceites esenciales. Las moléculas
formadas a partir de dos moléculas de isopreno se Ilaman monoterpenos (C1oHz16). Los com-
puestos CsHgs son hemiterpenos. Los sesquiterpenos contienen tres unidades de isopreno, por
lo que tienen la formula C1sH24. Los compuestos CooHs, formados a partir de cuatro unidades
de isopreno son diterpenos. Los terpenos mas pesados como los diterpenos generalmente no
se encuentran en los aceites esenciales. El isopreno por si mismo se considera hemiterpeno,
pero los derivados que contienen oxigeno, tales como el &cido isovalérico y prenol son tam-
bién hemiterpenoides (Croteau, 1986; Hiisni et al., 2007; Evans, 2009).

Sinergismo

Muchos informes sobre las actividades de los aceites esenciales, a menudo mencio-
nan conceptos tales como sinergismo, antagonismo, aditividad, pero rara vez se apoya expe-
rimentalmente, siendo en su mayor parte puramente especulativa (Janssen et al., 1988). Sin
embargo, cuando un estudio sobre la actividad antimicrobiana de un aceite esencial com-
prende el analisis de la actividad de sus componentes individuales, los efectos antagonista
y/o sinérgico asumen un mayor significado, mas completo y Util para explicar la actividad
bioldgica observada (Knobloch et al., 1989; Cuong et al., 1994; Griffin et al., 1998; Helan-
der et al., 1998)

Los sistemas biologicos de alimentos por lo general contienen sistemas antioxidantes
de multiples componentes. Los numerosos antioxidantes existentes tienen diferentes funcio-
nes potenciales, incluyendo la inhibicion de pro-oxidantes de diferentes tipos (por ejemplo,
metales, especies reactivas de oxigeno, enzimas); inactivacion de radicales libres y pro-oxi-
dantes en fases acuosas, interfaciales y en fases lipidicas; y la inactivacion de compuestos
en diferentes etapas de oxidacion, por ejemplo, especies iniciadoras (*OH), especies de pro-
pagacion (peroxidos), productos de descomposicion de la oxidacion de lipidos (aldehidos).
Ademas, los sistemas antioxidantes de multiples componentes son beneficiosos porque se

producen interacciones directas entre los antioxidantes (Decker, 2002).
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Las combinaciones de quelantes y secuestrantes de radicales libres (SRL) a menudo
da como resultado una inhibicidn sinérgica de la oxidacion lipidica (Nawar, 2008). La inter-
accion sinérgica probablemente se produce por un efecto “ahorrativo” proporcionado por el
quelante. Dado que el quelante reducira las tasas de oxidacion mediante la inhibicion de la
oxidacién catalizada por un metal, generando menos radicales libres en el sistema. Esto sig-
nifica que la inactivacion eventual de los secuestrantes de radicales libres serd mas lenta a
través de reacciones de terminacidn o autooxidacion, por lo tanto su concentracion sera ma-
yor en cualquier momento dado. En consecuencia la combinacion de quelantes y secuestran-
tes de radicales libres disminuye la generacion de radicales libres y aumenta el potencial de

captacion de radicales libres (Decker, 2002).

El efecto sinérgico en la actividad antioxidante también se puede observar por la
combinacion de dos o mas secuestrantes de radicales libres diferentes. Esto ocurre cuando
un secuestrante de radicales libres reacciona mas rapidamente con los radicales libres que el
otro, como resultado de las diferencias en las energias de disociacion de enlace y/o por el
impedimento estérico de las interacciones de SRL/ROO« (Nawar, 2008). Por lo tanto un
antioxidante se consume mas rapido que el otro. Sin embargo, es posible que este secues-
trante de radicales libres sea regenerado por transferencia de su radical a un secuestrante
diferente (Decker, 2002).

Dado que los sistemas antioxidantes de maltiples componentes pueden inhibir la oxi-
dacion en muchas diferentes fases de oxidacion, la actividad antioxidante resultante puede
ser sinérgica. Esto sugiere que los sistemas antioxidantes mas eficaces para los alimentos
podrian contener antioxidantes con diferentes mecanismos de accion y/o propiedades fisicas.
Determinar cual antioxidante seria mas eficaz depende de factores tales como el tipo de ca-
talizador de oxidacion, el estado fisico de los lipidos (a granel vs emulsionado), y los factores
que influyen en la actividad de los antioxidantes mismos (por ejemplo, pH, temperatura,

capacidad de interactuar con otros compuestos en los alimentos) (Decker, 2002).

Analisis sensorial de alimentos

El campo de la evaluacion sensorial ha crecido rapidamente en la segunda mitad del
siglo 20, junto con las industrias de los alimentos procesados y de los productos de consumo.

La evaluacion sensorial comprende una serie de técnicas para medir de forma precisa la
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respuesta del hombre a los alimentos minimizando el efecto sugestivo de la marca u otra
influencia sobre la percepcién del consumidor. Como tal, intenta aislar las propiedades sen-
soriales de los alimentos mismos y provee informacion util sobre las caracteristicas senso-
riales de un producto a desarrolladores de productos, cientificos de alimentos y gerentes
(Lawless y Heymann, 2010).

La evaluacion sensorial comprende un conjunto de métodos de analisis con pautas y
técnicas establecidas para la presentacion de productos, métodos estadisticos, y las directri-
ces para la interpretacion de los resultados. Existen tres tipos principales de pruebas senso-
riales que se centran en la existencia de diferencias globales entre los productos (pruebas de
discriminacion), especificacion de atributos (analisis descriptivo), y los gustos y disgustos
de los consumidores (pruebas afectivas o hedonicas). La aplicacion correcta de la técnica
sensorial implica correcta concordancia entre el método y objetivo de las pruebas. Las prue-
bas analiticas tales como las pruebas discriminativas y las descriptivas requieren un buen
control experimental y la maximizacion de la precision de la prueba. Los andlisis afectivos
por otro lado requieren de la eleccién de los consumidores representativos de los productos
y de las condiciones del anélisis que permitan generalizar como los consumidores experi-

mentan el producto en el mundo real (Lawless y Heymann, 2010).

Los analisis sensoriales proporcionan informacion atil acerca de como el hombre
percibe los cambios en el producto debido a cambio en los ingredientes, elaboracién, enva-

sado o de caducidad (Lawless y Heymann, 2010).

La evaluacion sensorial se define como un método cientifico utilizado para sugerir,
medir, analizar e interpretar las respuestas percibidas a través de los sentidos de la vista, el
olfato, el tacto, el gusto y el oido de un producto dado (Stone y Sidel, 2004).

Los sentidos: instrumentos sensoriales

Este tipo de analisis tiene la ventaja de que la persona que realiza las observaciones
Ileva consigo sus instrumentos de medicion, sus cinco sentidos. Los sentidos son los medios
con los que el ser humano percibe y detecta el mundo que lo rodea. El ser humano tiene

cinco sentidos: la vista, el oido, el olfato, el gusto y el tacto. (Anzaldua-Morales, 1994).
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La vista

El atributo sensorial mas importante asociado con el sentido de la vista es el color.
También existen otros atributos sensoriales relacionados con la vista como por ejemplo la

apariencia, la forma, la superficie, el tamafio y el brillo (Anzaldua-Morales, 1994).

El oido

Es el sentido que permite captar los sonidos. Permite percibir la textura de los ali-
mentos por medio de vibraciones que pueden ser trasmitidas por los huesos, en el caso de
los sonidos producidos por la masticacion de los alimentos, los que se pueden tomar en

cuenta para la evaluacion de la textura (Anzaldua-Morales, 1994).
El olfato

Este sentido es muy importante ya que nos permite percibir el olor de las cosas. Hay
que saber diferenciar entre olor y aroma. El olor es la percepcion de las sustancias volatiles
por medio de la nariz. El aroma es la deteccion de las sustancias volatiles, después de haberse
puesto el alimento en la boca, que difunden a través de la membrana mucosa del paladar
(Anzaldua-Morales, 1994).

El gusto

Este sentido reside en la lengua la cual contiene a las papilas gustativas. Las papilas
de la punta de la lengua perciben el gusto dulce de los alimentos. Los gustos salado y acido
son detectados en las papilas ubicadas a los costados. Las papilas que se encuentran en la
parte posterior de la lengua, perciben el gusto amargo de las sustancias. La percepcion de
los gustos se debe a un reconocimiento quimico de la estructura de las sustancias (Anzaldua-
Morales, 1994).
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El tacto

Este sentido se localiza en las terminales nerviosas que se encuentran por debajo de
la piel de todo el cuerpo. Son importantes para las evaluaciones sensoriales de los alimentos,
las percepciones tactiles por medio de los dedos, la palma de la mano, la lengua, las encias,

la parte interior de las mejillas, el paladar y la garganta (Anzaldua-Morales, 1994).

Atributos sensoriales

Los atributos sensoriales de los alimentos son los que se detectan por medio de los
sentidos. Hay algunos que se perciben por medio de un solo sentido, mientras que otros son

detectados por dos o mas sentidos (Anzaldua-Morales, 1994; Lawless y Heymann, 2010):
El color

Esta propiedad es la percepcién de la luz de una cierta longitud de onda reflejada por
un objeto. El color es la Unica propiedad sensorial que puede ser medida en forma instru-

mental mas efectivamente que en forma visual.
El olor

Es la percepcion, por medio de la nariz, de sustancias volatiles liberadas por los ob-
jetos. En el caso de los alimentos (y en la mayoria de las sustancias olorosas) esta propiedad
es diferente para cada uno y no ha sido posible establecer clasificaciones ni taxonomias com-
pletamente adecuadas para los olores. Ademas, dentro del olor caracteristico, o sui generis,
de un alimento existen diferentes componentes: su intensidad o potencia; su persistencia
(cuando aun después de haberse retirado la sustancia olorosa, la persona continua perci-
biendo el olor debido a que las fosas nasales y la mucosa que recubre el interior de éstas
guedan saturadas de la sustancia volatil) y el acostumbramiento que las personas experimen-

tan con los olores después de un cierto tiempo.
El aroma

Esta propiedad consiste en la percepcion de las sustancias olorosas o aromaticas de

un alimento después de haberse puesto éste en la boca. Dichas sustancias se disuelven en la
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mucosa del paladar y la faringe, y llegan a los centros sensores del olfato. El aroma es el

principal componente del sabor de los alimentos.

El gusto o “sabor basico”

Puede ser acido (agrio), dulce, salado o amargo; o bien, puede haber una combina-
cién de dos 0 més de estos cuatro. Esta propiedad es detectada por medio de la lengua.

El sabor

Este atributo de los alimentos es muy complejo, ya que combina tres propiedades: el
olor, el aromay el gusto. Es por esto, que su medicion y apreciacion son mas complejas que
las de cada propiedad por separado. El sabor es lo que diferencia a un alimento de otro y no
el gusto, ya que si se prueba un alimento con los ojos cerrados y la nariz tapada, solamente
se podra juzgar si es dulce, salado, amargo o acido. En cambio, en cuanto se perciba el aroma,
se podréa decir, de qué alimento se trata. Los jueces para las pruebas de sabor no deben ha-
berse puesto perfume antes de participar de las degustaciones, ya que el olor a perfume puede
interferir con el sabor de las muestras. El sabor se ve influido por el color y la textura. Es
dependiente del tiempo, ya que hay sabores que se perciben mas rapidamente que otros. Otra
caracteristica del sabor relacionada con el tiempo es la persistencia, la cual es conocida tam-

bién como dejo o regusto.
La textura

Es la propiedad sensorial de los alimentos que es detectada por los sentidos del tacto,
la vista y el oido y que se manifiesta cuando el alimento sufre una deformacion. No es posible
definir una textura deseable, ya que una caracteristica de textura puede ser deseable en un
alimento mientras que en otro haria que éste fuese completamente repugnante. Por lo tanto,
es necesario definir para cada tipo de alimento cuales son los atributos que merecen mayor
atencion. Las propiedades o caracteristicas de textura han sido clasificadas en tres categorias:
atributos mecanicos, geométricos y de composicion. Los primeros dan una indicacién del
comportamiento mecanico del alimento ante la deformacion. Los atributos geométricos son

aquellos relacionados con la forma o la orientacion de las particulas del alimento, como por

17



ejemplo, la fibrosidad, que nos indica la presencia de fibras y su resistencia; o la granulosi-
dad, la cristalinidad, la porosidad, la esponjosidad, etc. Los atributos de composicién son los
que aparentemente indican la presencia de algun componente en el alimento, como serian la

humedad, la grasosidad, la harinosidad, etc.

Los jueces evaluadores

Las pruebas sensoriales son utilizadas en diversos tipos de industrias, tales como la
industria alimentaria, la perfumera, la farmacéutica, la industria de pinturas, etc. (Anzaldua-
Morales, 1994).

La evaluacion sensorial de los alimentos, constituye hoy en dia un pilar fundamental
para el disefio y desarrollo de nuevos productos alimenticios. Sin duda, el poder medir en el
laboratorio el grado de satisfaccion que brindara un determinado producto, nos permite an-

ticipar la aceptabilidad que éste tendra.

La evaluacion sensorial trabaja en base a paneles de degustadores denominados jue-
ces, que hacen uso de sus sentidos como herramienta de trabajo. Los jueces se seleccionan
y entrenan con el fin de lograr la méxima veracidad, sensibilidad y reproducibilidad en los
juicios que emitan, ya que de ello depende en gran medida el éxito y confiabilidad de los
resultados (Anzaldua-Morales, 1994).

La seleccién y el entrenamiento de las personas que tomaran parte en pruebas de
evaluacion sensorial son factores de los que dependen en gran parte el éxito y la validez de
las pruebas. Es necesario determinar, en primer lugar, el nimero de jueces que deben parti-
cipar, y después hay que seleccionarlos, explicarles en forma adecuada como han de realizar
sus evaluaciones, y darles el entrenamiento adecuado. Existen cuatro tipos de jueces que
pueden ser empleados en diferentes tipos de analisis sensoriales (Anzaldua-Morales, 1994;
Meilgaard et al., 2010):

Juez Experto

Es una persona que posee gran experiencia en probar un determinado tipo de ali-

mento. Posee una gran habilidad para percibir las diferencias entre muestras y distinguir y
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evaluar las caracteristicas del alimento (Meilgaard et al., 2010). Estos jueces deben mante-
nerse en forma para realizar su trabajo por lo que deben abstenerse de fumar, consumir ali-
mentos muy condimentados o bebidas demasiado calientes y nunca deben consumir (fuera
de las pruebas) el producto con el que suelen trabajar (Anzaldua-Morales, 1994). Su habili-
dad, experiencia y criterio son tales que en las pruebas que efectla es suficiente contar con

Su respuesta.
Juez Entrenado

Estos jueces poseen habilidad para detectar alguna propiedad sensorial o algin sabor
o textura particular en el objeto de estudio. Estos jueces han recibido cierta ensefianza tedrica
y préctica acerca de la evaluacion sensorial y saben qué es exactamente lo que se desea medir
en una prueba. Cuando se llevan a cabo pruebas sensoriales con este tipo de jueces, el nu-
mero requerido es de al menos 7 y como maximo 15. Los jueces entrenados se emplean
principalmente en pruebas sensoriales descriptivas, en las cuales se trata de definir las pro-
piedades del objeto de estudio y medirlas de la manera mas objetiva determinando su mag-
nitud o intensidad (Meilgaard et al., 2010).

Juez Semientrenado o “de laboratorio”

Se trata de personas que han recibido un entrenamiento teorico similar al de los jue-
ces entrenados, pero que sélo van a diferenciar entre muestras y no van a medir propiedades

o utilizar escalas (Anzaldua-Morales, 1994).
Juez Consumidor

Se trata de personas que no tienen que ver con las pruebas, ni trabajan con alimentos
como investigadores o empleados en una fabrica procesadora de alimentos, ni han efectuado
evaluaciones periddicas. Por lo general son personas tomadas al azar, ya sea en la calle, en
una tienda, escuela, supermercado, etc. Es importante en este caso escoger jueces que sean
consumidores habituales del producto a probar, o en el caso de productos nuevos que sean

potenciales consumidores (Anzaldua-Morales, 1994).
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Las pruebas sensoriales

El analisis sensorial de los alimentos se lleva a cabo con diferentes pruebas sensoria-
les, segun sea la finalidad para la que se efectua. Existen tres tipos de pruebas sensoriales:
las pruebas afectivas, las discriminativas y las descriptivas (Anzaldua-Morales, 1994; San-
cho et al., 1999).

Pruebas Afectivas

En las pruebas afectivas el juez expresa su reaccion subjetiva ante el producto, indi-
cando si le gusta o le disgusta, si lo acepta o lo rechaza o si lo prefiere antes que a otro. En
esta pruebas se presenta mayor variacion en los resultados y son las mas dificiles de inter-
pretar. Para las pruebas es necesario contar con un minimo de 30 jueces consumidores. Las
pruebas afectivas pueden clasificarse en tres tipos: pruebas de preferencia (preferir una
muestra sobre la otra), pruebas del grado de satisfaccion (cuanto le gusta o disgusta un ali-
mento) y pruebas de aceptacion (incluye ademas de si gusta o no, otros factores como costos,

culturales, etc.).
Pruebas Discriminativas

Se las utiliza cuando se desea establecer si hay diferencia o no entre dos 0 méas mues-
tras y en algunos casos la magnitud o importancia de esa diferencia. En este tipo de prueba
se utilizan jueces semientrenados. Las pruebas mas comunmente utilizadas son las pruebas
triangulares (tres muestras, dos iguales y se tiene que identificar la diferente), prueba dio-
trio (tres muestras, una referencia y se tiene que encontrar la igual a la referencia) y prueba

de ordenamiento (se ordena en base a un atributo para pruebas de méas de dos muestras).
Pruebas Descriptivas

En este tipo de prueba se trata de definir las propiedades del alimento y de medirlo
de la manera mas objetiva posible. En dichas pruebas no importa la preferencia de los jueces
y no es importante saber si las diferencias entre las muestras son detectadas, sino cuéles son

los atributos sensoriales de un alimento y cuél es la magnitud o intensidad de tales.
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Estas pruebas presentan mucho méas informacion que las otras, pero son mas dificiles
de realizar, el entrenamiento de los jueces es mas intenso y la interpretacion de los resultados
es mas laboriosa. Los jueces que participan en esta evaluacion son jueces entrenados. Hay
muchos tipos de pruebas, pero las mas utilizadas son las que se trabaja con una calificacion
en escala no estructurada donde Unicamente se encuentran puntos extremos (minimo y ma-

ximo) y el juez debe expresar su apreciacion de la intensidad del atributo de un alimento.
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Hipotesis

Los aceites esenciales y sus monoterpenos constituyentes actdan como aditivos ali-
mentarios que disminuyen el deterioro causado por procesos oxidativos, de alimentos con
alto contenido de lipidos y mejoran sus caracteristicas sensoriales, incrementando su acep-

tabilidad por parte de los consumidores

Objetivo general

Evaluar las propiedades antioxidantes de aceites esenciales y monoterpenos en apli-
caciones sobre alimentos con alto contenido de lipidos para mejorar la conservacion de sus

propiedades nutricionales y sensoriales

Obijetivos especificos

v Determinar la composicion quimica de los aceites esenciales de especies regionales uti-
lizadas en la elaboracion de alimentos.

v Determinar la actividad antioxidante de los aceites esenciales y sus componentes mayo-
ritarios.

v Determinar la aceptacion por parte de consumidores de productos alimenticios frescos
adicionados con aceites esenciales como antioxidantes.

v Determinar los cambios quimicos y sensoriales que se producen durante el almacenaje
de los productos alimenticios adicionados con aceites esenciales y sus componentes ma-
yoritarios.

v Determinar el efecto sinérgico de los componentes mayoritarios seleccionados junto a

un antioxidante sintético.
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CAPITULO II

Composicion quimica, actividad antioxidante y actividad

anti-lipasa de los aceites esenciales de orégano y poleo

Introduccion

Desde la antigliedad, las hierbas y especias se han afiadido a los alimentos para
mejorar el sabor y propiedades organolépticas (Neffati et al., 2009). Ademas, se sabe que
los aceites esenciales de especies aromaticas poseen un gran potencial como agentes na-
turales para la conservacion de los alimentos y se ha demostrado en varias ocasiones su
eficacia contra una amplia gama de microorganismos (Baratta et al., 1998; Helander et
al., 1998). Asimismo, muchos aceites esenciales han mostrado actividad antioxidante (Ol-
medo et al., 2008; Quiroga et al., 2011, 2013).

El creciente interés en la sustitucion de los antioxidantes sintéticos por antioxi-
dantes naturales ha dado lugar a multiples investigaciones en el campo de los nuevos
antioxidantes (Lante et al., 2011). Los aceites esenciales han demostrado ser eficaces en
el retraso del proceso de oxidacion de lipidos. Por esa razon, los aceites esenciales estan
ganando mas atencion debido a su amplia aceptacion por los consumidores y que se los
considera relativamente seguros. Los aceites esenciales son una fuente rica en polifenoles
los cuales son reconocidos como antioxidantes mas fuertes que los tocoferoles. Estos Ul-
timos estan presentes en la mayoria de los aceites vegetales pero son inestables durante

el proceso de calentamiento (Nepote et al., 2006; Silva et al., 2010).

El orégano es una planta aromética importante ampliamente utilizada en muchos
paises para condimentar los alimentos. Los principales paises que participan en la pro-
duccidn y exportacién de orégano son México, Grecia, Israel, Albania, Marruecos y Tur-
quia (Koksal et al., 2010). Las especies del género Origanum son las mas cominmente
utilizadas en la produccién comercial de orégano. Origanum €S un género con varias

subespecies donde todas ellas se conocen como orégano en la mayoria de los paises
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(Dambolena et al., 2010). Origanum vulgare L. es la hierba aromatica mas importante
cultivada en Argentina, no solo por la superficie (80%), sino también por la demanda de
la poblacion (Di Fabio, 2008; Dambolena et al., 2010). Las principales areas de cultivo
se encuentran en la provincia de Mendoza (250 hectéreas), seguida de las provincias de
Cordoba (113 ha) y San Juan (56 ha). Las hojas de orégano y aceite esencial se utilizaron
durante siglos por sus propiedades medicinales, en particular, por su efecto positivo sobre
la salud humana que se atribuye a la actividad antioxidante del aceite esencial y a las
fracciones de fenoles solubles (Peake et al., 1991; Eguchi et al., 1996; Ruberto et al.,
2002).

Lippia turbinata GRISEB., cuyo nombre vulgar es poleo, es una planta aromatica
perteneciente a la familia Verbenaceae. Es un arbusto nativo de Sudamérica, que se en-
cuentra comunmente en el noreste de Argentina, donde es utilizado en la medicina popu-
lar y la industria alimentaria por su sabor. El aceite esencial de poleo del noreste argentino

tiene marcadores filéticos como lipiona y dihidrolipiona (Ricciardi et al., 2005).

La introduccion de un antioxidante en el sistema de lipidos conduce a un cambio
en el mecanismo del proceso de oxidacion. El efecto del antioxidante depende de la par-
ticipacion de sus moléculas y los radicales formados a partir de este Gltimo en las reac-
ciones en cadena. (Yanishlieva et al., 1999) informaron de dos caracteristicas cinéticas

para explicar la accion inhibidora de los antioxidantes:

1. La posibilidad de bloguear el proceso de la cadena radicalaria debido a la
interaccidn con los radicales peréxido, afectando a la duracién del periodo de induccién,
y

2. La posibilidad de que los restos de inhibidor participen en otras reacciones,

cambiando la velocidad de oxidacion durante el periodo de induccion.

Las lipasas (triacilglicerol hidrolasas) son un grupo importante de enzimas que
tienen importancia biotecnoldgica, y tienen numerosas aplicaciones en alimentos, pro-
ductos lacteos, detergente, y las industrias farmacéutica (Gupta et al., 2004). Las lipasas
estdn ampliamente distribuidas en las especies animales, plantas, bacterias, levadura y
hongos (Saxena et al., 1999). Lipasas microbianas se han encontrado en diversos ambien-

tes tales como los residuos industriales, fabricas de procesamiento de aceites vegetales,
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lacteos, tierra contaminada con aceite, semillas oleaginosas y alimentos en descomposi-
cion (Sztajer et al., 1988). Estas enzimas catalizan la hidrolisis de los enlaces éster de los
triacilgliceroles aumentando el contenido de &cidos grasos libres, por lo tanto, los inhibi-
dores de lipasa pueden ser considerados para controlar la acidez del aceite y la estabilidad
lipidica. La busqueda de nuevos inhibidores de lipasa derivados de fuentes naturales dan
acceso a nuevos aditivos alimentarios potenciales. Los compuestos naturales tales como
terpenoides (Jang et al., 2008; Kim et al., 2009), triterpenos glicosidicos (Morikawa et
al., 2009; Sugimoto et al., 2009), flavonoides (Won et al., 2007), catequinas (Y oshikawa
et al., 2002; Nakai et al., 2005), estilbenos (Matsuda et al., 2009)), quitosano (Ostanina
et al., 2007) y compuestos fenilicos (Raghavendra y Prakash, 2002; Han et al., 2007) han

mostrado poseer actividad inhibitoria de lipasas.

La actividad bioquimica de enzimas, tales como las lipasas, esta asociada a cam-
bios estructurales en la enzima que resulta en reacciones selectivas y estereoespecificas
entre el sitio de unién a la lipasa y el sustrato (Peters et al., 1997). El mecanismo de accién
de estas enzimas consiste en la escision nucleofilica de un enlace éster por una serina
activa que pertenece a la triada catalitica Ser-His-Asp/Glu. Los inhibidores reaccionan
con la serina nucleofilica del sitio activo de la lipasa, lo que conduce a la formacién de
complejos lipido-proteina covalentes y equimolares que son estables en soluciones acuo-
sas y organicas. Esta union entre los inhibidores de la lipasa y el sitio activo es reversible
(Oskolkova et al., 2003). Metabolitos secundarios de plantas presentes en alimentos han
demostrado ser inhibidores de lipasas. Entre estos metabolitos, saponinas, flavonoides y
alcaloides, presentes en altas concentraciones en extractos de plantas, son una fuente pro-
metedora de inhibidores de lipasa (Ruiz et al., 2006). Probablemente, algunos compuestos
de los aceites esenciales podrian inhibir la actividad de la lipasa interactuando con el sitio

activo de la enzima.

El objetivo de este capitulo es determinar la actividad antioxidante y anti-lipasa
de los aceites esenciales de Origanum vulgare L. y Lippia turbinata Griseb. en relacién
con la composicion quimica y el contenido de fenoles totales. Estas propiedades antioxi-
dantes y anti-lipasa de los aceites esenciales permitiran inferir su potencial aplicacion

como conservantes de alimentos.
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Materiales y métodos

Material vegetal

Las especies estudiadas fueron Origanum vulgare L. de San Carlos (cosecha
2010), Mendoza, Argentina, y Lippia turbinata Griseb. de Altas Cumbres (cosecha 2010),
Cordoba, Argentina. El material vegetal de cada especie fue cosechado en la etapa de
floracion en Noviembre de 2010. Las plantas de 2 afios de edad (hojas, flores y tallos) se

cortaron a 5 centimetros por encima del suelo.

Disefo experimental

Se utilizé un disefio experimental de dos tratamientos x 3 repeticiones. Se estu-
diaron dos tratamientos: aceites esenciales (AE) de orégano y poleo. El experimento se
realizé por triplicado. Se analizaron las siguientes variables: contenido de fenoles totales,
actividad secuestrante de radicales libres por DPPH, indice de actividad antioxidante
(IAA) por RANCIMAT vy actividad anti-lipasa en lipasas de Candida antarctica y Pseu-

domonas fluorescens.

Extraccion de aceites esenciales

Los aceites esenciales se extrajeron por hidrodestilacion durante 2 h en un aparato
de tipo Clevenger. Los aceites esenciales resultantes se secaron sobre sulfato de sodio

anhidro y se almacenaron en viales de vidrio color caramelo a -18 °C hasta su andlisis.

Composicion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se analizaron por cromatografia gaseosa acoplada a un es-
pectrémetro de masa CG-EM, en un equipo Perkin EImer Q-700 acoplado con un detector
de masas de trampa de iones (Perkin Elmer, Shelton, CT, EE.UU.). Se utilizd una co-
lumna DB-5 (30 m x 0,25 mm de didmetro y 0,25 m de espesor de revestimiento). El
programa de temperatura fue: 60 °C por 3 minutos y luego una rampa de temperatura de
4 °C/min hasta 240 °C. El inyector se mantuvo a 250 °C. Se utiliz6 helio como gas por-
tador con un caudal de 0,9 mL/min. La ionizacion se realizo por impacto de electrones a

70 eV. Los compuestos de los diferentes aceites esenciales fueron identificados por com-
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paracion de su indice de retencion y espectros de masa con los datos publicados (Dambo-
lena et al., 2010), bibliotecas NIST y (Adams, 1995). Para la identificacion de los com-
ponentes principales se co-inyectaron patrones auténticos (Sigma, St. Louis, MO,
EE.UU.). Se utiliz6 un estandar interno de fenchona a una concentracion de 0,1 mg/mL
en diclorometano. La composicion cuantitativa se obtuvo por la normalizacion del area

de pico, y el factor de respuesta para cada componente se considero igual a 1.

Contenido de fenoles totales

Se determind el contenido de fenoles totales por el método de Folin—Ciocalteu
(Singleton y Rossi, 1965). Se utilizo el reactivo de Folin—Ciocalteu (Anedra, San Fer-
nando Buenos Aires, Argentina), y el contenido de fenoles totales se determiné en un
espectrofotdmetro (Perkin Elmer, Lambda 1A, UV/VIS spectrophotometer) a 760 nm. EI
contenido de fenoles totales se expresdé en mg equivalentes de acido galico por mL de

aceite esencial.

Actividad antioxidante

Actividad secuestrante de radicales libres por DPPH

Esta técnica fue adaptada de Chen y Ho (1997). Los aceites esenciales fueron
agregados a 3.9 mL de una solucion metanolica 0.05 mM de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH). Las concentraciones finales de los aceites esenciales fueron 5,77; 2,77; 1,39 y
0,69 pg/mL. Luego de 30 minutos se midio la absorbancia de las muestras en un espec-
trofotdbmetro (Perkin Elmer, Lambda 1A, UV/VIS spectrophotometer) a 517 nm. El por-

centaje de inhibicion del radical DPPH por los AEs se calculo segun la siguiente formula:

A —4
% Inhibcién de DPPH = <1 _ Z(DpPH) — Th w”””) x 100

Ao (ppPH)

donde A(rrH) €s la absorbancia de la solucion de DPPH con el aceite esencial
Ay (prrH) €S la absorbancia de metanol con el aceite esencial

Ao orrH) €S la absorbancia de la solucion de DPPH.

Se calcul6 la concentracion inhibitoria 50% (IC50) a partir de la curva obtenida
de la grafica del % de inhibicion vs la concentracion final del aceite esencial (Loizzo et
al., 2009).
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Indice de actividad antioxidante por RANCIMAT

Se utiliz6 un equipo RANCIMAT 743 (Metrohm Ltd., Herisau, Switzerland) para deter-
minar la actividad antioxidante de los aceites esenciales de orégano y poleo en manteca
(Auchan, Padova, Italia). Se prepararon tres tratamientos: manteca sin el agregado de
aceite esencial como control y manteca con el agregado de aceite esencial de orégano y
poleo, a una concentracién final de 16,458 mg/g. Se utiliz6 un flujo de aire de 20 L/h, y
la temperatura de calentamiento se mantuvo a 100 °C (Politeo et al., 2006). EI 1AA se
calculd con el tiempo de induccion (punto de quiebre de las curvas graficadas), de acuerdo

a la siguiente formula (Viuda-Martos et al., 2010):

tiempo de induccién de manteca con AE

~ tiempo de induccién de manteca control
Actividad anti-lipasa

La actividad anti-lipasa de los aceites esenciales se determin6 segin el método de
Lomolino et al. (2003) con algunas modificaciones. Para determinar la actividad anti-
lipasa se utilizd B-naftil acetato (Sigma) como sustrato. Se utilizaron lipasas comerciales
de Candida antarctica (L-C) y Pseudomonas fluorescens (L-P) (Sigma). Se analiz6 una
solucién de B-naftil acetato en Triton x 100 (Sigma) con los aceites esenciales a diferentes
concentraciones (0,617; 1,234; 2,469; 4,938 y 9,875 pg/mL). Las muestras se incubaron
a 40 °C por 90 min. Se agreg6 una solucion de fast blue BB salt (Fluka, Buchs, Switzer-
land) para detener la reaccion y se midio la absorbancia de las muestras en un espectro-
fotometro (Perkin Elmer, Lambda 1A, UV/VIS spectrophotometer) a 500 nm. El porcen-

taje de inhibicion de la lipasa se calcul6 segun la siguiente formula:

A o —A o
% inhibicion de lipasa = (1 _ Zlentizlipasa) b (ant! hpasa)) x 100

AO (anti-lipasa)

donde  Agnti-lipasa) €S la absorbancia de la muestra con el aceite esencial
Ab @nti-lipasa) €S 1a absorbancia de la muestra sin lipasa (blanco)

Ao (anti-lipasa) €S a absorbancia del control sin aceite esencial.

Se calcul6 la concentracion inhibitoria del 50% (IC50) a partir de la curva obte-
nida al graficar el porcentaje de inhibicion vs la concentracion final de aceite esencial
(Quiroga et al., 2011, 2013).
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Analisis estadisticos

Los datos se analizaron utilizando el software InfoStat, versién 2012p (Di Rienzo
et al., 2012). Se calcularon promedios y desvios estandar. Se realizaron analisis de va-
rianza (ANOVA, o = 0,05) y test posterior de DGC para encontrar diferencias significa-
tivas entre los tratamientos. Se realizaron andlisis de correlacion entre las variables ana-

lizadas mediante la determinacidn de coeficientes de Pearson.
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Resultados vy discusion

Composicion de los aceites esenciales

La composicion de los aceites esenciales de orégano y poleo se muestra en la Ta-

bla 2.1. Solo se muestran los componentes con porcentajes mayores al 0,1%. En el aceite

esencial de orégano se identificaron 37 componentes, de los cuales los principales fueron

los monoterpenos: y-terpineno (32,10%), a-terpineno (15,10%), p-cimeno (8,00%), timol

(8,00%) y p-felandreno (7,10%). Trabajos previos indican que los componentes mayori-

tarios de cuatros especies de orégano diferentes fueron los monoterpenos trans-sabineno

hidrato, timol y y-terpineno (Rodriguez VVaquero et al., 2010; Quiroga et al., 2011).

Tabla 2.1. Concentracion de terpenoides (porcentaje relativo) presentes en los aceites

esenciales de orégano y poleo segun su orden de elucién en el analisis de CG-EM.

Porcentaje relativo %

IR MOl Compuestos

Orégano Poleo
924 MS a-tujeno 0,70+ 0,06 ND
930 MS a-pineno 1,40+0,1 0,9+0,08
944 MS Camfeno 0,50+0,04 a 1,15£0,1 b
970 MS Sabineno 3,10£0,26 b 1,4+0,08 a
974 Co-MS B-pineno ND 1,45+0,13
989 MS B-mirceno 0,50+0,04 0,25+0,02
1002 Co-MS  o-felandreno 2,90+0,25 ND
1014 Co-MS a-terpineno 15,10+1,2 ND
1020 MS p-cimeno 8,00+£0,6 b 0,15+0,01 a
1024 MS Limoneno 0,60+0,05 a 76,8£6,9 b
1026 Co-MS  pB-felandreno 7,10£0,62 ND
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Tabla 2.1 (continuacidén). Concentracion de terpenoides (porcentaje relativo) pre-
sentes en los aceites esenciales de orégano y poleo segun su orden de elucion en el
anélisis de CG-EM.

Porcentaje relativo %

IR MOl Compuestos

Orégano Poleo
1027 MS 1,8-cineole ND 4,95+0,35
1032 MS Z B-ocimeno 0,60+0,05 b 0,15+0,01 a
1054 Co-MS  y-terpineno 32,10+£2,6 ND
1086 MS Terpinoleno 4,10+£0,33 ND
1089 MS p-cimeneno 0,20+0,02 ND
1095 MS Linalool 2,10+0,02 ND
1124 MS Crisantenona ND 0,1+0,01
1140 Co-MS  Z B-terpineol 0,10+0,01 ND
1165 MS Borneol ND 0,15+0,01
1172 Co-MS  Terpinen 4ol 0,30+0,02 0,15+0,01
1183 Co-MS  o-terpineol 0,20+0,01 0,35+0,03
1232 MS Timol metil éter 0,30+0,02 ND
1239 MS Carvona ND 1,1+0,09
1241 MS Carvacrol metil éter 0,50+ 0,04 ND
1249 MS Piperitona ND 0,15+0,01
1253 MS Piperitona oxido ND 0,25+0,02
1285 MS Bornil acetato ND 0,15+0,01
1289 Co-MS  Timol 8,00+£0,71 ND
1298 MS Carvacrol 4,00+0,33 ND
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Tabla 2.1 (continuacidén). Concentracion de terpenoides (porcentaje relativo) pre-

sentes en los aceites esenciales de orégano y poleo segun su orden de elucion en el

analisis de CG-EM.

Porcentaje relativo %

IR MOl Compuestos

Orégano Poleo
1340 MS Carvil acetato ND 0,3+0,02
1356 MS Eugenol ND 0,45+0,04
1366 MS Piperitenona oxido ND 0,9+0,08
1374 MS a-Copaeno ND 0,15+0,01
1385 MS B-bourboneno 0,10+0,01 a 0,85+0,07 b
1389 MS B-elemeno ND 0,25+0,02
1409 MS a-gurjuneno ND 0,15+0,01
1417 MS B-cariofileno 2,00£0,13 1,25+0,11
1434 MS y-elemeno ND 0,1+0,01
1439 Co-MS  Aromadendreno 0,40+0,03 0,15+0,01
1450 MS a-humuleno 0,30+ 0,02 0,3+0,02
1458 Co-MS  Alo-aromadendreno ND 0,2+0,01
1478 MS y-muuroleno 0,10+0,01 ND
1479 MS a-curcumeno ND 0,25%+0,02
1484 MS D germacreno ND 0,4+0,03
1505 MS B-bisaboleno 0,40+0,03 0,1+0,01
1513 MS y-cadineno 0,30+0,2 0,15+0,01
1522 MS B-cadinene 1,00+£0,09 b 0,25£0,02 a
1528 MS cis-calameneno ND 0,15+0,01
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Tabla 2.1 (continuacidén). Concentracion de terpenoides (porcentaje relativo) pre-
sentes en los aceites esenciales de orégano y poleo segun su orden de elucion en el
anélisis de CG-EM.

Porcentaje relativo %

IR MOl Compuestos
Orégano Poleo

1537 MS a-cadineno 0,10+0,01 ND
1544 MS a-calacoreno ND 0,2+0,01
1559 MS B germacreno 0,10+0,01 ND
1575 MS Espatulenol 0,90+0,08 0,4+0,04
1590 MS Cariofileno oxido 0,80+0,07 1,55+0,13
1610 MS Cedrol ND 0,3+£0,03
1631 MS T-muurolol ND 0,15+0,01
1640 MS T-cadinol ND 0,4+0,03
1655 MS a-cadinol ND 0,35+0,03
1988 MS M+ 222 ND 0,25+0,02
1993 MS M+ 234 ND 0,2+£0,02
2003 MS M+ 236 ND 0,25+0,02
2508 MS M+ 290 0,50+ 0,04 ND
2526 MS M+ 308 0,40+0,03 ND
2717 MS M+ 310 0,20+0,02 ND

* Valores con letras distintas en las filas indican diferencias significativas entre los aceites esenciales de acuerdo
con el test DGC, a =0,05 (n = 3).

ND: no detectado, IR = indice de retencion, MOI = métodos de identificacién: Co (co-inyeccion con estandar) y

MS (datos de libreria - Nist y Adams).

Otros trabajos indican como componentes mayoritarios del aceite esencial de oré-

gano al timol, a-terpineol, linalil acetato y linalool (Pérez et al., 2007; De Martino et al.,

2009) y linalool, timol y a-terpineol (Khosravi et al., 2011). Las especies de orégano que
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crecen en Argentina no tienen una concentracion significante de carvacrol (Dambolena
et al., 2010; Asensio et al., 2011; Quiroga et al., 2011). Esto puede estar relacionado con
causas genéticas asociadas con el material original introducido a la Argentina que fue
renovado por los clones y los factores ambientales que afectan a la composicion de los
aceites esenciales, como las condiciones del clima, la temperatura, la humedad y las pre-
cipitaciones entre otros (Figueiredo et al., 2008; Dambolena et al., 2010; Asensio et al.,
2011; Quiroga et al., 2011).

Cuarenta y cinco compuestos fueron identificados en el aceite esencial de poleo,
de los cuales los principales fueron: a-limoneno (76,80%), 1,8-cineol (4,95%), 6xido de
cariofileno (1,55%), B-pineno (1,45%) y sabineno (1,40%). Otros trabajos han encontrado
limoneno, cis-a-bisaboleno, D-germacreno y B-cariofileno como componentes principa-

les en el aceite esencial (Moriconi et al., 2009; Passone et al., 2012).

Contenido de fenoles totales vy actividad antioxidante

El contenido de fenoles totales, concentracion inhibitoria 50% de DPPH (DPPH-
IC50), indice de actividad antioxidante por RANCIMAT (IAA) y la concentracion inhi-
bitoria 50% de lipasa (L-C-IC50 y L-P-IC50) de los aceites esenciales de orégano y poleo
se muestran en la Tabla 2.2. El aceite esencial de orégano tuvo casi el doble de fenoles
totales que el aceite esencial de poleo. Otros autores (Dambolena et al., 2010) informaron
el contenido de fenoles totales y la actividad secuestrante de radicales libres de extractos
acuosos de cuatro especies de orégano (Compacto, Criollo, Cordobés y Mendocino) pro-
cedentes de distintos lugares de Argentina, encontrando diferencias en el contenido de
fenoles y la actividad secuestrante de radicales libres entre las diferentes especies de oré-
gano y lugares. En dicho trabajo se informaron fenoles totales entre 8,88 y 19,36 mg
equivalente de &cido galico/g en extractos acuosos de orégano. Por otra parte, Rodriguez
Vaquero et al. (2010) encontraron aproximadamente 0,123 mg equivalente de acido ga-
lico/g en infusiones de Lippia turbinata. Otros autores encontraron 376,7 mg equivalentes
acido gélico/g en extractos metandlicos de Lippia Schomburgkiana (Da Silva et al.,
2009).

Se ha demostrado que los compuestos fendlicos presentan actividad secuestrante
de radicales libres y actividad antioxidante (Nepote et al., 2004, 2005). La actividad an-
tioxidante de los aceites esenciales de las plantas aromaticas se atribuye principalmente a
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la presencia de compuestos fendlicos (Olmedo et al., 2008; Dambolena et al., 2010; Asen-
sio et al., 2011; Quiroga et al., 2011). Los porcentajes de inhibicion del radical DPPH de
los aceites esenciales de orégano y poleo a diferentes concentraciones se utilizaron para
determinar DPPH-1C50 de los dos aceites esenciales (Tabla 2.2). En general, los aceites
esenciales de orégano y poleo mostraron actividad secuestrante de radicales libres simi-
lares en todas las diferentes concentraciones de aceite esencial. Sin embargo, el aceite
esencial de orégano mostrd una mayor actividad secuestrante de radicales libres que el
aceite esencial de poleo a las concentraciones 0,247 y 0,494 pug/mL. De acuerdo a los
resultados que se muestran en la Tabla 2.2, el aceite esencial de orégano tuvo el menor
valor de DPPH-IC50 (0,357 pug/mL), y por lo tanto, tuvo mayor actividad secuestrante
del radical DPPH que el aceite esencial de poleo (0,400 pug/mL). Otros autores encontra-
ron DPPH-IC50 entre 1,0 y 1,7 ug/mL en aceites esenciales de orégano (Loizzo et al.,
2009) y una actividad secuestrante de radicales libres entre 17,5 y 75,3 % en extractos
acuosos de orégano de diferentes localidades medidos a una concentracion de 40 mg
planta/mL (Dambolena et al., 2010).

Tabla 2.2. Fenoles totales, concentracion inhibitoria del 50% de DPPH (DPPH-1C50),
indice de actividad antioxidante por RANCIMAT (IAA), y concentraciones inhibitorias
del 50% de las lipasas (Candida Antarctica: L-C-IC50 y Pseudomonas fluorescens: L-

P-IC50) medidos en los aceites esenciales de Orégano y poleo.

Orégano* Poleo*
Fenoles totales (mg &cido galico/mL)  124,70+0,220 b 75,530+0,700 a
DPPH-IC50 (ug/mL) 0,375+0,003 a 0,400+0,022 b
IAA 11,672+0,090 a 12,035+0,094 a
L-C-IC50 (ug/mL) 50,919+0,059 a 74,921+0,132 b
L-P-IC50 (ng/mL) 72,643+0,109 a 11,126+0,466 b

*Valores con letras distintas en cada fila son significativamente diferentes (test de DGC, a= 0,05, n = 3).

El método de RANCIMAT consiste en la exposicion de la muestra lipidica a tem-
peraturas entre 50 y 220 °C y a un flujo de aire. Los productos de oxidacion volatiles
(principalmente acido férmico) se transfieren con el flujo de aire a un equipo que mide la
conductividad. El tiempo de induccidn corresponde a los puntos de quiebre en la gréafica

de las curvas trazadas de conductividad. Un tiempo de induccién bajo indica una rapida
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oxidacion lipidica. EI IAA es la proporcion entre los tiempos de induccion de la muestra
con antioxidante y la muestra sin antioxidante. Los aceites esenciales de orégano y poleo
no mostraron diferencias significativas en su IAA (Tabla 2.2), indicando que estos aceites
esenciales tuvieron actividad antioxidante similar en las condiciones estudiadas (orégano
1.20 y poleo 1.24). Otros autores reportaron que los aceites esenciales de orégano, tomi-
llo, clavo de olor, salvia y romero tuvieron 1AA entre 1,05 y 1,67 siendo estos valores
inferiores a BHT (IAA = 2.42) (Viuda-Martos et al., 2010). Teniendo en cuenta la alta
temperatura y el flujo de aire en las condiciones de prueba del método RANCIMAT y
que los aceites esenciales son compuestos volatiles, los aceites esenciales pudieron ha-
berse perdido parcialmente durante la prueba. Estas causas podrian explicar la baja acti-
vidad antioxidante mostrada por los aceites esenciales en el método RANCIMAT. Los
resultados obtenidos por el método RANCIMAT son a veces ambiguos y pueden guiar a
conclusiones incorrectas (Politeo et al., 2006).

Los aceites esenciales con componentes tales como eugenol, timol o carvacrol han
demostrado actividad antioxidante notable ya que estos compuestos tienen una base fe-
nolica. Compuestos fendlicos con grupos sustituyentes donadores de electrones alquilo o
metoxi en la posicion orto aumentan la estabilidad del radical libre. La posicion y el grado
de hidroxilacion de los compuestos fendlicos determina su actividad antioxidante (Dam-
bolena et al., 2010; Asensio et al., 2011). El aceite esencial de orégano utilizado, rico en
terpenos como y-terpineno, B-felandreno y terpinoleno y fenoles como el timol y car-
vacrol, mostré una mayor actividad antioxidante que el aceite esencial de poleo. Proba-
blemente, esta mayor actividad fue influenciada por sus componentes fendlicos (timol y
carvacrol). El aceite esencial de poleo exhibio alta concentracion de terpenos como el
limoneno y 1,8-cineol. A pesar del hecho de que el aceite esencial de poleo mostré baja
concentracion de compuestos fendlicos, este aceite esencial también exhibi6 actividad
antioxidante. Muchos aceites esenciales sin compuestos fendlicos en su composicion tam-
bién han demostrado tener actividad antioxidante. Los aceites esenciales de Citrus sinen-
sis ricos en limoneno, y de Eucalyptus camaldulensis rico en p-cimeno, 1,8-cineol, B-
felandreno y espatulenol, y de Myrtus communis L. rico en 1,8-cineol y metil eugenol han
demostrado tener actividad antioxidante moderada (Miguel, 2010). Ademas, algunos al-
quenos tales como terpinenos y cariofileno también mostraron retardar la peroxidacién
del &cido linoleico. Los terpinenos alfa y gamma, se pueden oxidar para formar p-cimeno

previniendo la oxidacion de &cido linoleico (Guo-Xiang y Zai-Qun, 2009).
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Actividad anti-lipasa

Los porcentajes de inhibicion de la lipasa de los aceites esenciales de orégano y
poleo a diferentes concentraciones y en las lipasas de C. antarctica y P. fluorescens se
utilizaron para obtener los resultados de IC50 presentados en la Tabla 2.2. Ambos aceites
esenciales mostraron inhibicion de las dos lipasas. Ademas, todas las concentraciones de
aceite esencial de orégano presentaron mayores porcentajes de inhibicién que las del
aceite esencial de poleo. El aceite esencial de orégano presenté menor IC50 para ambas
lipasas (5,09 y 7,26 pug/mL en las lipasas de C. antarctica y de P. fluorescens, respecti-

vamente).

Otros autores encontraron actividad anti-lipasa de diferentes extractos de plantas
aromaticas. Los resultados de IC50 de los extractos de Monarda punctata en lipasa de
plasma de ratones fueron los siguientes: extracto de acetona, pug/mL; extracto de agua,
5600 pg/mL; extracto de éter, 180 pg/mL; carvacrol, 706,02 pg/mL, y orlistat, 44,6
Hg/mL (Yamada et al., 2010). La inhibicion de la lipasa pancreética (LP) producida por
un extracto metanolico de hojas de salvia resulté con un IC50 de 94 pg/mL. Algunos
compuestos aislados a partir de dicho extracto fueron acido carndsico y carnosol, los cua-
les inhibieron sustancialmente la actividad de la LP con la siguiente IC50: 12y 4,4 pug/mL,
respectivamente (Ninomiya et al., 2004). Jang et al. (2008) identificaron, aislaron y eva-
luaron la actividad inhibitoria sobre LP de un nuevo triterpeno, acido actinidico 3-O-
trans-p-cumaroil, y de cinco triterpenos conocidos, acido ursélico, &cido 23-hidroxiurso-
lico, acido coros6lico, acido asiatico y acido betulinico, a partir del extracto soluble en
acetato de etilo de las raices de Actinidia arguta. El acido actinidico 3-O-trans-p-cumaroil
tuvo la mayor actividad inhibitoria sobre la PL (IC50 = 9,45 pug/mL) seguido por &cido
ursélico (IC50 = 7,22 ug/mL). Acido 23-hidroxiursolico, 4cido corosélico, acido asiético
y &cido betulinico también mostraron actividad inhibitoria significativa de la LP con va-
lores de IC50 desde 9,58 hasta 37,31 pg/mL.
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Analisis de correlacion

Los coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables analizadas sobre los
aceites esenciales de orégano y poleo se muestran en la Tabla 2.3. Los fenoles totales
mostraron una correlacion negativa con las IC50 de DPPH y de las lipasas. Estas ultimas
variables se correlacionaron positivamente entre ellas. Un mayor contenido de fenoles
totales en los aceites esenciales se relacion6 con una mayor actividad secuestrante de

radicales libres y anti-lipasa.

Tabla 2.3.Coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables quimicas: con-
tenido de fenoles totales, concentracion inhibitoria 50% de DPPH (DPPH-IC50), y
concentracion inhibitoria 50% de la actividad lipasa (L-C-1C50: actividad sobre la
lipasa de C. antarctica, y L-P-1C50: actividad sobre la lipasa de P. fluorescence)

de los aceites esenciales de Orégano y poleo.

DPPH-IC50 L-C-IC50 L-P-1C50

L-C-IC50 0,89*
L-P-1C50 0,92* 1,00**
Contenido de fenoles totales -0,82* -0,99** -0,97**

* Coeficientes significativos a p<0.05, ** Coeficientes significativos a p<0.01.
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Conclusiones

El aceite esencial de Origanum vulgare L. presenta en su composicion quimica
fenoles tales como timol y carvacrol, y el aceite esencial de Lippia turbinata Griseb.
muestra una gran concentracion de terpenos tales como limoneno y 1,8-cineol. Todos
estos compuestos podrian ser responsables de la actividad antioxidante demostrada por
estos aceites esenciales. El aceite esencial de orégano, tiene mayor contenido de fenoles
totales, mayor actividad secuestrante del radical DPPH y actividad anti-lipasa que el
aceite esencial de poleo. Sin embargo, estos aceites esenciales no tienen una diferencia
significativa en su actividad antioxidante medida por el método de RANCIMAT. Los
aceites esenciales de Origanum vulgare L. y Lippia turbinata Griseb. podrian ser utiliza-
dos como antioxidantes naturales y compuestos con actividad anti-lipasa como aditivos
alimentarios en productos con alto contenido de lipidos como una alternativa para reem-
plazar los antioxidantes sintéticos que estan cuestionados por sus efectos sobre la salud
humana. Sin embargo, se deberian realizar experimentos sobre el perfil de seguridad de

los aceites esenciales antes de ser utilizados como un aditivo en productos alimenticios.
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CAPITULO III

Efecto antioxidante de los aceites esenciales de poleo y

orégano sobre semillas de girasol tostadas

Introduccion

El contenido de lipidos y proteinas de las semillas de girasol es entre 45-50% vy
33-35%, respectivamente. El aceite de girasol posee 18.7 % de &cido oleico y 67.5% de
acido linoleico como el componente mayoritario del aceite (Belitz et al., 2009). Debido a
su composicién y valor nutricional, las semillas de girasol son consideradas una gran
fuente de lipidos y proteinas (Bratfalean et al., 2008) y son principalmente utilizadas en
la produccion de aceites comestibles y alimentos proteicos para la alimentacion animal.
Desde el punto de vista de la salud humana, los acidos grasos poliinsaturados, tales como
el &cido linolénico (18:2), son esenciales para los mamiferos y tienen un potente efecto
hipocolesterolémico (Kris-Etherton et al., 2001), disminuyendo el riesgo de enfermeda-
des cardiovasculares. Los lipidos funcionales tales como los acidos grasos omega-3 y
omega-6, acidos linoleicos conjugados, acil-triglicéridos de cadena media, y fitosteroles
tienen muchos efectos beneficiosos sobre la salud humana como en la obesidad, la salud
de los huesos, y en el tratamiento y manejo de la depresion, la presion arterial, salud

cardiovascular y otros (Alabdulkarim et al., 2012).

La composicién quimica del aceite de girasol rica en acidos grasos poliinsaturados
lo hace susceptible a la oxidacion lipidica. La oxidacion de lipidos es una causa impor-
tante del deterioro de los aceites y grasas comestibles. Los principales productos prima-
rios formados en las etapas iniciales de las reacciones de oxidacion de lipidos son peré-
xidos e hidroperdxidos. Los productos secundarios de oxidacion, alcanos, alquenos, al-
dehidos y cetonas, se forman durante la etapa final. Estos compuestos son volatiles, y son
responsables de la pérdida de aroma o bien de la aparicion del olor a rancio (Levaas,
1992; Pereira de Abreu et al., 2011). La susceptibilidad de los acidos grasos a la oxidacion
depende directamente de su grado de insaturacion (Nepote et al., 2006a, 2009; Riveros et
al., 2009).
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El interés en antioxidantes naturales para la preservacion de los alimentos se en-
cuentra en aumento por su relevancia tecnoldgica y su impacto positivo en la salud de los
consumidores. Multiples investigaciones en el campo de nuevos antioxidantes se llevan
a cabo con el fin de reemplazar los antioxidantes sintéticos por los naturales (Asensio et
al., 2011, 2012; Lante et al., 2011; Quiroga et al., 2011, 2013).

Muchos aceites esenciales han demostrado tener actividad antioxidante y ser efi-
caces en el retraso del proceso de oxidacion de los lipidos en diferentes productos alimen-
ticios (Asensio et al., 2011; Quiroga et al., 2011, 2013). Por esta razon, los aceites esen-
ciales estan ganando atencion debido a sus propiedades para la salud y su amplia acepta-
cion por los consumidores (Bakkali et al., 2008; Irshaid et al., 2012).

La aplicacion de aceites esenciales de plantas aromaticas para el control de la oxi-
dacion lipidica requiere la evaluacion de una serie de aspectos tales como los efectos
sobre las propiedades organolépticas, la evaluacion del rango de actividad contra el
avance de la oxidacion de los lipidos para un producto en particular, asi como los efectos
de composicion de alimentos sobre la actividad. Los aceites esenciales podrian combinar
sabores y aromas placenteros con accidn conservante que evitarian la oxidacion y el de-
terioro lipidico. Una caracterizacion quimica y sensorial simultdnea puede resultar de
suma utilidad a la hora de indagar sobre la actividad antioxidante, la aceptabilidad y las

propiedades sensoriales de un alimento con el agregado de aceites esenciales.

Como ya se presento, en el capitulo anterior, el orégano y la poleo son plantas
aromaticas, con propiedades medicinales, utilizadas tradicionalmente para aromatizar di-
ferentes alimentos (Eguchi et al., 1996; Ruberto et al., 2002). El aceite esencial de oré-
gano presenta propiedades antioxidantes (Dambolena et al., 2010). Sin embargo, el efecto
antioxidante, la aceptabilidad y las caracteristicas sensoriales de alimentos con el agre-
gado de aceites esenciales como conservantes ha sido poco evaluada. En este capitulo, el
objetivo fue evaluar el efecto sobre la aceptabilidad de los consumidores y la actividad
antioxidante de los aceites esenciales de orégano y poleo aplicados sobre semillas de gi-

rasol tostadas.
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Materiales y Métodos

Materiales

Semillas de girasol, Helianthus annuus L., sanas y limpias de la cosecha 2010,

provistas por la compaiiia “Argensun S.A.” de Buenos Aires, Argentina.

Se extrajeron los aceites esenciales de las especies utilizadas en el capitulo II:
Origanum vulgare L. de San Carlos (cosecha 2010), Mendoza, Argentina y Lippia turbi-
nata Griseb. de Altas Cumbres (cosecha 2010), Coérdoba, Argentina. EI material vegetal
de ambas especies fue cosechado en la etapa de floracion en noviembre de 2010. Las
plantas de dos afios de edad (hojas, flores y tallos,) se cortaron a 5 centimetros por encima
del suelo. Los aceites esenciales se extrajeron por hidrodestilacion, como fue detallado

en el capitulo 1I.

Preparacion de muestras y tratamientos

Las semillas de girasol fueron tostadas a 150 °C en horno (Memert, modell 600,
Schwabach, Germany) por 30 minutos. Posteriormente, las semillas tostadas fueron gla-
seadas con 2 % (p/p) de aceite de girasol refinado (Natura, Aceitera General Dehesa,
General Cabrera, Cordoba, Argentina). Se prepararon cuatro productos: Semillas de gira-
sol tostadas sin el agregado de aditivos (GT-C), semillas de girasol tostadas con el agre-
gado de antioxidante sintético BHT (GT-BHT), y semillas de girasol tostadas con el agre-
gado de los aceites esenciales: orégano (GT-O) y poleo (GT-P). EI BHT vy los aceites
esenciales de orégano y poleo, (0.02% p/p en el producto final) se agregaron a las semillas

de girasol tostadas incluidos en el aceite de glaseado luego del proceso de tostado.

Almacenaje y muestreo

Se envasaron muestras de 100g de cada producto en bolsas plasticas de 27 x 28
cm (Ziploc; SC Johnson & Son, Buenos Aires, Argentina) y se almacenaron a temperatura
ambiente (23 °C) en oscuridad, con 60-70% de humedad relativa, durante 35 dias. Las
muestras fueron extraidas del almacenaje cada 7 dias para la evaluacion de los cambios
en los indicadores quimicos y sensoriales. El ensayo fue realizado en tres repeticiones

independientes.
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Analisis quimicos.

Las muestras de semillas de girasol tostadas almacenadas se prensaron (prensa
hidraulica de 20 toneladas, Hermes I. Dupraz S.R.L. Coérdoba, Argentina) para extraer el
aceite, el cual fue sometido a los siguientes andlisis quimicos: indice de perdxidos (IP),

indice de dienos conjugados (DC) e indice de p-anisidina (Ip-A).
Indice de Perdxidos (IP)

Este indicador fue evaluado de acuerdo al método 28.022 de la AOAC (1995)
usando 5 g de aceite de cada muestra. Este método consiste en la reaccion en oscuridad
de una mezcla de aceite y cloroformo/acido acético 2:3 (v/v) con solucion saturada de
yoduro de potasio. El yodo formado fue titulado con 0,1 N Na>S»0s. El IP se expreso
como miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo de aceite (meqO2/kg). El indice

de peroxidos se calculd con la siguiente formula:

S*N*1000
IP= ——
gr muestra

donde S es el volumen de Na25203 utilizado en la titulacion

N es la normalidad de la solucién de Na2S;0:s.
Indice de dienos conjugados (DC)

Se disolvieron 0,2 g de cada muestra de aceite en 6 mL de n-hexano. La absor-
bancia de los dienos conjugados fue medida a 232 nm en un espectrofotometro (UV-V
Espectrofotometro con arreglos de diodos Hewlett Packard HP 8452 A, USA), usando
como blanco n-hexano. El resultado fue informado como el coeficiente de extincion de la

muestra E (1%, 1cm) (COI, 2001) segun la siguiente férmula:
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(A(dienos) X 6)
_\ dilucion
Eq9iom) = Tmx 100)
donde  Agienos) €S la absorbancia de la solucion diluida
m es el peso aceite en gramos
6 son los ml n-hexano
dilucion es (mL solucidn original aceite-hexano) / (mL solucion original a-h +

mL n-hexano agregado)
Indice de p-anisidina (Ip-A)

Este método es utilizado para la medicion de los productos de las etapas secunda-
rias de la oxidacion lipidica (IUPAC, 1987). La técnica consiste en disolver entre 0.5-4.0
g de la muestra de aceite en 25 mL de n-hexano. La absorbancia de la solucion se deter-
mind a 350 nm en un espectrofotometro (SP-2100UV, UV-V Spectrophotometer Spec-
trum, Shanghai, China) usando n-hexano como blanco. En un tubo de ensayo se colocaron
5 mL de la solucidn de aceite y 1 mL de solucién de p-anisidina en &cido acético (0,25 g
p-anisidina, BDH Laboratory Reagents, Poole, U.K., en 100 mL de &cido acético glacial).
Luego de 10 minutos de reaccion se midio la absorbancia de esta solucion a 350 nm uti-
lizando como blanco una mezcla de 5 mL de n-hexano y 1 mL de la solucion de p-anisi-

dina. El indice de p-anisidina se calcul6 por la siguiente formula:

1,2 As - Ab (p—anisidina))

I —A=25><(
p m

donde As es la absorbancia de la solucion de aceite y n-hexano después de la reaccion
con la solucion de p-anisidina
Ab (p-anisiding) €S la absorbancia de la solucion de aceite y n-hexano, y m = masa en

gramos del aceite.
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Métodos sensoriales

Aceptabilidad de consumidores

Las muestras de cada producto (GT-C, GT-BHT, GT-O y GT-P) sin almacenaje
(tiempo 0) se presentaron a 100 jueces consumidores para evaluar el efecto de la adicion
de los aceites esenciales de orégano y poleo en la aceptabilidad de los productos. Dichos
consumidores (de Cérdoba, Argentina) se reclutaron de acuerdo a los siguientes criterios:
edad entre 18 y 65, no fumadores, personas sin alergias a alimentos, y personas que con-
sumen girasol tostado y/o productos de girasol al menos una vez a la semana. Las mues-
tras (3 g) se colocaron en envases plasticos codificados con nimeros al azar de 3 digitos,
y fueron presentadas a los consumidores en orden al alzar durante el dia de analisis, junto
con un vaso con agua Yy servilletas de papel, en una bandeja de plastico. Se indic6 a los
jueces consumir la muestra completa y luego enjuagarse la cavidad bucal con agua entre
cada muestra para minimizar el efecto residual. Cada juez debié marcar con una cruz en
la planilla de la prueba indicando su percepcion de cada muestra. Se utilizd una escala
heddnica de 9 puntos, desde “1 = me disgusta extremadamente” hasta “9 = me gusta ex-
tremadamente” para evaluar la aceptabilidad de color, olor, sabor y textura de las mues-

tras (Peryam y Pilgrim, 1957; Nepote et al., 2009).
Analisis descriptivo

Sobre las muestras de semillas de girasol tostadas (GT-C, GT-BHT, GT-Oy GT-
P) tomadas en los diferentes tiempos del almacenamiento se evaluaron los atributos sen-
soriales descriptivos utilizando un panel de 10 jueces entrenados (8 mujeres y 2 hombres).
Todos los jueces tenian 6 afios de experiencia en la evaluacion de productos similares
(girasol y productos de mani) y fueron seleccionados de acuerdo a los siguientes criterios:
personas entre 18 y 64 afios de edad, con denticion natural, sin alergias a los alimentos,
no fumadores, disponibles para todas las sesiones, interesadas en participar y capaces de
comunicar verbalmente las observaciones relacionadas con el producto. Para la seleccion
de los jueces se realizé una prueba de deteccion de atributos para el analisis descriptivo;
todos mostraron una puntuacion perfecta en dicha prueba y tuvieron capacidad de identi-

ficar 5 de 7 sabores encontrados cominmente en los alimentos (Meilgaard et al., 2010).
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Los jueces fueron entrenados y calibrados en 8 sesiones de 2 horas cada una. Para
el entrenamiento y la evaluacion de las muestras se usé un método de analisis descriptivo
hibrido entre el analisis descriptivo cuantitativo (QDA, Tragon Corp., Redwood City,
California, EE.UU.) y el método Spectrum TM (Sensory Spectrum, Inc., Chatham, N.J.,
EE.UU.), utilizado en trabajos previos en productos de mani (Nepote et al. 2006a, b,
2009). Para la evaluacion de los atributos de las muestras se utilizo una escala lineal no
estructurada de 150 mm (0-150). Durante las sesiones de entrenamiento, se desarroll6 una
lista de definiciones y referencias para cada atributo (Tablas 3.1 y 3.2). Ademas, se defi-
nid y evalud una muestra de referencia “warm-up”, la cual consistio en semillas de girasol

tostado en las mismas condiciones definidas para los productos elaborados.
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Tabla 3.1. Definicion de atributos utilizados en las pruebas sensoriales descriptivas.

Atributo

Definicion

Apariencia
Color marrén
Rugosidad
Brillo

Sabor

Girasol tostado
Girasol oxidado
Carton

Esencia
Gusto
Dulce
Salado

Amargo

Acido

Factor de sensacion

Astringencia
Textura
Crujiente

Dureza

Apariencia asociada al color marrén.
Apariencia asociada con una superficie irregular, despareja.

Cantidad de luz reflejada por la superficie.

Sabor y aroma asociado con un girasol tostado en un punto me-
dio.

Sabor y aroma asociado con aceite/grasa rancia o vieja.

Sabor y aroma asociado a carton hiumedo.

Sabor y aroma asociado a aceite esencial de orégano y poleo

El gusto percibido en la lengua asociado a una solucion sacarosa.
El gusto percibido en la lengua asociado a una solucion salada
como la de cloruro de sodio.

El gusto percibido en la lengua asociado a una solucion amarga
como la cafeina.

El gusto percibido en la lengua asociado a un agente acido como

el acido citrico.
Sensacion de sequedad en boca y lengua.
Magnitud de sonido generado al masticar con los molares.

Fuerza necesaria para comprimir y romper un alimento con los

molares.

Al finalizar el entrenamiento cada juez estuvo capacitado para describir la inten-

sidad de los atributos previamente establecidos de los productos en la escala (0 a 150).

En la Tabla 3.2 se muestran las intensidades asignadas a las referencias y a la muestra

"warm up".
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Tabla 3.2. Intensidades de referencias estandares y muestra “warm up” utilizados

en las pruebas sensoriales descriptivas.

Atributos Referencias Intensidad de Intensidad
estandares atributos “warm up”
(escala 0-150 mm)
Color marrén Poroto? 10 45
Café? 120
Rugosidad Copos de maiz® 110 18
Brillo Poroto? 35 17
Sabor girasol tostado  Girasol tostado me- 44 60
dio*
Sabor oxidado Girasol oxidado® 100 4
Sabor carton Carton 30 9
Sabor esencia orégano Aceite esencial de 40 0
orégano 0,02% p/p
en granos de girasol
tostados
Sabor esencia poleo Aceite esencial de 30 0
poleo 0,02% p/p en
granos de girasol
tostados
Gusto dulce Glucosa 17
2% 20
5% 50
10% 100
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Tabla 3.2 (continuacion). Intensidades de referencias estadndares y muestra “warm
y

up” utilizados en las pruebas sensoriales descriptivas.

Atributos

Referencias

estandares

Intensidad de Intensidad

atributos “warm up”

(escala 0-150 mm)

Gusto salado

Gusto amargo

Gusto 4cido

Astringencia
Crujiente

Dureza

Cloruro de sodio

0.2%

0.35%

0.5%
Cafeina
0.05%
0.08%
0.15%
Acido citrico
0.05%
0.08%
0.15%

Té"

Copo de maiz®

Almendra’

8
25
50
85

15
20
50
100

3
20
50
100
34 30
110 30
70 40

! Porotos obtenidos comercialmente en “Grand.iet”, provincia de Cérdoba, Argentina.

2 Café Nescafé® clasico sabor intenso elaborado por Nestlé Brasil Ltda. Importado y fraccionado por Nestlé
Argentina S.A., Buenos Aires, Argentina.
3 Copos de maiz “Granix”, elaborado en la Provincia de Buenos Aires, Republica Argentina.

4 Girasol pelado tostado. El grado de tostado fue a punto medio.

5 Girasol pelado tostado que fue almacenado durante 126 dias a 40°C.

6T¢é Taragui elaborado por Establecimiento Las Marias. Gdor Virasoro, Corrientes, Argentina.
7 Almendras obtenidas comercialmente en “Grandiet”, Cordoba, Argentina.
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La evaluacion de las muestras de estudio se realizd de manera individual en boxes
aislados e iluminados por medio de lamparas fluorescentes como se observa en la Figura
3.1. Para cada sesion de evaluacién y para cada juez se prepararon bandejas, con las mues-
tras a ser evaluadas (5 g) en recipientes plasticos, un vaso de agua para enjuague, una
muestra de “warm-up”, las referencias estandares y una planilla con el listado de los atri-
butos con sus definiciones y las intensidades de las referencias y el “warm-up”. Las mues-
tras fueron codificadas con numero de tres digitos y fueron presentadas al azar. Los re-
sultados de las evaluaciones se registraron utilizando el software SiGeA V1.0 desarro-
Ilado por la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales (Universidad Nacional de
Cordoba).

Figura. 3.1 Box para evaluacion sensorial. Sala sensorial ICTA — UNC.

Analisis estadisticos

Los datos se analizaron utilizando el software InfoStat, versién 2012p (Di Rienzo
et al., 2012). Para cada variable quimica y sensorial evaluada en los productos se calcu-
laron promedios y desviaciones estandar. Se realizé analisis de la varianza (o= 0,05) y la
prueba DGC para encontrar diferencias significativas entre los promedios. Se utilizaron
ecuaciones de regresion lineal simple para determinar el efecto de la variable indepen-
diente (tiempo de almacenamiento) sobre los pardmetros quimicos y sensoriales. Para el

andlisis de regresion se utilizd un modelo lineal simple: y = Bo + B1X, donde 'y’ fue la
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variable dependiente (indicadores quimicos y atributos sensoriales); Bo fue una constante
que es igual al valor de la'y' cuando el valor de 'X' = 0; 1 es el coeficiente de X', "X" es
la variable independiente (tiempo). Los andlisis de correlacion se realizaron empleando
el coeficiente de Pearson con el fin de obtener las asociaciones entre las variables quimi-
cas y sensoriales del estudio de almacenamiento. El analisis de componentes principales
(ACP) (Johnson y Wichern, 2007) se realiz6 con el proposito de explorar las asociaciones
entre las variables sensoriales y quimicas de los productos de semillas de girasol tostadas
durante el almacenaje, utilizando la matriz de correlacion de los datos estandarizados
(normalizados) de los indicadores quimicos (IP, DC e Ip-A) y los atributos sensoriales
(oxidado, cartén, girasol tostado y el sabor del aceite esencial) de los productos elabora-

dos.
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Resultados y Discusion

En el capitulo Il se determind la composicion de los aceites esenciales de orégano
y poleo. Ademas, se observé que ambos aceites esenciales presentaron actividad antioxi-
dante y actividad anti-lipasa. Y se concluy6 que el mayor contenido de compuestos fend-
licos en el aceite esencial de orégano se relacion6 con una mayor actividad secuestrante
del radical libre DPPH y actividad anti-lipasa. Con estos antecedentes se espera que estos
aceites esenciales presenten actividad conservando las propiedades quimicas y sensoria-

les en el producto de girasol tostado.

Aceptabilidad de los productos de girasol tostado

En la Tabla 3.3 se presentan los promedios de la aceptabilidad de consumidores
en cuanto al color, olor, sabor, textura, y aceptabilidad general para los productos de gi-
rasol tostado: GT-C, GT-BHT, GT-O y GT-P. Todas las muestras tuvieron respuestas de
los consumidores entre 5 (ni me gusta ni me disgusta) y 6.5 (me gusta ligeramente) en
una escala hedonica de 9 puntos para aceptabilidad de color, olor, sabor, textura y general.
Las muestras no se diferenciaron en aceptabilidad de color y textura. La aceptabilidad de
olor, sabor y general fueron mayores en GT-C y GT-BHT que en las muestras con aceites
esenciales GT-O y GT-P. Los productos con aceites esenciales (GT-O y GT-P) no se
diferenciaron significativamente en su aceptabilidad. En consecuencia, el agregado de
estos aceites esenciales afecto a la aceptabilidad de los productos de girasol tostado, mien-
tras que el agregado de BHT no tuvo efecto significativo. Sin embargo, como los valores
de aceptabilidad fueron todos superiores a 5 (ni me gusta ni me disgusta) se puede consi-
derar que los productos con aceites esenciales no fueron rechazados por los consumidores

(Grosso y Resurreccion, 2002).
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Tabla 3.3. Promedios y desviaciones estandar (n = 100) de la aceptabilidad de consumidores (color,
olor, sabor, textura y aceptabilidad general) en una escala heddnica de 9 puntos en los productos de
girasol tostado: control (GT-C), con BHT (GT-BHT), con aceite esencial de orégano (GT-O) y con aceite
esencial de poleo (GT-P)

Variable GT-C* GT-BHT* GT-P* GT-O*
Color  5.8627+0.1207 5.9257+0.1228 5.7451+0.1129 5.7941+0.1118
Olor 6.1078+0.1238 a  6.3748+0.1168a  54314+0.1281b  5.6176%0.1501 b
Sabor  65294+0.1312a  6.3944+0.1245a  55098+0.1699 b  5.4314+0.1862 b
Textura  6.4314+0.1258 6.1249+0.1486 6.0196:+0.1262 6.1078+0.1343

General  6.2328+0.0927 a 6.5248+0.1261 a 5.6765+0.0977 b 5.7377+0.1146 b

* Promedio + error estandar seguidos por letras diferentes en cada fila muestran diferencias estadisticamente significativas entre las mues-
tras (ANOVA y DGC test, a = 0.05).

61



Analisis quimicos y sensoriales de los productos de girasol tostado

durante el almacenaje

Analisis quimicos

Los cambios de los indicadores quimicos IP, DC y Ip-A, durante el almacenaje de
los productos elaborados se muestran en las Figuras 3.2-3.4. Estas variables se incremen-
taron durante el almacenaje y se observaron diferencias significativas entre las muestras.
Al final del almacenaje, GT-C tuvo el valor méas alto y GT-BHT el menor valor de IP,
CD y Ip-A. Las muestras con aceites esenciales (GT-O y L-GT) tuvieron valores de IP,
DC y Ip-A intermedios, sin diferencias significativas entre ellos en su valores de IP y DC.
La muestra GT-P presento valores superiores de Ip-A que GT-O después del dia 28 al-

macenamiento.
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Figura 3.2 Indice de perdxidos (IP) de las muestras de girasol tostado: control (GT-C), con BHT (GT-BHT), con
aceite esencial de orégano (GT-0O) y con aceite esencial de poleo (GT-P)
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Figura 3.3 indice de dienos conjugados (DC) de las muestras de girasol tostado: control (GT-C), con BHT (GT-
BHT), con aceite esencial de orégano (GT-O) y con aceite esencial de poleo (GT-P)
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Figura 3.4 indice de p-anisidina (Ip-A) de las muestras de girasol tostado: control (GT-C), con BHT (GT-BHT), con
aceite esencial de orégano (GT-O) y con aceite esencial de poleo (GT-P).

Segun estos resultados, se puede observar que la adicién de BHT previene signi-
ficativamente la oxidacion lipidica del girasol tostado durante su almacenaje y que los
aceites esenciales de orégano y poleo también aportan proteccién aunque en menor me-
dida que el BHT. En otros trabajos se observo el efecto antioxidante del aceite esencial
de orégano agregado a alimentos tales como aceite de oliva (Asensio et al., 2011, 2012),

productos de mani (Olmedo et al., 2009, 2012) y queso crema (Olmedo et al., 2013).
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Analisis descriptivo

Los resultados de la intensidad de los atributos evaluados en el andlisis descriptivo
de los productos de girasol tostado antes de su almacenaje (dia “cero” del almacenaje) se
muestran en la Tabla 3.4. Se encontraron diferencias significativas entre las muestras en
los atributos sabor a aceite esencial, girasol tostado y amargo. El agregado de los aceites
esenciales de orégano y poleo a las semillas de girasol tostadas afecto la intensidad en los
atributos sabor a girasol tostado y sabor amargo en las muestras GT-O y GT-P mostrando
menor intensidad en el atributo sabor a girasol tostado y mayor intensidad en el atributo
sabor amargo con respecto a las muestras GT-C y GT-BHT. Las muestras no presentaron
diferencias significativas en intensidad de los demas atributos. Olmedo et al. (2009) en-
contraron similar comportamiento en mani frito salado saborizados con aceite esencial de
orégano y aceite de oliva. El producto con el aceite esencial de orégano tuvo menor valor
de intensidad en el atributo mani tostado y mayor intensidad en el atributo sabor amargo

que aquellas muestras que no contenian aceite esencial de orégano.
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Tabla 3.4. Promedios y desviacion estandar (n=3) de los atributos sensoriales en las muestras de girasol tostado
en el dia cero de almacenaje: control (GT-C), con BHT (GT-BHT), con aceite esencial de orégano (GT-O) y

con aceite esencial de poleo (GT-P).

Atributos GT-BHT GT-C GT-P GT-O

Color 54.04+1.08 54.13 10.54 54.17 10.64 53.79 0.79
Rugosidad 14.00£0.33 13.84 2051 13.92 20.80 14.33 20.52
Brillo 23.29+0.61 22.09 +1.14 22.67 +1.61 21.92 +1.00
Sabor a orégano 0.00£0.00 a 0.00 £0.00 a 0.00 #0.00 a 24.07 032 b
Sabor a Lippia 0.00+£0.00 a 0.00 £0.00 a 19.13 +150 b 0.00 £0.00 a

Sabor a girasol tostado ~ 53.84+3.13 a 5546 20.81 a 5150 #1.11 b 4854 2235 b

Sabor a oxidado 6.54+0.26 6.71 20.71 6.13 #0.63 5.46 #0.38
Sabor a cartén 16.71+0.69 16.88 +0.63 17.42 +0.69 15.13 +1.60
Salado 7.84+0.19 7.42 +0.07 7.75 +£0.33 7.63 +0.63

Dulce 8.51+0.38 8.13 +0.13 7.79 +0.64 8.25 +0.76




Tabla 3.4 (continuacion). Promedios y desviacion estandar (n=3) de los atributos sensoriales en las muestras
de girasol tostado en el dia cero de almacenaje: control (GT-C), con BHT (GT-BHT), con aceite esencial de

orégano (GT-O) y con aceite esencial de poleo (GT-P).

Atributos GT-BHT GT-C GT-P GT-O

Acido 6.9620.52 7.08 10.38 7.17 40.31 7.75 £0.22
Amargo 17.50£0.33 b 1759 2061 b 19.29 +0.36 a 18.96 +0.69 a
Astringencia 32.09+0.64 32.79 £0.92 33.67 +0.69 33.09 +1.30
Dureza 18.67+0.50 19.34 20.71 19.00 20.45 18.88 +1.19
Crujiente 21.71+0.88 225 10.21 23.21 +0.88 22.58 20.14

* Promedio + desviacidn estandar seguidos por letras diferentes letras en cada fila muestran diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras (ANOVA y DGC test, o = 0.05).
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En la Figuras 3.4-3.8 se presentan los cambios en los valores de intensidad de los
atributos sabor a oxidado, carton, girasol tostado, y sabores de aceites esenciales en las
muestras durante el almacenamiento. El resto de los atributos no se modificaron signifi-
cativamente en las muestras durante el almacenaje. Todas las muestras mostraron un in-
cremento en la intensidad de los atributos sabor a oxidado (Figura 3.5) y a carton (Figura
3.6) durante el almacenaje. Al final del almacenaje, la muestra GT-C mostr6 los mayores
valores de estos atributos. Se detectaron diferencias significativas en estos atributos entre
las muestras después de los dias 14 para el sabor a oxidado y después de los 21 dias para
el sabor a carton. Los resultados indican que el agregado de aceites esenciales protege al
producto inhibiendo la formacién de sabores no deseable que provienen del proceso se-
cundario de la oxidacién de lipidos. Esta inhibicion de la formacion de sabores indeseados
se condice con los resultados obtenidos en los indicadores quimicos de oxidacion (1P,
DC, Ip-A). Otros investigadores también informaron de un aumento en la intensidad de
estos atributos (sabor oxidado y cartén) durante el almacenaje de mani y productos de
mani (Riveros et al., 2010; Olmedo et al., 2012).
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Figura 3.5 Intensidad de sabor a oxidado de las diferentes muestras de girasol tostado: control (GT-C), con BHT (GT-
BHT), con aceite esencial de orégano (GT-0) y con aceite esencial de poleo (GT-P), durante el almacenaje.
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Figura 3.6 Intensidad de sabor a cartdn de las diferentes muestras de girasol tostado: control (GT-C), con BHT (GT-
BHT), con aceite esencial de orégano (GT-O) y con aceite esencial de poleo (GT-P), durante el almacenaje.

El sabor a girasol tostado es considerado un atributo sensorial positivo. En todos
los productos, el valor de la intensidad de sabor a girasol tostado disminuy6 durante el
almacenaje, sin embargo la muestra GT-C fue la que presentd mayor disminucion de este
atributo (Figura 3.7). La disminucidn de este atributo durante el almacenamiento se con-
sidera un efecto negativo en la calidad sensorial del producto (Olmedo, et al., 2012, Ri-
veros, et al., 2010). Al final del almacenaje (35 dias) se observo que la muestra GT-C
present6 la menor intensidad (38.58) y la muestra GT-BHT la mayor intensidad (48.50),
mientras que las muestras con aceites esenciales (GT-O y GT-P) presentaron intensidades
intermedias cercanas a GT-BHT (46.00 y 45.75, respectivamente) para el atributo girasol
tostado. Entre los dias 0 y 28 del almacenaje no se observaron diferencias significativas
entre las muestras GT-BHT y GT-O. Es decir que la presencia de BHT y los aceites esen-
ciales previene la pérdida del atributo sabor a girasol tostado durante el almacenaje de las

muestras.

El atributo sabor a aceite esencial también disminuy6 en las muestras de GT-O y
GT-P durante el almacenaje (Figura 3.8). GT-O mostr6 durante el almacenaje mayores
valores que la muestra GT-P. Olmedo et al. (2012) también encontraron que el atributo
sabor a aceite esencial disminuye durante el almacenaje en los productos de mani con

aceites esenciales.
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Figura 3.7 Intensidad de sabor a girasol tostado de las diferentes muestras de girasol tostado: control (GT-C), con
BHT (GT-BHT), con aceite esencial de orégano (GT-O) y con aceite esencial de poleo (GT-P), durante el almace-
naje.
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Figura 3.8 Intensidad de sabor a aceite esencial de las diferentes muestras de girasol tostado: control (GT-C), con
BHT (GT-BHT), con aceite esencial de orégano (GT-O) y con aceite esencial de poleo (GT-P), durante el almacenaje.
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Analisis de regresion lineal

En la Tabla 3.5 se presentan las ecuaciones de prediccion para las variables qui-
micas (IP, DC, Ip-A) en funcion del tiempo de almacenaje de las muestras de girasol
tostado, obtenidas mediante el andlisis de regresion lineal simple. Todos los coeficientes
de regresion lineal simple fueron significativos (p < 0.05) y se obtuvieron elevados coe-
ficiente de determinacion (R? > 0.60), lo cual indica buen ajuste de los datos con este
modelo. Las pendientes (1) de las ecuaciones lineales de prediccion pueden considerarse
indicadores de la tendencia de deterioro de cada tratamiento. Se observaron diferencias
significativas entre las pendientes (B1) de los diferentes tratamientos para las variables

quimicas y sensoriales.

En cuanto a los indicadores quimicos, se observé que la muestra GT-BHT mostro
la mayor estabilidad quimica, presentando menores B1 en IP, DC e Ip-A, mientras que la
muestra GT-C exhibi6 los valores de f1 mas altos. Las muestras GT-O y GT-P tuvieron
valores de B1 para los indicadores quimicos intermedios entre los valores de 1 para las
muestras GT-C y GT-BHT.
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Tabla 3.5. Analisis de regresion lineal simple para las variables quimicas: indice de

perdxidos (IP), dienos conjugados (DC) € indice de p-anisidina (Ip-A) durante el alma-

cenaje de las muestras de girasol tostado: control (GT-C), con BHT (GT-BHT), con

aceite esencial de orégano (GT-O) y con aceite esencial de poleo (GT-P)

Coeficientes de regresion lineal simple*

Variable Muestras Bo B1 *x R?

dependiente

IP GT-BHT 5.0665+1.8142 3.6810+0.1347 ¢ 0.9931
GT-C 3.2286+2.2271 8.0547+0.3062 a 0.9929
GT-P 18.7738+0.7153 6.0881+£0.3050 b 0.9604
GT-O 15.1162+1.5272 5.9564+1.0160 b 0.9168

DC GT-BHT 2.8689+0.0759 0.3220+£0.0060 ¢ 0.8057
GT-C 0.8965+0.0896 0.8374+0.0117 a 0.9918
GT-P 3.0891+0.1833 0.5600+£0.0173 b 0.8993
GT-O 2.9891+0.1721 0.5629+0.0113 b 0.9083

Ip-A GT-BHT 0.4064+0.1112 0.0902+0.0060 d 0.9289
GT-C -1.0802+0.2045 0.3882+£0.0223 a 0.9326
GT-P -0.8075+0.1193 0.3291+0.0246 b 0.9400
GT-O -0.5594+0.0780 0.2903£0.0102 ¢ 0.9758

* Ecuaciones de regresion: Y = B0 + B1X, donde Y = variable dependiente: indicadores quimicos (IP, DC € Ip-A) y
atributos sensoriales (sabores a aceite esencial, a girasol tostado, a carton y a oxidado) y X variable independiente

(dias)

" ANOVA vy test DGC: valores de pendiente (B1) de cada variable seguidos por letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (o = 0,05)
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En la Tabla 3.6 se muestran las ecuaciones de prediccidn para los atributos senso-
riales (sabor a oxidado, a cartdn, a girasol tostado y a aceite esencial). Las pendientes de
los atributos sabor oxidado y cartdn obtenidas a partir del analisis de regresion lineal fue-
ron superiores en la muestra GT-C (0.9973 y 0.4938, respectivamente) que en las otras
muestras. La menor pendiente observada para el atributo de sabor oxidado correspondi6
alamuestra GT-BHT (0.3062), seguida por las muestras GT-O (0.4134) y GT-P (0.5615),
mostrando diferencias significativas entre ellas. Las muestras GT-BHT (0.3430), GT-P,
(0.3360) y GT-O (0.3255) no tuvieron diferencias significativas en las pendientes del
atributo carton. Los compuestos volatiles que causan olor y sabor oxidado/rancio se pro-
ducen cuando el proceso de la oxidacion de lipidos se encuentra en una etapa avanzada.
Estos “malos sabores” estan relacionados con el atributo oxidado (Grosso y Resurreccion,
2002; Frankel, 2005; Nepote et al., 2009). Los resultados indican que la adicion de los
aceites esenciales mostro una proteccion en el producto inhibiendo formacion de sabores
y olores no deseables provenientes del proceso de oxidacion secundaria de los lipidos.
Otros trabajos también han informado un aumento en la intensidad de estos atributos (sa-
bor oxidado y carton) en productos alimenticios de alto contenido lipidico, tales como
productos de mani (Olmedo et al., 2008; Riveros et al., 2009, 2010) y también se observo
el incremento en la intensidad del sabor a oxidado en salame (Larrauri et al., 2013) y
aceite de oliva (Asensio et al., 2011, 2012).

El proceso de tostado es un importante tratamiento previo utilizado antes del con-
sumo que favorece el desarrollo de aromas o sabores agradables como el sabor a nuez o
a tostado (Bozan y Temelli, 2008) y que ademas permite eliminar microorganismos me-
jorando la seguridad alimentaria. Por otra parte, para el caso de las semillas oleaginosas,
se suele utilizar un proceso de calentamiento previo que permite facilitar la de extraccién
de aceite. Los tratamientos térmicos producen algunos cambios en las propiedades fisicas,
quimicas y nutricionales de las semillas y los aceites extraidos (Veldsink et al., 1999). El
sabor a girasol tostado es considerado un atributo sensorial positivo y la disminucion de
este atributo durante el almacenaje se considera un efecto negativo en la calidad sensorial
del producto (Nepote et al., 2006b; Olmedo et al., 2008, 2009, 2012). En todos los pro-
ductos, los valores de intensidad de sabor de girasol tostado disminuyeron durante el al-
macenamiento (Figura 3.7). Las pendientes obtenidas del analisis de regresion lineal de

la Tabla 3.6 indicaron que las muestras con agregado de antioxidante y aceites esenciales
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(GT-BHT, GT-O y GT-P) presentaron menores disminuciones del atributo sabor a gira-

sol tostado en comparacion con el control (GT-C).

La intensidad del atributo sabor a aceite esencial también disminuyé en las mues-
tras GT-O y GT-P durante el almacenaje (Figura 3.8), por este motivo, se observaron
pendientes negativas en ambos tratamientos. La muestra GT-O tuvo mayor intensidad en
este atributo que la muestra GT-P durante la totalidad del almacenaje, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en las pendientes obtenidas mediante el modelo de
regresion lineal (Tabla 3.6). Asensio et al. (2012) encontr6 que la intensidad de sabor
orégano en muestras de aceite de oliva virgen disminuye significativamente durante el
almacenaje como se demuestra en este capitulo. En otros trabajos también se observo la
disminucion en la intensidad de sabor a diferentes aceites esenciales (aceites esenciales
de orégano, romero, laurel, aguaribay y cedrén) en productos adicionados por estos acei-
tes esenciales (Olmedo et al., 2008, 2012).
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Tabla 3.6. Analisis de regresion lineal simple para los atributos sensoriales (sabor a

aceite esencial, sabor a girasol tostado, sabor a carton y sabor a oxidado) durante el

almacenaje de las muestras de girasol tostado: control (GT-C), con BHT (GT-BHT),

con aceite esencial de orégano (GT-O) y con aceite esencial de poleo (GT-P)

Coeficientes de regresion lineal simple*

Variable Muestras Bo B1 ** R?
dependiente
Sabor a aceite  GT-P 18.9124+2.6192 -0.2939+0.0794 a 0.6970
esencial GT-O 26.9001+0.6317 -0.2723+0.0490 a 0.5670
Sabor a girasol GT-BHT  54.0250+0.9975 -0.1577£0.0141 a 0.7961
tostado GT-C 57.1146+0.5925 -0.4702+0.0330 b 0.9036
GT-P 51.1108+0.7529 -0.1353+0.0189 a 0.8268
GT-O 54.1214+0.5407 -0.1898+0.0157 a 0.8297
Sabor a GT-BHT  15.3511+0.6050 0.3430£0.0209 b 0.9113
carton GT-C 17.6309+0.4035 0.4938+£0.0285 a 0.8879
GT-P 17.5564+0.4194 0.3360+£0.0129 b 0.8491
GT-O 15.5446+0.5891 0.3255+0.0584 b 0.8340
Sabor a GT-BHT 6.9680+ 0.1650 0.3062+0.0120 d 0.8770
oxidado GT-C 4.2890+1.1092 0.9973+£0.0417 a 0.9664
GT-P 5.5117+0.7576 0.5615+£0.0211 b 0.9403
GT-O 4.8309+0.2683 0.4134+£0.0273 ¢ 0.9292

* Ecuaciones de regresion: Y = B0 + B1X, donde Y = variable dependiente: indicadores quimicos (IP, DC e Ip-A) y
atributos sensoriales (sabores a aceite esencial, a girasol tostado, a carton y a oxidado) y X variable independiente

(dias)

" ANOVA vy test DGC: valores de pendiente (B1) de cada variable seguidos por letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos (o = 0,05)
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Analisis de componentes principales y correlacion

El analisis de CPA es una técnica que reduce las dimensiones de un conjunto de
datos. Es posible demostrar diferencias entre los diversos objetos, determinando al mismo
tiempo cuales variables estan principalmente involucradas. El Biplot obtenido a partir de
las dos primeras componentes principales (CP) de CPA realizado con los datos de las
variables quimicas y sensoriales durante el almacenaje de las muestras de girasol tostado
(GT-C, GT-BHT, GT-O y GT-P) se muestra en la Figura 3.9. Ademas, en la Tabla 3.7 se

presentan los coeficientes de correlacidn de Pearson entre las variables estudiadas.

Las dos primeras CP explican el 85,9% de la variabilidad total de las muestras
durante el estudio de almacenamiento (Figura 3.9). Este porcentaje se considera aceptable
para establecer correlaciones entre variables. La dispersion de los puntos indica alta va-
riabilidad entre las muestras. Los indicadores quimicos de oxidacion lipidica (IP, DC e
Ip-A) evaluados sobre las semillas de girasol tostadas durante el almacenaje se asociaron
positivamente entre ellos y con los atributos sensoriales negativos de analisis descriptivo
(oxidado y sabores de carton) mostrando coeficientes de correlacion de Pearson positivos
superior a 0,86 (Tabla 3.7). Ademas, estas dos Ultimas variables se asociaron negativa-
mente con el atributo positivo, sabor girasol tostado (coeficientes de correlacion negativos
entre 0,83 a 0,89). El atributo sabor a girasol tostado se puede considerar un atributo
positivo en los productos, mientras que los sabores a oxidado y a carton son atributos
negativos relacionados con la oxidacion de los lipidos y la rancidez. La muestra GT-C se
asocio a los indicadores de oxidacion quimicos y a los atributos negativos, mientras que
la muestra GT-BHT se encontrd asociada al atributo positivo de sabor a girasol tostado.
Las muestras con aceites esenciales se ubicaron en zonas intermedias en el Biplot, y la
muestra GT-O se encontré mas asociada a la muestra GT-BHT, mientras que la muestra

GT-P se encontré mas asociada al control (GT-C).
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Figura 3.9 Biplot de las primera y segunda componentes principales del analisis de componentes principales. Varia-
bles: indicadores quimicos (indice de peroxidos: IP, dienos conjugados: DC, indice de p-anisidina, Ip-A) y los atri-
butos sensoriales (sabores a oxidado, carton, girasol tostado y a aceite esencial), del estudio de almacenaje de mues-
tras de girasol tostado: control (GT-C), con BHT (GT-BHT), con aceite esencial de orégano (GT-O) y con aceite
esencial de poleo (GT-P).

Otros autores encontraron correlaciones similares entre las variables sensoriales e
indicadores quimicos de oxidacion de productos soja y mani (Jauregui et al., 2012; OI-
medo et al., 2012). Otros autores han analizado la actividad antioxidante de diferentes
aceites esenciales sobre otros productos alimenticios y también han implementado el ana-
lisis de componentes principales. Asensio et al. (2011) estudiaron el efecto antioxidante
del aceite esencial de orégano en aceite de oliva. En ese trabajo, los indicadores de oxi-
dacion lipidica (DC y Ip-A) se relacionaron negativamente con las muestras sin el agre-
gado de los aceites esenciales. Olmedo et al. (2013) se plantearon estudiar el efecto de los
aceites esenciales de orégano y romero aplicados sobre queso crema. Ellos encontraron
una relacion positiva entre los indicadores quimicos de oxidacion y atributos sensoriales
negativos, y las muestras con aceites esenciales se relacionan con el sabor del aceite esen-
cial y se relacionan negativamente con los indicadores quimicos de oxidacion y los atri-

butos sensoriales negativos.
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Tabla 3.7. Coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables quimicas y atribu-

tos sensoriales del estudio del almacenaje de los productos de girasol tostado: control

(GT-C), con BHT (GT-BHT), con aceite esencial de orégano (GT-O) y con aceite esen-

cial de poleo (GT-P).

P oC A Oxi- Cartén Girasol AE de
dado tostado orégano
DC 0.98™
Ip-A 0.94™ 0.92™
Oxidado 0.89™ 0.88™ 0.90™
Cartén 0.89™ 0.87" 0.86™ 0.92™
Girasol tos-  -0.85" -0.85" -0.86"" - -0.83™
tado 0.89™
AE de orégano -0.04 -0.04 -0.04 -0.27° -0.26"  0.20°
AE de poleo -0.05 -0.08 -0.05 -0.11 -0.06 -0.11  -0.31°

* Coeficiente significativo, p < 0.05.
** Coeficiente significativo, p < 0.01.

IP indice de peroxidos, DC: indice de dienos conjugados, Ip-A indice de p-anisidina

77



Conclusiones

Los resultados del presente trabajo indican que la adicidn de los aceites esenciales
de orégano y poleo contribuye a mejorar la estabilidad de los productos previniendo la
oxidacion lipidica y el desarrollo de sabores rancios en los productos de girasol tostado.
El agregado de los aceites esenciales produce un cambio en las caracteristicas sensoriales
y la generacion de un nuevo atributo denominado sabor a aceite esencial. Este agregado
modifica la intensidad de dos atributos, se observé aumento del sabor amargo y disminu-
cion del sabor a girasol tostado. Los productos con aceites esenciales tienen menor acep-
tabilidad en comparacion con el control, sin embargo estos productos son aceptados por
los consumidores. Esta disminucién de la aceptabilidad puede deberse al aumento del
sabor amargo otorgado por el agregado de los aceites esenciales. La tendencia actual en
tecnologia de alimentos se orienta al reemplazo de los aditivos sintéticos incorporando
aditivos naturales. En base a estos resultados, los aceites esenciales de Origanum vulgare
L. y Lippia turbinata Griseb. pueden ser considerados como aditivos de origen natural
para la conservacion de alimentos con elevado contendido de lipidos por sus propiedades

antioxidantes.
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CAPITULO IV

Actividad antioxidante del aceite esencial de cuatro especies de

orégano argentinas en relacion con su composicién quimica

Introduccion

Origanum vulgare L. spp vulgare es la planta aroméatica mas importante cultivada en
la Argentina, no s6lo por la superficie (80%), sino también por la demanda de la poblacién
(Di Fabio, 2000). Las principales areas de cultivo se encuentran en la provincia de Mendoza
(250 ha) seguido por las provincias Cérdoba (113 ha) y San Juan (56 ha). En general, los
cultivos de orégano son muy pequefios, ya que el tamafio del 56% de las fincas es de 5
hectareas y casi el 75% de ellas tienen menos de 10 hectéreas. Las areas bajo cultivo de O.
vulgare, en Argentina, son las regiones del centro y el sudoeste (Barreyro et al., 2005; Ber-
zins y Romagnoli, 2005). El orégano comercial de Argentina cultivado en esta area de pro-
duccion corresponde a cuatro subespecies diferentes identificadas como: O. vulgare spp.
Vulgare (“Compacto”), O. vulgare spp. Virens (“Cordobés”), O. x applii (“Criollo”), y O. x
majoricum (“Mendocino”) (Barreyro et al., 2005; Di Fabio, 2008). Sin embargo, estas subes-
pecies son pobres en aceite esencial (Russo et al., 1998; Esen et al., 2007). Por lo tanto,
ninguna de las subespecies ricas en aceite esencial parece estar presente en la tierra cultivada
de Argentina. Sin embargo, la exportacion de orégano vegetal de Argentina esta en expan-
sion (Campos y Sabsay, 2007).

Las hojas y flores de orégano se utilizan como condimento y saborizante de alimentos
frescos y para conservar salsas, y licores debido a las propiedades del sabor amargo del oré-
gano (Torres et al., 2010). Esta planta aromatica también tiene beneficios terapéuticos (dia-
forético, antiséptico, antiespasmadico, y tdnico) y se utiliza en muchos paises en la medicina
alternativa o la medicina homeopatica o naturopatia. También se utilizan ampliamente en las
industrias farmacéutica y cosmetoldgica (Souza et al., 2007). Hoy en dia, existe una de-
manda nacional de los productos obtenidos a partir de orégano sin satisfacer, especialmente

su aceite esencial, que esta estimulando el desarrollo de nuevas areas edafoclimaticas para
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la expansion de la produccién agronémica y aumentando el volumen de la cosecha (Asensio
etal., 2011).

Los principales componentes identificados en el aceite esencial de O. vulgare spp.
vulgare fueron sesquiterpenos, tales como f-bisaboleno, D germacreno, espatulenol y 3-ca-
riofileno, mientras que los monoterpenos fueron representados por terpinen-4-ol, R-terpi-
neol, 1,8-cineol, sabineno, y timol (Sezik et al., 1993; Kula et al., 2007). Las plantas de O.
vulgare subsp. virens producen aceite esencial con linalool, B-cariofileno, R-terpineol, ter-
pinen-4-ol, carvacrol, sabineno y D germacreno como los componentes principales (Sezik et
al., 1993; Skoula et al., 1999; Gaspar y Leeke, 2004; Esen et al., 2007). Origanum x majo-
ricum Cambess es un hibrido conocido de O. majorana L. x O. vulgare L. spp. virens
(Hoffm. et Link) letswaart y también se cultiva en la Argentina. Origanum x majoricum
tiene un alto rendimiento de aceite esencial cuyos principales componentes son el de trans y
cis- sabineno hidrato, terpinen-4-ol, seguido por sabineno, y-terpineno y carvacrol (Tabanca
et al., 2004; Figuérédo et al., 2005). Otro hibrido que crece en Argentina es O. x applii (O.
vulgare spp. vulgare x O. majorana) (Barreyro et al., 2005). Este hibrido, sin embargo, no
es homogéneo en su composicion de aceite esencial, ya que incluye dos quimiotipos princi-
pales: timol y p-cimeno (Dellacassa et al., 1994; Rehder et al., 2004). Anteriormente se ha
demostrado que el contenido de aceite esencial y las propiedades antioxidantes pueden cam-
biar dependiendo de las diferencias en el cultivo, origen, estado vegetativo y estacién de

crecimiento de las plantas (Figuérédo et al., 2005; Kula et al., 2007).

En el capitulo anterior se demostré que el aceite esencial de O. vulgare presenta me-
jor actividad antioxidante frente al aceite esencial de L. turbinata. Y teniendo en cuenta que
en Argentina se cultivan cuatro diferentes especies e hibridos de esta variedad, el objetivo
de este capitulo es determinar las diferencias entre la composicion quimica y actividad anti-

oxidante de los cuatro diferentes oréganos cultivados en Argentina.

83



Materiales y métodos

Material vegetal

Se analiz6 la composicion quimica del aceite esencial de cuatro especies de orégano:
O. vulgare spp. virens (Hoffm. et Link) letswaart, Origanum x applii (Domin) Boros, Ori-
ganum x majoricum Cambess, y O. vulgare L. spp. vulgare. Estas especies son conocidas
en Argentina como orégano tipo “Cordobés” (Cor), “Criollo” (Cri), “Mendocino” (M) y
“Compacto” (Com), respectivamente. Las plantas fueron cosechadas en 2008, en el Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Santa Lucia, San Juan, Argentina y en la

“Universidad Nacional de La Pampa”, Santa Rosa, La Pampa, Argentina.

Extraccion de aceites esenciales

Los aceites esenciales se extrajeron por hidrodestilacion, segtin el método de extrac-
cion descrito en el Capitulo I1. Los aceites esenciales resultantes se secaron con sulfato de
sodio anhidro y se almacenaron en viales de vidrio color caramelo a -18 °C hasta su utiliza-

cion.

Composicion de los aceites esenciales

Se determind la composicion quimica de los aceites esenciales utilizando la misma
metodologia detallada en el capitulo I, por cromatografia gaseosa acoplada a un espectré-
metro de masa CG-EM, en un equipo Perkin Elmer Clarus 600 acoplado con un detector de

masas de trampa de iones (Perkin Elmer, Shelton, CT, EE.UU.).

Actividad antioxidante

Actividad secuestrante de radicales libres por DPPH

Se determino la actividad secuestrante de radicales libres DPPH por la misma meto-
dologia utilizada en el Capitulo Il (Quiroga et al., 2011). Se calcul6 la concentracién inhibi-
toria 50% (IC50) a partir de la curva obtenida de la grafica del % de inhibicion vs la concen-

tracion final del aceite esencial (Loizzo et al., 2009).
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Actividad antioxidante de los aceites esenciales de orégano en aceite de

canola

La actividad antioxidante de los aceites esenciales de orégano se determind por me-
dio de un test de oxidacion acelerada (Nepote et al., 2002). Las muestras fueron preparadas
mezclando 0,02% (pp) del aceite esencial de orégano “Cordobés” (AE-Cor), “Criollo” (AE-
Cri), “Mendocino” (AE-M) y “Compacto” (AE-Com) en aceite de canola. Se utiliz6 BHT
(0.02%, pp) en aceite de canola como referencia y aceite de canola sin el agregado de aditi-
vos como muestra control. EI Codigo Alimentario Argentino (CAA, 2012) permite un ma-
ximo de 0,02% de BHT y otros antioxidantes sintéticos en los aceites vegetales, por esta
razon se utiliz6 esta concentracion. El test de oxidacion acelerada fue llevado a cabo en un
horno de laboratorio (Reliance Enterprise, Kolkata, India) a 60+1 °C durante 12 dias. Se
tomaron muestras a los 0, 5, 7, 9 y 12 dias de almacenaje y sobre ellas se determind la oxi-
dacion de los lipidos midiendo el indice de peroxidos (IP) (AOAC, 1995) vy el indice de p-
anisidina (Ip-A) (IUPAC, 1987).

Analisis estadisticos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos se analizaron utili-
zando el software InfoStat, version 2012p (Di Rienzo et al., 2012). Se calcularon los prome-
dios y las desviaciones estandar. Se realizé analisis de varianza (ANOVA, a = 0,05) y test
de DGC para encontrar diferencias significativas entre las muestras. Se utilizaron ecuaciones
de regresion lineal simple para determinar el efecto de la variable independiente (tiempo de
almacenamiento) sobre los indicadores quimicos (IP e Ip-A). Para el andlisis de regresion se
utilizd un modelo lineal simple: y = fo + f1X, donde 'y' fue la variable dependiente (indica-
dores quimicos); Po fue una constante que es igual al valor de la 'y’ cuando el valor de 'X' =
0; B1 es el coeficiente de X', X' es la variable independiente (tiempo). El andlisis de compo-
nentes principales (ACP) (Johnson y Wichern, 2007) se realiz6 con el propdsito de explorar
las asociaciones entre las variables estudiadas (IC50 para DPPH, IP e Ip-A del estudio de
almacenaje de aceite de canola) sobre los diferentes aceites esenciales de orégano, utilizando

la matriz de correlacion de los datos estandarizados (normalizados). Se realiz6 también un
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andlisis de conglomerados (AC) para encontrar grupos de especies de orégano con caracte-
risticas similares. Las similitudes entre las muestra se calcularon sobre la base a la distancia

euclidiana.
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Resultados y discusion

Composicion de los aceites esenciales de orégano

La composicion del aceite esencial de las diferentes especies de orégano (Compacto:
AE-Com, Cordobés: AE-Cor, Mendocino: AE-M, Criollo: AE-Cri) se muestra en la Tabla
4.1. Sélo se muestran los componentes con concentraciones mayores a 0,05%. Los princi-
pales compuestos que se encontraron en todas las muestras de orégano fueron los monoter-
penos trans-sabineno hidrato, timol y y-terpineno. Las especies de orégano estudiadas mos-
traron diferencia en su composicién del aceite esencial. Los aceites esenciales AE-Com, AE-
Cor y AE-M tuvieron altos contenidos de trans-sabineno hidrato (entre 27% y 38,2%). AE-
Cri tuvo la menor cantidad de este compuesto (6,3%) y la mayor cantidad de y-terpineno
(18,2%). AE-Com y AE-Cor mostraron una mayor cantidad de timol (26,6-29,7%, respecti-
vamente) que AE-M (17,1%) y EO-Cri (14,9%). AE-Cor se caracteriz6 por la presencia de
25 componentes, representando el 95,8% de su aceite esencial. Otros autores reportaron
componentes similares en el aceite esencial de esta especie de orégano (Esen et al., 2007;
Dambolena et al., 2010). Doce compuestos caracterizaron a AE-Com representando un
99,6% de su aceite esencial. Otros investigadores han encontrado que los aceites esenciales
de las especies Com y Cor son ricos en compuestos aciclicos y sesquiterpenoides (Sezik et
al., 1993; Kula et al., 2007). Veintiun compuestos se encontraron en AE-M que representan
el 99,4% de su aceite esencial. Otros autores encontraron una composicion similar de esta
especie de orégano (Figuérédo et al., 2005; Dambolena et al., 2010). Treinta y tres compues-
tos fueron encontrados en AE-Cri que representa el 95,9% del total del aceite esencial. Otros
autores reportaron altas cantidades de hidratos de timol y trans-sabineno en AE-Cri (Tabanca
et al., 2004; Dambolena et al., 2010). Las diferencias en la composicion de los aceites esen-
ciales pueden atribuirse a diversos factores tales como el genotipo de subespecies y/o facto-
res ambientales como las condiciones climaticas, temperatura, humedad y precipitacion en-
tre otros. Las especies de orégano de Argentina se caracterizan por ser ricas en compuestos

sabinilicos (Dambolena et al., 2010).
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Tabla 4.1. Concentracion de terpenoides (porcentaje relativo) presentes en el aceite esencial de las cuatro especies de orégano

segun su orden de elucion en el analisis de CG-EM.

Porcentaje relativo (%)

IR MOI Compuestos

O. Compacto O. Cordobés O. Criollo O. Mendocino
930 MS a-tujeno tr a ND a 0,80+0,08 c 1,00£0,10 b
939 Co-MS a-pineno tr a 0,50+0,06 b 0,90+0,09 c 0,50£0,05 b
954 MS Camfeno tr a 0,20+£0,04 b 0,90£0,09 b tr a
975 MS Sabineno tr a 0,30+£0,02 a 4,00£0,33 b tr a
979 MS 1-octen-3-ol tr a tr a 0,50£0,05 b tr a
979 Co-MS B-pineno tr a tr a 1,90£0,19 b tr a
991 Co-MS  B-mirceno 2,80+0,33 d 1,40+0,13 b 0,90+0,09 a 1,90£0,17 c
1003 Co-MS a-felandreno 2,00+0,17 b tr a 2,60%£0,26 c tr a
1017 Co-MS  o-terpineno 5,00+0,35 a 4,10+0,41 a 7,70+0,68 b 5,00+£0,50 a
1025 Co-MS  p-cimeno 3,30£0,41 b 3,20£0,32 b 2,80+0,22 b 1,00£0,10 a
1029 Co-MS  Limoneno 1,70£0,18 a 3,30+£0,24 b 3,10£0,22 b 7,30+0,50 ¢
1031 Co-MS 1,8-cineole tr a tr a 3,60£0,22 b tr a
1037 MS [-cis-ocimeno tr a tr a 2,00£0,20 b tr a
1050 MS B-trans-ocimeno tr a tr a 4,30+0,43 b tr a
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Tabla 4.1 (continuacion). Concentracion de terpenoides (porcentaje relativo) presentes en el aceite esencial de las cuatro

especies de orégano segun su orden de elucion en el analisis de CG-EM.

Porcentaje relativo (%)

IR MOI Compuestos

O, Compacto O, Cordobés O, Criollo O, Mendocino
1060 Co-MS  y-terpineno 12,40+1,36 b 510+0,43 a 18,20+1,90 ¢ 6,80+0,68 a
1070  MS cis-sabineno hidrato 2,10£0,21 b 3,00£0,30 ¢ 0,70£0,07 a 3,40£0,34 c
1089 Terpinoleno tr a 0,70+0,07 b 1,40£0,14 ¢ 0,80+0,08 b
1098 Co-MS  trans-sabineno hidrato 33,00£2,80 c 27,00+2,60 b 6,30+£0,43 a 38,20+1,54 d
1113 MS Acetato de octen-3-ol tr a tr a 1,40+0,14 ¢ 0,60+£0,06 b
1144  MS cis-p-terpineol tr a tr a 0,30£0,03 b 0,30+£0,03 b
1163 MS trans-p-terpineol tr a tr a 0,70£0,07 b tr a
1169 MS Borneol tr a 1,00£0,10 c tr a 0,20+0,02 b
1177  Co-MS  Terpinen-4-ol 6,00+0,53 c 2,20+0,20 b 0,00+0,00 a 5,70+0,50 c
1189 Co-MS  a-terpineol tr a 2,90+0,10 c 0,10+0,01 a 2,00+0,15 b
1196 MS cis-piperitol tr a 0,70+£0,07 d 0,10£0,01 b 0,30+£0,03 c
1235 Co-MS  Timol metil eter tr a tr a 0,10+0,01 b 0,10+0,01 b
1245 Co-MS Carvacrol metil eter 3,40£0,30 b 1,00+£0,10 a 1,10+0,11 a 1,10+0,12 a
1290 Co-MS  Timol 26,60+3,00 b 29,70£2,90 b 14,90+1,40 a 17,10+1,88 a
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Tabla 4.1 (continuacion). Concentracion de terpenoides (porcentaje relativo) presentes en el aceite esencial de las cuatro

especies de orégano segun su orden de elucion en el analisis de CG-EM.

IR MOI Compuestos Porcentaje relativo (%)

O, Compacto O, Cordobés O, Criollo O, Mendocino
1299 Co-MS Carvacrol tr a 1,00+0,10 b 7,60£0,18 d 4,20+0,11 c
1362 MS Acetate de neril tr a 1,00+£0,10 c 0,30£0,03 b tr a
1381 MS Acetato de Geranil tr a 0,90+£0,09 b 0,00+£0,00 a tr a
1419 MS B-cariofileno tr a 2,30£0,23 ¢ 0,00£0,00 a 1,00+0,10 b
1437 MS y-elemeno tr a 1,10£0,11 b 2,70+0,16 c tr a
1455 MS a-humuleno tr a tr a 0,20£0,02 b tr a
1480 MS y-muuroleno tr a tr a 1,30+0,09 b tr a
1485 MS D germacreno 1,10£0,09 b 1,20+0,12 b 1,40+0,11 c 0,90+0,09 a
1506 MS B-bisaboleno tr a 1,00£0,10 ¢ 0,70+0,07 b tr a
1098 MS Espatulenol 0,20+0,02 B 0,50+0,05 d 0,40+0,02 c tr a
1583 MS Oxido de cariofileno tr A 0,50+£0,05 b tr a tr a

* Los valores con letras distintas en las filas indican diferencias significativas entre muestras (ANOVA vy test DGC, a =0,05, n = 3), tr: trazas.

RI = indice de retencion, MOI = métodos de identificacion: Co (co-injeccion con estandar) y MS (datos de libreria - Nist y Adams).
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Actividad antioxidante

Actividad secuestrante de radicales libres por DPPH

Los porcentajes de inhibicion del radical DPPH a diferentes concentraciones (5,77, 2,77,
1,39 y 0,69 pug/mL) y los valores de concentracién inhibitoria del 50% (IC50) de los aceites
esenciales de las cuatro especies de orégano (Compacto, Cordobés, Criollo y Mendocino) se
muestran en la Tabla 4.2. Los aceites esenciales de los oréganos Cordobés y Compacto tuvieron
mayor actividad secuestrante de radicales libres que las otras especies. El aceite esencial del
orégano Mendocino tuvo los menores porcentajes de inhibicion del radical DPPH. Loizzo et al.
(2009) informaron IC50 (ug/mL) entre 1,0 y 1,7 para aceites esenciales de Origanum. Un estu-
dio realizado sobre extractos acuosos de material seco de plantas de orégano, a concentracion
de 40 mg de planta por mL, de diferentes localidades, informé el porcentaje de inhibicion del
radical DPPH entre 17,5y 75,3%. Estos autores encontraron que el orégano tipo Compacto tuvo

la mayor actividad secuestrante de radicales libres (Dambolena et al., 2010).

Tabla 4.2. Promedios y desvios estandar del porcentaje de inhibicion de los cuatro aceites
esenciales de orégano (Compacto, Cordobés, Criollo y Mendocino) a diferentes concentracio-
nes (5,77; 2,77; 1,39 y 0,69 ng/mL) y la concentracion inhibitoria de 50% (1C50).

Concentracion (pg/mL)

Aceites IC50

esenciales 5,77* 2,77* 1,39% 0,69* (ng/mL)*

Compacto  95,72+0,08c 88,28+0,73d 63,56+0,55d 4525+0,11d 0,90+0,02a
Criollo 90,06 £0,32b 80,53+0,72b 56,87+0,87b 39,11+0,99b 1,12+0,01c
Cordobés 92,03+1,21c 84,34+0,04c 61,47+054c 4244+0,10c 0,98%0,01b
Mendocino 75,63+4,8la 71,16 +2,19a 4557+128a 24,63+057a 2,38+0,02d

*Los valores con letras diferentes en cada columna son significativamente diferentes (test DGC, 0=0,05, n = 3).
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Actividad antioxidante de los aceites esenciales de orégano en aceite de canola

El indice de perdxidos es un indicador quimico que se utiliza para determinar los productos
de las reacciones de oxidacion primaria en lipidos (Frankel, 2005). EI cambio en los valores de IP
de las muestras de aceite de canola (aceite de canola control y aceite de canola adicionado con los
aceites esenciales de los diferentes oréganos (AE-Com, AE-Cor, AE-Cri y AE-M) y con BHT du-
rante el almacenaje a 60 °C se muestra en la Figura 4.1. En general, los valores de IP de todos los
tratamientos se incrementaron significativamente (o = 0,05) con el tiempo de almacenamiento. Ini-
cialmente, todos los tratamientos tuvieron valores de IP similares (entre 12,99 y 13,59 meq O2/kg).
En el dia 5, el aceite de canola con BHT mostré el menor valor de IP. Desde el séptimo dia en
adelante, todos los tratamientos tuvieron valores menores comparados con el aceite de canola con-
trol y el aceite con BHT tuvo el menor valor de IP. En el dia 12 del almacenamiento el aceite de
canola enriquecido con los aceites esenciales de orégano tuvieron menores valores de IP (entre 37,00
y 40,96 meq O2/kg) que la muestra de aceite de canola control (43,12 meq O2/kg) y mayor que la
muestra que contenia BHT (34,56 meq O2/kg). En este dia de almacenaje, la muestra de aceite de
canola con AE-Cor y AE-M tuvieron los menores valores de 1P en comparacion con los otros aceites
esenciales (AE-Cri y AE-Com). Estos resultados indican que los aceites esenciales de las especies

de orégano estudiadas mostraron actividad antioxidante en el aceite de canola.

En etapas avanzadas de la oxidacion lipidica los perdxidos organicos se descomponen en
productos secundarios tales como alcoholes, acidos carboxilicos y cetonas, que pueden ser medidos
por el método de la p-anisidina (Frankel, 2005). EI cambio en los valores de Ip-A de las diferentes
muestras de aceite de canola (aceite de canola control y aceite de canola adicionado con AE-Com,
AE-Cor, AE-Criy AE-M, y con BHT) durante el almacenaje se muestra en la Figura 4.2. En general,
los valores de Ip-A de todos los tratamientos aumentaron significativamente con el tiempo de alma-
cenamiento. Inicialmente, todos los tratamientos muestran valores de Ip-A similares. Desde los dias
5 — 12 de almacenamiento, las muestras de aceite de canola tuvieron diferencias significativas en el
Ip-A y todas las muestras adicionadas con los aceites esenciales de orégano y BHT tuvieron los
valores mas bajos de este indicador en comparacién con la muestra de aceite de canola control. En
el dia 12 de almacenamiento, las muestras con AE-Com, AE-Cor, y BHT tuvieron valores menores

de Ip-A comparados con las adicionadas con AE-Cri y AE-M. El valor de Ip-A en el dia 12 fueron
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8,55; 5,47; 5,05; 5,84; 6,63 y 6,83 en las muestras de aceite de canola control, con BHT, AE-Cor,
AE-Com, AE-M y AE —Cri, respectivamente. Segun estos resultados, AE-Com y AE-Cor tienen

actividad antioxidante similar a la del BHT en el aceite de canola.
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Figura 4.1. Indice de peroxidos (meq O2/kg) de las diferentes muestras de aceite de canola: aceite de canola control y aceite
de canola con los aceites esenciales de orégano (Compacto, Cordobés, Criollo y Mendocino) y con BHT, almacenados a 60

°C.
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Figura 4.2. Indice de p-Anisidina de las diferentes muestras de aceite de canola: aceite de canola control y aceite de canola
con los aceites esenciales de orégano (Compacto, Cordobés, Criollo y Mendocino) y con BHT, almacenados a 60 °C.
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Dambolena et al. (2010) estudiaron el contenido de fenoles totales y la actividad secues-
trante de radicales libres para extractos acuosos de estas especies de orégano (Compacto, Crio-
Ilo, Cordobés y Mendocino) de diferentes localidades de Argentina (Santa Lucia, La Pampa, La
Consulta). En dicho trabajo, se encontraron diferencias en el contenido de fenoles totales y de
actividad secuestrante de radicales libres entre las especies de orégano y las diferentes localida-
des. Los extractos de Santa Lucia mostraron mayor contenido de fenoles totales y actividad
secuestrante de radicales libres. En aquel estudio, los autores también informaron que el extracto
acuoso de orégano Mendocino tuvo la mayor cantidad de fenoles (19,36 mg/g) seguido por el
extracto acuoso de orégano Compacto (18,88 mg/g), Cordobés (18,21 mg/g) y Criollo(18,09
mg/g), y en cuanto a la actividad secuestrante de radicales libres el extracto acuoso de orégano
Compacto tuvo la mayor actividad (75,3%) seguido por el de orégano Criollo (67,3%), Mendo-
cino (54,6%) y Cordobés (17,5%). Estos autores concluyeron que el extracto acuoso de O. Com-
pacto de la localidad de Santa Lucia tendria mayor actividad antioxidante que las otras varieda-
des de orégano.

Analisis de regresion lineal

Los coeficientes de regresion y R? de las variables dependientes, IP e Ip-A, en funcion
del tiempo de almacenaje de las muestras de aceite de canola (aceite de canola control, con AE-
Com, AE-Cor, AE-Cri y AE-M, y con BHT) obtenidos del estudio de almacenaje a 60 °C se
muestran en la Tabla 4.3. En general los modelos de regresién mostraron un R? mayor a 0,76.
Estas ecuaciones de regresion representan el efecto del tiempo en las variables quimicas (IP e
Ip-A) analizadas en el aceite de canola durante el almacenamiento. Las diferencias en la estabi-
lidad ante la oxidacidn lipidica entre las muestras pudieron ser analizadas utilizando las pen-
dientes de dichas ecuaciones de regresion (B1). Mayor valor en la pendiente indica mayor ten-
dencia para la oxidacién lipidica. Se detectaron diferencias significativas entre las pendientes
(B1) obtenidas del analisis de regresion de las variables IP e Ip-A. La pendiente de IP en el aceite
de canola con BHT fue menor que en el aceite de canola control. Las muestras de aceite de
canola con los aceites esenciales de las cuatro especies de orégano no mostraron diferencias
significativas entre ellas, ni con los tratamientos control y con BHT. Los valores de (B1) de Ip-

A en el aceite de canola con los aceites esenciales de orégano y BHT fueron menores que en la

94



muestra control. En general se observa que los aceites esenciales tuvieron menores tendencias

a la oxidacién que el control, indicando actividad antioxidante de los aceites esenciales de oré-

gano en el aceite de canola.

Tabla 4.3. Ecuaciones de regresion y R? de las variables dependientes: indice de peroxi-

dos (IP) € indice de p-anisidina (Ip-A) en funcion del tiempo de almacenaje (dias) en las

muestras de aceite de canola: control, con el agregado de los aceites esenciales de orégano

(Compacto, Cordobés, Criollo y Mendocino) y con BHT.

Coeficientes de regresion *

Variable
Muestra

dependiente Bo pa* R2

Ip-A BHT -0,6179+0,0129 0,4741+0,0064 0,9224
Control -0,1901+0,08 0,7977+0,0429 0,9361
Compacto -0,1379+0,0467 0,4393+0,0088 0,8544
Cordobés -0,1234+0,0106 0,4880+0,0143 0,8959
Criollo -0,4441+0,0593 0,5700+0,0094 0,9092
Mendocino -0,1301+0,0241 0,6043+0,0372 0,9441

PV BHT 102,9960+ 0,2648 18,028+ 0,0284 0,8831
Control 107,1860+0,2803 26,869+0,0218 0,9257
Compacto  114,3480+0,3503 23,9900+ 0,0270 0,9427
Cordobés 119,2750+0,4053 20,9980+ 0,0268 0,9555
Criollo 115,3720+0,7370 23,5800+ 0,0032 0,9656
Mendocino  104,6220+0,2529 22,2330+0,0423 0,9035

(Edc,ua;:iones de regresion: Y = Bo + B1X, donde Y = variable dependiente (IP e Ip-A) y X = variable independiente

fas).

* ANOVA y test DGC: pendientes (B1) de cada variable seguida con la misma letra en la columna no son significati-
vamente diferentes o = 0,05.
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Analisis de componentes principales

En la Figura 4.3 se presenta el biplot obtenido a partir de las dos primeras componentes
principales (CP) de ACP. Estas componentes explican el 87,8% de la variabilidad total de las
especies de orégano, este porcentaje se considerd aceptable para establecer correlaciones entre
las variables. La dispersion de los puntos indica una gran variabilidad entre las muestras. Los
indicadores de oxidacion (IP e Ip-A) medidos en el estudio del almacenaje del aceite de canola
estan asociadas positivamente entre ellas y se asociaron negativamente con el contenido de timol
y carvacrol metil éter. IC50 se correlacion6 positivamente con el contenido de limoneno y con
los indicadores de oxidacion (IP e Ip-A). Los aceites esenciales Compacto y Cordobes tuvieron
un alto contenido de timol, baja IC50 sobre el radical DPPH y relativamente bajos valores en IP
e Ip-A. Estas especies de orégano mostraron actividad antioxidante en el aceite de canola.

El timol, es un compuesto fendlico que ha demostrado tener actividad antioxidante (La-
gouri et al., 1993; Aeschbach et al., 1994; Baratta et al., 1998; Neffati et al., 2009). Timol junto
con carvacrol son los componentes mas activos entre los monoterpenos oxigenados (Ruberto y
Baratta, 2000). Es conocido que los compuestos fendlicos son antioxidantes eficientes. (Yanish-
lieva et al., 1999; Ruberto y Baratta, 2000). De hecho, timol y carvacrol son los responsables de
la actividad antioxidante de muchos aceites esenciales que los contienen (Lagouri et al., 1993;
Aeschbach et al., 1994; Baratta et al., 1998; Neffati et al., 2009). Las especies de orégano estu-
diadas, tienen bajo contenido de carvacrol pero su actividad antioxidante puede ser debida al
alto contenido de timol. Timol y carvacrol son compuestos utilizados para caracterizar los qui-
miotipos de orégano. Timol y sabineno hidrato caracterizaron los aceites esenciales de O. vul-
gare subespecies vulgare y virens. Mientras que los oréganos Criollo y Mendocino son oréganos
hibridos, la quimica de los aceites esenciales podria depender de sus padres (Skoula et al., 1999;
Skoula y Harborne, 2002). Un alto contenido de carvacrol en el aceite esencial es la clave para
el concepto de orégano como especie y es un requisito previo para determinar la idoneidad de
una planta para la preparacion de este condimento. Origanum heracleoticum, la principal fuente
de orégano en Grecia, es un especie quimicamente no uniforme. Dentro de su poblacion silves-
tre, hay por lo menos tres quimiovariedades que, aunque son similares en su aspecto exterior,

difieren en sus olores. Sobre la base de sus sabores y composiciones de aceites esenciales, estas
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variedades se podrian definir como tipos de orégano marjoram. El orégano que contiene prin-
cipalmente carvacrol, tradicionalmente se recolecta sobre la base de su olor para la preparacion

de orégano como especia (Fleisher y Sneer, 1982).
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Figura 4.3. Biplot de la primera y segunda componentes del anélisis de componentes principales. Variables: concentracion
inhibitoria 50% en DPPH (IC50) e indicadores quimicos (IP e Ip-A) del estudio de estabilidad de las muestras de aceite de
canola, para las especies de orégano estudiadas (Compacto, Cordobés, Criollo y Mendocino).
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El contenido de cis y trans-sabineno hidrato y de terpinen-4-ol se asociaron positiva-
mente entre si y negativamente con los contenidos de a-terpineno, 1,8-cineol, B-trans-ocimeno,
sabineno y y-terpineno en los aceites esenciales de las especies de orégano estudiadas. El aceite
esencial de orégano Criollo tuvo mayores cantidades de estos ultimos compuestos (a-terpineno.
1,8-cineol. B-trans-ocimeno, sabineno y y-terpineno) y cantidades menores de cis y trans- sabi-
neno hidrato y 4-terpineol que los aceites esenciales de las otras especies. El contenido de limo-
neno y el IC50 se asociaron negativamente principalmente con p-cimeno. El aceite esencial del
orégano Mendocino tuvo mayor contenido de limoneno, cis y trans- sabineno hidrato, IC50 y
menor cantidad de p-cimeno que los otros aceites esenciales de las especies de orégano. El biplot
sugiere una pobre asociacion entre los indicadores de oxidacion en el aceite de canola (IP e Ip-
A), la IC50, y los siguientes compuestos presentes en estas especies de orégano: cis y trans-
sabineno hidrato, terpinen-4-ol, a-terpineno, 1,8-cineol, p-trans-ocimeno, sabineno y y-terpi-
neno. Otras investigaciones, demostraron la variabilidad en la composicién y encontraron aso-
ciaciones entre la composicion del aceite esencial de orégano, el contenido de fenoles y la acti-
vidad secuestrante de radicales libres en un extracto acuoso de orégano debido a diferentes fac-

tores ambientales (Dambolena et al., 2010).
Analisis de conglomerados

El anélisis de conglomerados (AC) es una técnica de clasificacion que implica una me-
dicion de ya sea la distancia o la similitud entre los objetos a ser agrupados. Los objetos se
conglomeran en grupos en funcién de su proximidad o similitud (Arvanitoyannis et al., 1999,
2008). Los resultados logrados por el AC de las especies de orégano considerando los indica-
dores quimicos del estudio de almacenamiento en aceite de canola (IP, Ip-A), el IC50 de DPPH
y los compuestos principales de los aceites esenciales de orégano se presentan en el dendro-
grama de la Figura 4.4. Se observaron tres agrupaciones: el grupo 1 estaba formado por Com-
pacto y Cordobés, grupo 2 y 3 fueron formados por Mendocino y Criollo, respectivamente.
Estos resultados revelaron que se encontraron diferencias entre los grupos de especies de ore-
gano. Estas variables pueden contener informacion suficiente para lograr la diferenciacion de

las especies de orégano de acuerdo con las clases establecidas. La Tabla 4.1 muestra que O.
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vulgare spp virens (Cordobés) y O. vulgare spp vulgare (Compacto) tuvieron mayor concentra-
cion de timol y trans-sabineno hidrato. Esta composicion agrupé las dos subespecies. Estos
resultados son consistentes con la clasificacion quimiotipica informada por (Skoula et al., 1999).
Por otro lado, la composicion de los aceites esenciales de Origanum x majoricum (Mendocino)
fue similar a la de sus antepasados (Dambolena et al., 2010). Por dltimo, Origanum x aplli
(Criollo) tenia una composicion enriquecida en los precursores biosintéticos de compuestos oxi-
genados como y-terpineno, a-terpineno y sabineno. Todos estos resultados afectaron la agrupa-
cién de los cuatro oréganos estudiados determinando una mayor similitud entre las subespecies
de O. vulgare (Cordobés y Compacto) que los hibridos (oréganos Criollo y Mendocino). Estos

dos ultimos oréganos tampoco fueron agrupados.

Criollo

Mendocino

Cordobes

Compacto

0,00 1,70 3,39 5,09 6,78

Figura 4.4. Dendograma proveniente del analisis de conglomerados de las diferentes especies de orégano (Com-
pacto, Cordobés, Criollo y Mendocino) considerando las variables: contenido de los principales compuestos
presentes en los aceites esenciales, concentracion inhibitoria del 50% sobre el radical DPPH (1C50), y los indi-
cadores quimicos de oxidacion (IP e I-pA) del estudio de estabilidad de aceite de canola.
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Conclusiones

Los aceites esenciales de los diferentes oréganos de Argentina muestran variabilidad en
los porcentajes relativos de los dos principales compuestos: timol y trans-sabineno hidrato. Las
diferentes especies de orégano muestran diferencias en la actividad secuestrante de radicales
libres y en la actividad antioxidante en el aceite de canola. En general, los aceites esenciales de
oréganos Cordobés y Compacto estan asociados a una mayor actividad secuestrante de radicales
libres y actividad antioxidante que los aceites esenciales de oréganos Criollo y Mendocino. Esta
actividad antioxidante podria ser asociada principalmente al mayor contenido de timol en estos
aceites esenciales. La adicion de estos aceites esenciales de orégano en el aceite de canola pre-
viene la oxidacion lipidica. Estos resultados renuevan el interés en el uso de antioxidantes de
origen natural en la industria alimentaria. Por esa razon, el aceite esencial de orégano como un
antioxidante natural podria ser utilizado para reemplazar a los antioxidantes sintéticos en pro-
ductos alimenticios con alto contenido de lipidos. Este estudio también proporciono asociacio-
nes entre la composicion quimica de los aceites esenciales, la actividad secuestrante de radicales

libres, y los indicadores de oxidacion en el estudio de almacenamiento del aceite canola.
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CAPITULO V

Actividad antioxidante de los monoterpenos carvacrol, sabineno

hidrato y timol y su efecto sinérqgico con BHT

Introduccion

La auto-oxidacién de los lipidos ha sido reconocida como un proceso de deterioro
importante que afecta la calidad sensorial y nutricional de los alimentos; la aplicacion de
antioxidantes es una de las maneras técnicamente mas simple de la prevencién de este pro-
ceso. Algunos trabajos demostraron la presencia de estos compuestos en plantas aromaticas
seleccionadas y que timol, carvacrol, timoquinona y p-cimeno como componentes de dife-
rentes aceites esenciales poseen una importante actividad antioxidante (Milos y Makota,
2012).

Los antioxidantes se han usado ampliamente como aditivos alimentarios para pro-
porcionar una proteccion contra la degradacion oxidativa por los radicales libres de los ali-
mentos. La capacidad antioxidante de las especias que eran utilizadas para mejorar los sabo-
res en diferentes tipos de alimentos es conocida desde hace mucho tiempo (Lindberg Madsen
y Bertelsen, 1995). En las ultimas décadas, los aceites esenciales de las plantas y sus com-
ponentes han sido de gran interés por provenir de fuentes naturales. Por otra parte, se han
documentado efectos secundarios de algunos antioxidantes sintéticos tales como butil-hidro-
xitolueno (BHT) e butil-hidroxianisol (BHA) utilizados en alimentos. Por este motivo se ha
incrementado el interés sobre compuestos con actividad antioxidante presentes en fuentes
naturales como frutas, verduras, hierbas y extractos de cereales (Wang et al., 2008; Agou-
rram et al., 2013; Ferri et al., 2013; Kaiser et al., 2013).

Los fenoles son capaces de donar atomos de H de los grupos hidroxilo fendlicos
cuando reaccionan con radicales peroxido que pueden producir radicales fendlicos estables,
finalizando asi una reaccién en cadena de peroxidacion de lipidos. La actividad antioxidante

de los fenoles depende de los efectos electronicos y estéricos del anillo, los sustituyentes, y
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la fuerza de las interacciones de enlaces de hidrogeno entre el fenol y el disolvente (Masteli¢
et al., 2008).

Los fenoles, tales como timol, carvacrol y eugenol, y los hidrocarburos monociclicos,
tales como terpinoleno, R-terpineno y y-terpineno, pertenecen a los antioxidantes naturales

mas activos que se encuentra en los aceites esenciales (Masteli¢ et al., 2008).

El timol y el carvacrol son moléculas isoméricas caracteristicas de los aceites esen-
ciales de las Lamiaceae como el orégano (Tsimidou y Boskou, 1994). Yanishlieva et al.
(1999) observaron que estas moléculas tomaron parte en la iniciacion de reacciones en ca-
dena durante la oxidacién de grasa de cerdo y triglicéridos de aceite de girasol. Ademas,
estos autores observaron que los radicales de carvacrol participaron en una reaccién de la
cadena de propagacion pero el timol no lo hizo. El timol result6 ser antioxidante mas activo
y eficaz que el carvacrol. Ambas moléculas difieren en el mecanismo de su accién inhibi-

dora, dependiendo de la matriz lipidica.

Los compuestos fendlicos como timol y carvacrol poseen propiedades antioxidantes
atiles sin efectos pro-oxidantes (Aeschbach et al., 1994) y también se ha demostrado (Aes-
chbach et al., 1994; Yanishlieva et al., 1999) que timol es un antioxidante mas eficaz que el
carvacrol en la peroxidacion de lipidos o auto-oxidacion. (Kulisic et al., 2004) han demos-
trado que el aceite esencial de orégano posee propiedades antioxidantes notables y que el
efecto antioxidante es debido a la presencia de timol y carvacrol, sugiriendo un posible efecto

sinérgico entre los compuestos que contienen oxigeno

En la naturaleza se encuentran presentes diferentes tipos de antioxidantes y la elec-
cién del antioxidante para la proteccion de alimentos depende del producto real, y han sido
sistematizados los protocolos de evaluacién para la proteccion de alimentos y beneficios
para la salud (Becker et al., 2007). Los antioxidantes se encuentran generalmente combina-
dos, y parece ser importante para su efecto las interacciones entre ellos. Para algunas com-
binaciones de antioxidantes, se demostrd que el efecto total era més pronunciado que el
efecto que se espera de una simple suma de los efectos, lo cual se denomina sinergismo
antioxidante. EI mecanismo de la mayoria de los antioxidantes sobre la oxidacion lipidica
como intermediarios secuestrantes de radicales libres es bastante conocido. Sin embargo, el

mecanismo de sinergismo antioxidante y el efecto opuesto, el antagonismo antioxidante, es
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mas especulativo ya que se han reportado observaciones contradictorias (Becker et al.,
2007). Estas observaciones contradictorias se han explicado por el hecho de que la actividad
antioxidante no s6lo depende de la actividad quimica de las moléculas antioxidantes, sino

también del microambiente de los medios de reaccion (Yin et al., 2012).

El objetivo de este capitulo fue evaluar la actividad antioxidante de los monoterpenos

puros carvacrol, sabineno hidrato y timol, y su efecto sinérgico con BHT.
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Materiales y Métodos

Se utilizaron los siguientes monoterpenos puros: carvacrol, sabineno hidrato y timol
(Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina). Se seleccionaron estos compuestos ya que el
carvacrol y el timol son los compuestos que caracterizan al orégano y el sabineno hidrato
fue encontrado en cantidades significativas en los aceites esenciales de los oréganos estudia-
dos en el capitulo IV. Para los analisis de oxidacién acelerada se utilizd aceite de canola

provisto por Compafiia Oleaginosa del Sur S.A., Loberia, Buenos Aires, Argentina.

Actividad antioxidante de los monoterpenos carvacrol, sabineno hidrato y

timol
Actividad secuestrante de radicales libres por DPPH

Se determino la actividad secuestrante de radicales libres DPPH por la misma meto-
dologia utilizada en el capitulo Il (Quiroga et al., 2011). Se calculé la concentracion inhibi-
toria 50% (DPPH-1C50) a partir de la curva obtenida de la gréfica del % de inhibicion vs la

concentracion final del aceite esencial (Loizzo et al., 2009).
Actividad antioxidante de los monoterpenos en aceite de canola

La actividad antioxidante de los monoterpenos se determind por medio de un test de
oxidacion acelerada (Quiroga et al., 2011). El Cddigo Alimentario Argentino (CAA, 2012)
permite un maximo de 0,02% de BHT y otros antioxidantes sintéticos en los aceites vegeta-
les, por esta razon, las muestras fueron preparadas mezclando 0,02% (pf) del monoterpeno
“Carvacrol”, “Sabineno hidrato” y “Timol” en aceite de canola. Se utilizo BHT (0.02%, pf)
en aceite de canola como referencia y aceite de canola sin el agregado de aditivos como
muestra control. El test de oxidacion acelerada fue llevado a cabo en un horno de laboratorio
(Reliance Enterprise, Kolkata, India) a 60 £ 1°C durante 12 dias. Se analizaron las muestras
alos0,5,7,9, 12 y 15 dias de almacenaje. Se determind la oxidacion de los lipidos segun
la metodologia descripta en el capitulo 111, midiendo el indice de peroxidos (IP) (AOAC,
1995), el indice de dienos conjugados (DC) (COI, 2001) y el indice de p-anisidina(lp-A)
(IUPAC, 1987).
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Efecto sinérgico de los monoterpenos junto al antioxidante sintético BHT

en aceite de canola

Para determinar el efecto sinérgico de los monoterpenos junto al antioxidante sinté-
tico BHT se realiz6 un test de oxidacion acelerada (Quiroga et al., 2011). Se prepararon
mezclas a una concentracion final de 0.02% (pp) del monoterpeno “Carvacrol” (Car), “Sa-
bineno hidrato” (S) y “Timol” (T) y el antioxidante sintético BHT (BHT) en aceite de canola.
Para determinar el efecto sinérgico, se realizaron mezclas binarias (monotepeno:BHT) en las
siguientes proporciones: 100:0, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80, 0:100 y 0:0, para cada uno de los
monoterpenos con el antioxidante sintético BHT. Se utilizé aceite de canola control sin el
agregado de antioxidante (proporcion 0:0). El test de oxidacion acelerada fue llevado a cabo
en un horno de laboratorio (Reliance Enterprise, Kolkata, India) a 60 £ 1°C durante 14 dias.
Se analizaron las muestras a los 0 y 14 dias. Se determind la oxidacién de los lipidos mi-
diendo el indice de peroxidos (IP) (AOAC, 1995).

Analisis estadisticos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos se analizaron utili-
zando el software InfoStat, version 2012p (Di Rienzo et al., 2012). Se calcularon los prome-
dios y las desviaciones estandar. Se realizo andlisis de varianza (ANOVA, a = 0.05) y test
de DGC para encontrar diferencias significativas entre las muestras. Se utilizaron ecuaciones
de regresion lineal simple para determinar el efecto de la variable independiente (tiempo de
almacenamiento) sobre los indicadores quimicos (IP, DC e Ip-A). Para el andlisis de regre-
sion se utilizé un modelo lineal simple: y = fo + B1X, donde 'y' fue la variable dependiente
(indicadores quimicos); Bo fue una constante que es igual al valor de la'y' cuando el valor de
X' = 0; B1 es el coeficiente de X', X' es la variable independiente (tiempo). Los analisis de
correlacion se realizaron empleando el coeficiente de Pearson con el fin de obtener las aso-
ciaciones entre las variables quimicas, IC50-DPPH y los indicadores quimicos (IP, DC e Ip-
A) del estudio de almacenamiento. El analisis de componentes principales (ACP) (Johnson
y Wichern, 2007) se realiz6 sobre la matriz de correlacion de los datos estandarizados de las
variables quimicas (IC50-DPPH y los indicadores quimicos, IP, DC e Ip-A, del estudio de
almacenamiento). El propdsito de la ACP fue explorar las asociaciones entre las variables

guimicas y los diferentes tratamientos.
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Resultados y Discusion

Actividad antioxidante de los monoterpenos carvacrol, sabineno hidrato y

timol
Actividad secuestrante de radicales libres por DPPH

La actividad antioxidante de los aceites esenciales de las plantas aromaticas se atri-
buye principalmente a la presencia de compuestos fendlicos (Olmedo et al., 2008; Dambo-
lena et al., 2010; Asensio et al., 2011; Quiroga et al., 2011). La actividad antioxidante de los
tres monoterpenos se comparé con la del antioxidante sintético BHT. Los porcentajes de
inhibicién del radical DPPH de los monoterpenos carvacrol, sabineno hidrato y timol y del
antioxidante sintético BHT, a diferentes concentraciones se utilizaron para determinar la
concentracion inhibitoria 50% (DPPH-1C50) de los tres monoterpenos y del BHT (Tabla
5.1). En la Tabla 5.1 también se observa la relacion de las DPPH-IC50 de los monoterpenos
respecto al antioxidante BHT. ElI monoterpeno timol (0,0579 mg/mL) mostr6 una mayor
actividad secuestrante de radicales libres, aproximadamente dos veces menor que el mono-
terpeno carvacrol (0,1022 mg/mL). Una menor DPPH-IC50 se relaciona con una mayor ac-
tividad secuestrante de radicales libres. EI monoterpeno sabineno hidrato no demostré acti-

vidad secuestrante de radicales libres DPPH.

Tabla 5.1. Concentracion inhibitoria 50% de DPPH (DPPH-IC50) me-

didos en BHT y en los monoterpenos: carvacrol, timol y sabineno hi-

drato.

DPPH-IC50 (mg/mL) IC50/1C50 BHT
BHT 0,0024+0,0001 c 1
Carvacrol 0,1022+0,0030 a 43
Timol 0,0579+0,0026 b 24
Sabineno hidrato ND

*Medias + desvios estandar seguidos de letras distintas son significativamente diferentes
(ANOVA y test DGC, a= 0,05, n = 3).
ND: no se detectd
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En el capitulo 1V se mostré la actividad antioxidante de aceites esenciales de dife-
rentes especies de orégano observandose valores de DPPH-IC50 entre 0,90 y 2,38 pg/mL
(Quiroga et al., 2011). En otros trabajos se han informado valores similares de DPPH-IC50
para los monoterpenos carvacrol, timol y el antioxidante sintético BHT (Safaei-Ghomi et al.,
2009; Ojeda-Sana et al., 2013).

Actividad antioxidante de los monoterpenos en aceite de canola

El indice de perdxidos (IP) y el indice de dienos conjugados (DC) son indicadores
quimicos que se utilizan para determinar los productos de las reacciones de oxidacion pri-
maria en lipidos (Frankel, 2005). Los cambios de los indicadores quimicos IP y DC durante

el almacenaje a 60°C se muestran en las Figuras 5.1y 5.2.

En general, los valores de IP (Figura 5.1) de todos los tratamientos se incrementaron
significativamente (a = 0,05) con el tiempo de almacenamiento. Inicialmente, todos los tra-
tamientos tuvieron el mismo valor de IP (1,3 meq O2/kg). En el dia 5, el aceite de canola con
BHT mostré el menor valor de IP, el resto de los tratamientos no se diferenciaron significa-
tivamente. Desde el séptimo dia en adelante, todos los tratamientos tuvieron valores menores
de IP comparados con el aceite de canola control. En el dia 12 del almacenamiento, las
muestras de aceite de canola con los monoterpenos tuvieron valores de IP intermedios (entre
35,89 y 38,85 meq O2/kg) entre la muestra control (42,71 meq O2/kg) y la muestra BHT
(34,56 meq O2/kg). En el tltimo dia de almacenaje, la muestra BHT tuvo el menor valor de
IP (39,11 meq O2/kg) y la muestra control tuvo el mayor valor (53,97 meq O./kg). Las mues-
tras de aceite con monoterpenos tuvieron valores intermedios. El aceite con sabineno hidrato
(40,09 meq O2/kg) tuvo menor valor que los aceites con timol (42,79 meq O2/kg) y carvacrol
(45,19 meq O2/kg).
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Figura 5.1 Indice de perdxidos (IP) de las diferentes muestras de aceite de canola: control (C) y aceite de canola con el
agregado de los monoterpenos carvacrol (Car), sabineno hidrato (S) y timol (T) y el antioxidante sintético BHT (BHT)
almacenados a 60 °C.

Con respecto a dienos conjugados (Figura 5.2), de manera similar al 1P, para todos
los tratamientos los DC se incrementaron significativamente (o = 0,05) con el tiempo de
almacenamiento. Inicialmente, todos los tratamientos tuvieron el mismo valor de DC (0,22).
A partir del dia 5, el aceite de canola con BHT mostré los menores valores de DC. A partir
del dia 9, las muestras de aceite con los monoterpenos tuvieron valores de DC intermedios,

menores al control, pero superiores al aceite con BHT.

Estos resultados demuestran que los monoterpenos carvacrol, sabineno hidrato y ti-

mol tuvieron efecto antioxidante en las primeras etapas de la oxidacién lipidica.
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Figura 5.2 indice de dienos conjugados (DC) de las diferentes muestras de aceite de canola: control (C) y aceite de
canola con el agregado de los monoterpenos carvacrol (Car), sabineno hidrato (S) y timol (T) y el antioxidante sintético
BHT (BHT) almacenados a 60 °C.

Como ya se menciono en capitulos anteriores, en etapas avanzadas de la oxidacion
lipidica los perdxidos organicos se descomponen en productos secundarios tales como al-
coholes, &cidos carboxilicos y cetonas, que pueden ser medidos por el método de la p-anisi-
dina (Frankel, 2005). EI cambio en los valores del indice de p-anisidina (Ip-A) de las dife-
rentes muestras de aceite de canola: control (C), aceite de canola con los monoterpenos car-
vacrol (Car), sabineno hidrato (S) y timol (T) y con el antioxidante sintético BHT (BHT)
durante el almacenaje a 60°C se muestra en la Figura 5.3. En general los valores de Ip-A se
incrementaron significativamente durante el tiempo de almacenaje en todos los tratamientos.
En el dia 5, el aceite con BHT mostro el menor valor de Ip-A. Desde el dia 7 en adelante,
los tratamientos con monoterpenos tuvieron valores menores comparados con el aceite con-
trol y superiores al aceite con BHT. En el ultimo dia de almacenaje, la muestra BHT tuvo el
menor valor de Ip-A (5,86) y la muestra control tuvo el mayor valor (12,56). Las muestras
de aceite de canola adicionadas con monoterpenos tuvieron valores intermedios. La muestra
con carvacrol (9,75) tuvo el mayor valor comparado con las muestras de timol (8,54) y sa-
bineno hidrato (7,52).
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Figura 5.3 Indice de p-anisidina (Ip-A) de las diferentes muestras de aceite de canola: control (C) y aceite de canola
con el agregado de los monoterpenos carvacrol (Car), sabineno hidrato (S) y timol (T) y el antioxidante sintético BHT
(BHT) almacenados a 60 °C.

Analisis de regresion lineal

En la Tabla 5.2 se muestran los coeficientes de regresion y R? de las variables de-
pendientes, IP, DC e Ip-A, en las muestras de aceite de canola obtenidos del estudio de al-
macenaje a 60°C. En general, los modelos de regresion lineal simple mostraron R? mayores
a 0,93, lo cual indica que estas ecuaciones representan eficientemente el efecto del tiempo
en las variables quimicas analizadas (IP, DC e Ip-A) sobre los diferentes tratamientos de
aceite de canola durante el almacenamiento. Ademas, se detectaron diferencias significativas
entre las pendientes (1) obtenidas del analisis de regresion lineal de las variables dependien-
tes IP, DC e Ip-A. Mayores pendientes (1) indican mayor tendencia para la oxidacion lipi-
dica. En general, para los tres indicadores analizados, se observo que el tratamiento con BHT
tuvo las menores pendientes, mientras que el control tuvo las mayores pendientes y las mues-
tras con terpenos mostraron pendientes intermedias. Para el indice de peroxido (IP), el tra-
tamiento con sabineno hidrato no tuvo diferencias significativas con el BHT, y tuvo menor
pendiente que los tratamientos con carvacrol y timol. Las muestras con carvacrol y timol
tuvieron menores pendientes que el control, pero superiores al BHT. En cuanto al indice de
dienos conjugados (DC), los tratamientos con timol y sabineno hidrato resultaron con pen-
dientes similares al BHT, y el tratamiento con carvacrol tuvo mayor pendiente que estos y

menor que el control. Para el caso del indice de p-anisidina (Ip-A), los tratamientos con

113



terpenos tuvieron pendientes intermedias entre el control y el BHT. La muestra con BHT
tuvo la menor pendiente, seguida por timol y sabineno hidrato, y luego por carvacrol, con

diferencias significativas.

En otros trabajos se demostrd que los monoterpenos timol y carvacrol son los com-
puestos mas activos de la familia de monoterpenos oxigenados (Ruberto y Baratta, 2000).
Es de gran conocimiento la alta actividad antioxidante de estos monoterpenos fendlicos
(Beena et al., 2013). De hecho, timol y carvacrol son los responsables de la actividad anti-
oxidante de muchos aceites esenciales que los contienen (Safaei-Ghomi et al., 2009;
Undegera et al., 2009; Ojeda-Sana et al., 2013).
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Tabla 5.2. Ecuaciones de regresion y R? de las variables dependientes: indice de pero-

xidos (IP), indice de dienos conjugados (DC) ¢ indice de p-anisidina (Ip-A) en aceite de

canola control y con el agregado de los monoterpenos carvacrol, sabineno hidrato y

timol, y con el antioxidante sintético BHT durante su almacenaje.

Variable Muestra Bo* p1* ** R?
IP BHT 4,6152+0,2712  2,3830+0,0323 ¢ 0,9924
Control 53684+0,7618  3,2607+0,2106 a  0,9927
Carvacrol 5,7862+0,4764  2,7789+0,0713 b  0,9824
Sabineno hidrato  7,1183+0,1417  2,3801+0,0294 ¢ 0,9708
Timol 6,9490+0,7081  2,5321+0,2004 ¢  0,9718
DC BHT 1,2028+0,0408 0,2815+0,0145 ¢  0,9875
Control 1,2912+0,0406  0,3494+0,0151 a  0,9906
Carvacrol 1,4110+0,0653 0,3222+0,0049 b  0,9834
Sabineno hidrato  1,4137+0,0530 0,2977+0,0026 ¢ 0,9848
Timol 1,4285+0,1172 0,3100+0,0145 b  0,9808
Ip-A BHT -0,3934+0,0117 0,5044+0,0042 ¢  0,9613
Control -0,7909+0,2417 0,8317£0,0651 a  0,9647
Carvacrol -0,6513+0,1954  0,6233+£0,0459 b  0,9461
Sabineno hidrato  -0,5792+0,0967  0,4795+0,0352 ¢ =~ 0,9471
Timol -0,0133+0,1630 0,4815+0,0094 ¢  0,9789

* Ecuaciones de regresion: Y = Bo + 1 X . donde Y = variable dependiente indice de perdxidos (IP), indice de die-
nos conjugados (DC) e indice de p-Anisidina (Ip-A) y X = variable independiente (dias).

** ANOVA y test DGC: pendientes (B1) de cada variable seguidas por letras distintas indican diferencias

significativas entre tratamientos o = 0,05.
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Analisis de componentes principales

En la Figura 5.4 se muestra el Biplot obtenido a partir de las dos primeras compo-
nentes principales (CP) de ACP realizado con los datos de las variables quimicas analizadas
para estos compuestos antioxidantes: DPPH-IC50 de los antioxidantes, y los indicadores
quimicos (IP, Ip-A y DC) de las muestras de aceite de canola (control, con BHT, con car-
vacrol, sabineno hidrato y timol) durante el almacenaje. Las dos primeras CP explican el
97,3% de la variabilidad total de las muestras. Este porcentaje se considera aceptable para
establecer correlaciones entre variables. La dispersion de los puntos indica la variabilidad
entre las muestras. Los indicadores quimicos de oxidacion lipidica (IP, DC e Ip-A) evaluados
sobre las muestras de aceite de canola se asociaron positivamente entre ellos, mostrando
coeficientes de correlacion de Pearson positivos superior a 0,83. La muestra control se en-
cuentra asociada a mayores valores de los indicadores quimicos de oxidacion. Las muestras
con BHT y con timol y sabineno-hidrato se asociaron entre ellas y opuestas a la muestra
control. La muestra con carvacrol se ubicd en una zona intermedia en el Biplot. No se ob-
servo correlacion significativa entre los valores de DPPH-IC50 de los compuestos y los in-
dicadores quimicos de oxidacion en el aceite de canola. Esto puede deberse principalmente
a que el sabineno hidrato no tuvo actividad como secuestrante del DPPH y tuvo buena acti-
vidad antioxidante sobre el aceite de canola, y el carvacrol presento actividad frente al DPPH
pero inferior estabilidad del aceite de canola, en comparacién con los otros monoterpenos.
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Figura 5.4 Biplot de las primera y segunda componentes principales del analisis de componentes principales. Variables:
indicadores quimicos (indice de peréxidos: IP, dienos conjugados: DC, indice de p-anisidina, Ip-A) del estudio de oxida-
cion de aceite de canola: control, con el agregado de BHT y los monoterpenos: Carvacrol, Sabineno hidrato y Timol, y

el IC50 de DPPH (DPPH-IC50) de los compuestos antioxidantes.
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Efecto sinérgico de los monoterpenos junto al antioxidante sintético BHT

en aceite de canola

El estudio del efecto sinérgico entre los monoterpenos (compuestos antioxidantes
naturales) en combinacion con BHT resulta de importancia ya que se busca sustituir a los
antioxidantes sintéticos o disminuir su proporcién y lograr un efecto antioxidante similar o
superior. Los resultados del estudio de almacenaje para determinar el efecto antioxidante
sinérgico entre los monoterpenos y el antioxidante sintético BHT en aceite de canola se pre-
sentan en las Figuras 5.5 (carvacrol-BHT), 5.6 (sabineno hidrato-BHT) y 5.7 (timol-BHT).
En el dia O de almacenaje todos las combinaciones de los tres monoterpenos con el BHT
tuvieron valores de IP similares (1,61 meq O2/kg). En general los valores de IP se incremen-
taron significativamente durante el tiempo de almacenaje en todos los tratamientos y se ob-
servaron diferencias significativas entre los tratamientos, para los tres monoterpenos en las
diferentes combinaciones con BHT. En todos los casos la muestra control (sin antioxidantes)
resultd, al final del estudio (14 dias de almacenaje) con mayor IP en comparacion con los

aceites que tenian antioxidantes agregados.

En la Figura 5.5 (combinaciones de carvacrol con BHT) se observa que las mezclas
monoterpenos:BHT 0:100 (BHT puro) y 20:80 tuvieron los menores valores de IP (a los 14
dias), sin diferencias significativas. Las mezclas con mayores cantidades de carvacrol tuvie-
ron superiores IP, sin diferencias significativas entre ellas ni con el carvacrol puro. Esto
indicaria que no se observa sinergismo significativo entre estos compuestos para las propor-
ciones analizadas, sin embargo el uso de un 20% de carvacrol y un 80% de BHT proporciono

el mismo efecto antioxidante que utilizando el 100% de BHT.

En la Figura 5.6 (combinaciones sabineno hidrato-BHT) se muestra que los trata-
mientos BHT puro (0:100), sabineno puro (100:0) y las mezclas 40:60 y 80:20 tuvieron va-
lores similares de IP, mientras que la mezcla 20:80 tuvo el menor valor de IP. Esto indicaria
que para esta Ultima proporcion (monoterpeno:BHT 20:80) se puede decir que los compues-
tos estarian actuando sinérgicamente, y se logré un efecto antioxidante superior al combinar
el 20% de los monoterpenos con el 80% de BHT, en comparacién con el BHT y el monoter-
peno puros. El resto de las combinaciones y el monoterpeno puro tuvieron similar actividad

antioxidante que el BHT puro.
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En la Figura 5.7 (combinaciones timol-BHT) se observa un efecto similar al del sa-
bineno hidrato con el BHT, la proporcidn que mostré menor IP fue la 20:80, y el BHT puro
y el timol puro y el resto de las mezclas tuvieron IP similares. Es decir que también para este

monoterpeno se podria decir que actua sinérgicamente con el BHT en la proporcion 20:80.
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Figura 5.5 indice de peroxidos (IP) de las muestras de aceite de canola: aceite de canola control y aceite de canola
adicionado con el monoterpeno Carvacrol y el antioxidante sintético BHT en las siguientes proporciones monoter-
peno:BHT: control, 0:100 (BHT), 20:80, 40:60, 60:40, 80:20 y 100:0 observado en los dias 0 y 14 del estudio de oxida-
cion acelerada a 60 °C. Letras diferentes sobre las barras en un mismo dia indican diferencias significativas entre las
muestras (ANOVA y test DGC, a=0,05).
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Figura 5.6 Indice de peroxidos (IP) de las muestras de aceite de canola: aceite de canola control y aceite de canola
adicionado con el monoterpeno Sabineno hidrato y el antioxidante sintético BHT en las siguientes proporciones mo-
noterpeno:BHT: control, 0:100 (BHT), 20:80, 40:60, 60:40, 80:20 y 100:0 observado en los dias 0 y 14 del estudio de
oxidacion acelerada a 60 °C. Letras diferentes sobre las barras en un mismo dia indican diferencias significativas entre
las muestras (ANOVA y test DGC, a=0,05).
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Figura 5.7 indice de peroxidos (IP) de las muestras de aceite de canola: aceite de canola control y aceite de canola
adicionado con el monoterpeno Timol y el antioxidante sintético BHT en las siguientes proporciones monoter-
peno:BHT: control, 0:100 (BHT), 20:80, 40:60, 60:40, 80:20 y 100:0 observado en los dias 0 y 14 del estudio de
oxidacion acelerada a 60°C. Letras diferentes sobre las barras en un mismo dia indican diferencias significativas entre
las muestras (ANOVA y test DGC, a=0,05).

Estos resultados permiten afirmar que posiblemente exista un comportamiento sinér-

gico entre estos monoterpenos y el BHT, sin embargo es necesario un estudio mas profundo,
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con mayor cantidad de combinaciones y concentraciones de los compuestos puros para con-

firmar dicho efecto sinérgico.

Es dificil determinar de antemano el poder antioxidante de un aceite esencial, solo
teniendo en cuenta sus constituyentes. Milos y Makota, (2012) mostraron un efecto sinérgico
mas 0 menos pronunciado entre combinaciones de dos antioxidantes, indicando que la pre-
sencia del grupo hidroxilo en timol y carvacrol juega un papel crucial para este fendbmeno.

Confirmando un efecto sinérgico en la actividad antioxidante entre timol y carvacrol.
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Conclusiones

Los resultados del estudio de estabilidad de aceite de canola con el agregado de los
monoterpenos timol, carvacrol y sabineno hidrato indican que dichos compuestos presenta-
ron actividad antioxidante. En general, los compuestos sabineno hidrato y timol tienen simi-
lar actividad al antioxidante sintético BHT y mayor actividad antioxidante que el carvacrol.
En el caso de los monoterpenos carvacrol y timol, se puede atribuir esta actividad anti-oxi-
dante a que actian como secuestrantes de radicales perdxidos que se forman al oxidarse los
acidos grasos presentes en el aceite de canola y ambos al ser compuestos fendlicos estabili-
zan el radical formado por resonancia en su anillo aromatico, ya que presentan actividad
secuestrante del radical DPPH. En el caso del monoterpeno sabineno hidrato, se puede atri-
buir su actividad antioxidante a que actla como inhibidor de la formacion de los radicales

perdxidos.

Se observa efecto sinérgico en la combinacion de los monoterpenos sabineno hidrato
y timol con el BHT en la proporcion 20:80, es decir que para estos compuestos es conve-
niente utilizar una mezcla 20:80 de monoterpenos:BHT logrando mejor efecto antioxidante
gue con los compuestos puros. Para las mezclas carvacrol-BHT no se observa dicho efecto,
sin embargo la combinacion 20:80 resulta con similar actividad que el BHT puro, lo cual es
importante para disminuir el uso de este antioxidante sintético. Un estudio méas exhaustivo
permitiria comprender el efecto que ocurre al combinar un monoterpeno y el antioxidante
sintético BHT.

Podemos concluir que estos monoterpenos son compuestos antioxidantes de origen
natural que podrian ser utilizados como aditivos en alimentos de alto contenido de lipidos

para sustituir o disminuir el uso de los antioxidantes sintéticos.
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CAPITULO VI

Efecto antioxidante de los monoterpenos carvacrol, sabineno

hidrato y timol sobre semillas de girasol tostadas

Introduccion

Como se explicé en el capitulo 111, debido a la composicidn del aceite de girasol,
rico en acidos grasos poliinsaturados tales como 18:2 (&cido linoleico) las semillas de
girasol son consideradas de gran valor nutricional (Britfalean et al., 2008) y son princi-
palmente utilizadas en la produccién de aceites comestibles y para la alimentacién animal.
La susceptibilidad de los acidos grasos a la oxidacién depende directamente de su grado
de insaturacion (Nepote et al., 2006, 2009; Riveros et al., 2009; Olmedo et al., 2013). Las
reacciones de oxidacion implican considerables pérdidas de calidad, aceptacidn sensorial
y valor nutricional limitando la vida util de los alimentos lipidicos (Nepote et al., 2006;
Asensio et al., 2011, 2012).

Los antioxidantes son compuestos que tienen la capacidad de retrasar, retardar o
prevenir procesos de oxidacion de lipidos (Decker, 2002). La aplicacion de antioxidantes
es la forma técnicamente mas simple de reducir la oxidacion de los lipidos. Los antioxi-
dante naturales provenientes de plantas aromaticas comestibles tienen muchas ventajas
tales como: son aceptados por los consumidores, son considerados seguros al provenir de
fuentes naturales y tienen propiedades sensoriales funcionales (Olmedo et al., 2009;
Asensio et al., 2012)

La estabilidad oxidativa es un indicador importante para determinar la calidad y
vida til de los aceites ya que los compuestos de bajo peso molecular que otorgan sabores
desagradables son producidos durante el proceso de oxidacién, logrando que el aceite sea
inaceptable para los consumidores o para el uso industrial como ingrediente de los ali-
mentos (Choe y Min, 2006)

El andlisis de los gases del espacio de cabeza por micro-extraccion en fase solida
(HS-SPME) es un método rapido, sensible, sin disolventes y econémico para la prepara-

cion de la muestra antes del andlisis de cromatografia de gases (Lambropoulou et al.,
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2007). Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para la determinacion de compuestos

volatiles en muestras de aceite comestibles frescos y oxidados (Vichi et al., 2008).

La aplicacion de componentes de aceites esenciales de planta aromaticas como
antioxidantes en alimentos lipidicos no ha sido muy evaluada hasta el momento. Al igual
que los aceites esenciales, sus componentes impartirian cambios en las propiedades orga-
nolépticas de los alimentos. Por lo tanto, una caracterizacion quimica y sensorial simul-
tanea nos permitiria lograr un balance entre aceptabilidad sensorial y propiedades anti-

oxidantes.

El objetivo de este capitulo fue evaluar el afecto antioxidante de los monoterpenos

carvacrol, timol y sabineno hidrato en semillas de girasol tostadas.
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Materiales y Métodos

Materiales

Semillas de girasol sanas y limpias de la cosecha 2010, Helianthus annuus, pro-

vistas por la compariia “Argensun S.A.” de Buenos Aires, Argentina.

Los monoterpenos carvacrol, sabineno hidrato y timol fueron adquiridos en

Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina).

Preparacion de muestras y tratamientos

Las semillas de girasol fueron tostadas a 150 °C en un horno (Memert, modell
600, Schwabach, Germany) por 30 minutos. Sobre las semillas tostadas, se agrego en
forma de glaseado aceite de girasol refinado (Natura, Aceitera General Dehesa, General
Cabrera, Cordoba, Argentina) en una proporcion 2% (p/p). Se prepararon cinco produc-
tos: semillas de girasol tostadas sin el agregado de aditivos (GT-C), con el agregado de
antioxidante sintético BHT (GT-BHT), y con el agregado de los monoterpenos: carvacrol
(GT-Car), sabineno hidrato (GT-S) y timol (GT-T). Los compuestos antioxidantes (BHT
y monoterpenos) se incorporaron en el aceite de glaseado, para obtener una concentracion

final de 0,02% p/p de antioxidante sobre el producto final.

Almacenaje y muestreo

Cada muestra de semillas de girasol tostadas (100 g de cada producto) fue empa-
cada en bolsas plasticas de 27 x 28 cm (Ziploc; SC Johnson & Son, Buenos Aires, Ar-
gentina) y almacenadas a temperatura ambiente (23 °C) en oscuridad, con 60-70% de
humedad relativa, durante 35 dias. Las muestras fueron extraidas del almacenaje cada 7
dias para la evaluacion de los cambios en los indicadores quimicos y sensoriales. Las

muestras también se evaluaron en el dia “cero”.
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Analisis quimicos

Las muestras de semillas de girasol tostadas almacenadas se prensaron (prensa
hidraulica de 20 toneladas, Hermes I. Dupraz S.R.L. Cérdoba, Argentina) para extraer el
aceite. El aceite obtenido fue sometido a los siguientes andlisis quimicos: indice de peré-
xidos (IP) (AOAC, 1995) e indice de p-anisidina (Ip-A) (IUPAC, 1987).

Analisis de volatiles de oxidacion (AV)

Condiciones de ES-MEFS. Para el analisis de analisis de gases en el espacio de
cabeza (EC) se utilizo la metodologia de microextraccion en fase solida (MEFS). Se uti-
liz6 una fibra de MEFS de divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) 50/30 um, StableFlex, 1 cm de largo, montado en un conjunto de
soporte manual de SPME de Supelco (Bellefonte, Pensilvania). Antes de su uso, la fibra
se acondiciond siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las condiciones de extrac-
cién fueron seleccionadas de acuerdo a un método optimizado previamente en nuestro
laboratorio. Se colocaron 2 gr de muestra de semillas de girasol tostadas en un vial dentro
de un bafio de agua mantenido a 60°C, para acelerar el equilibrio de los compuestos vo-
latiles entre la muestra y el espacio de cabeza. Después de un periodo de equilibrio de la
muestra de 10 min, la aguja del dispositivo de SPME se insert0 en el vial a través del
septo y la fibra se expuso al espacio de cabeza del vial durante 30 min. Después de ese
tiempo, la fibra se retrajo hacia el conjunto de la aguja, se retir6 del frasco, y se transfirié

al puerto de inyeccién de la unidad de CG, donde fue desorbida inmediatamente.

Analisis de cromatografia gaseosa y espectrometria de masa (CG-EM). El
analisis de los compuestos volatiles se llevo a cabo en un equipo Perkin EImer Clarus 600
acoplado a detector de masas de trampa de iones (Perkin Elmer, Shelton, Connecticut,
USA). Se utilizé una columna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm i.d x 0,25 mm de espesor;
Supelco, Bellefonte, Pensilvania). EI programa de temperaturas fue: 10 minutos a 50 °C
y luego una rampa de calentamiento de 4 °C/minuto hasta llegar a 280 °C y se mantuvo
a esta temperatura por 5 minutos. Se utilizé helio como gas portador a una velocidad de
flujo de 1 ml / min. Las temperaturas de la fuente de iones y de la linea de transferencia
del GC-MS fueron 180 y 300 °C, respectivamente. La temperatura del inyector fue de
270 °C y el tiempo para la desorcién de la fibra fue de 10 min en el modo splitless (1,5

min sin division del periodo).
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La identificacién de los compuestos volatiles en las muestras de semillas de gira-
sol tostadas se llevo a cabo en el modo de barrido completo (m / z 40-550), por una com-
binacion de biblioteca espectral de masas NIST, por comparacion de sus indices de reten-
cién y datos publicados de espectros de masa (Beltran et al., 2011) y tiempos de retencién
de cromatografia de gases de los compuestos estandar. Se registraron las respuestas cro-
matograficas de los compuestos volatiles detectados (recuentos por area de pico) para las

mediciones comparativas de cada compuesto en las muestras estudiadas.

Métodos sensoriales

Analisis descriptivo

Sobre las muestras extraidas del almacenaje se realiz6 un analisis descriptivo, con
la finalidad de conocer cuantitativamente y cualitativamente los atributos sensoriales de
los productos frescos (perfil sensorial inicial) y los cambios durante su almacenaje. A tal
fin, se utilizé un panel constituido por 10 jueces (6 mujeres y 4 hombres) que fueron
previamente entrenados de acuerdo a lo recomendado por Lawless y Heymann (2010) y
por lo realizado sobre productos de mani por Grosso y Resurreccion (2002). La metodo-
logia del entrenamiento y evaluacion de las muestras ya fue mencionada en el capitulo 111

(Plemmons y Resurreccion, 1998; Nepote et al., 2009).

Durante el entrenamiento se describieron y definieron los atributos que se mues-
tran en la Tabla 6.1. Para cada atributo se utilizaron productos de referencias, y fueron
asignadas sus intensidades en una escala lineal no estructurada de 0-150 mm. Ademas
para cada atributo se utilizo girasol tostado como referencia de todos los atributos, mues-
tra que se denomina "warm up" (Plemmons y Resurreccion, 1998). En la Tabla 6.2 se

muestran las intensidades asignadas a las referencias y a la muestra "warm up".
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Tabla 6.1. Definicion de atributos sensoriales evaluados sobre las muestras de girasol

tostado.

Atributo

Definicion

Apariencia
Color marrén
Rugosidad
Brillo

Sabor

Girasol tostado
Girasol oxidado
Cartén

Esencia

Gusto

Amargo

Acido

Factor de sensacion

Astringencia
Textura
Crujiente

Dureza

Apariencia asociada al color marrén.
Apariencia asociada con una superficie irregular, despareja.

Cantidad de luz reflejada por la superficie.

Sabor y aroma asociado con un girasol tostado en un punto me-
dio.

Sabor y aroma asociado con aceite/grasa rancia o vieja.

Sabor y aroma asociado a carton humedo.

Sabor y aroma asociado a los monoterpenos carvacrol, sabineno

hidrato y timol.

El gusto percibido en la lengua asociado a una solucién amarga
como la cafeina.
El gusto percibido en la lengua asociado a una agente acido como

el 4cido citrico.

Sensacion de sequedad en boca y lengua.

Magnitud de sonido generado al masticar con los molares.
Fuerza necesaria para comprimir y romper un alimento con los

molares.
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Tabla 6.2. Intensidades de referencias estandares y de muestra “warm up” utilizados

en las pruebas sensoriales descriptivas de girasol tostado.

Intensidad de
Intensidad
Atributos Referencias estandares atributos
“warm up”
(escala 0-150 mm)

Color marrén Poroto? 10 52
Café? 120

Rugosidad Copos de maiz® 110 14

Brillo Poroto! 35 21

Sabor girasol tostado  Girasol tostado 44 57
medio*

Sabor girasol oxidado  Girasol oxidado® 100 7

Sabor cartén Cartdn 30 20

Sabor carvacrol Monoterpeno carvacrol 40 0

al 0,02% p/p en granos
de girasol tostados

Sabor sabineno hidrato Monoterpeno sabineno 30 0
hidrato al 0,02% p/p en
granos de girasol tosta-
dos

Sabor timol Monoterpeno timol al 35 0
0,02% p/p en granos de

girasol tostados

Gusto amargo Cafeina
0.05% 20 19
0.08% 50
0.15% 100
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Tabla 6.2. Intensidades de referencias estandares y de muestra “warm up” utilizados

en las pruebas sensoriales descriptivas de girasol tostado.

Atributos

Referencias estandares

Intensidad de

Intensidad
atributos

“warm up”
(escala 0-150 mm)

Gusto amargo Cafeina
0.05% 20 19
0.08% 50
0.15% 100
Gusto acido Acido citrico 7
0.05% 20
0.08% 50
0.15% 100
Astringencia Té" 34 35
Crujiente Copo de maiz® 110 23
Dureza Almendra’ 70 19

1 Porotos obtenidos comercialmente en “Grandiet”, provincia de Coérdoba, Argentina.

2 Café Nescafé® clasico sabor intenso elaborado por Nestlé Brasil Ltda. Importado y fraccionado por Nestlé Ar-
gentina S.A., Buenos Aires, Argentina.

3 Copos de maiz “Granix”, Buenos Aires, Argentina.

4 Girasol pelado tostado. El grado de tostado fue a punto medio.

5 Girasol pelado tostado que fue almacenado durante 126 dias a 40°C.

6Té Taragui elaborado por Establecimiento Las Marias. Corrientes, Argentina.

" Almendras obtenidas comercialmente en “Grandiet”, Cordoba, Argentina.

La evaluacion de las muestras de estudio se realiz6 de manera individual teniendo
siempre presente en la sala de evaluacion un listado de los atributos con sus respectivas
definiciones, un listado de las referencias estandares con sus respectivas intensidades para
cada atributo y los valores de intensidades del “warm up”. A cada juez se le entregaron 5
gramos de muestra de cada producto a evaluar, el “warm up” y las referencias estandares.

Las muestras fueron codificadas con nimero de tres digitos y fueron presentadas al azar.
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Los resultados de las evaluaciones se registraron en planillas, asignandoles valores de

intensidades para cada atributo usando una escala lineal no estructurada de 0-150 mm.

Analisis estadisticos

Los datos fueron analizados utilizando el programa estadistico InfoStat, version
2012p (Di Rienzo et al., 2012). La evaluacion sensorial descriptiva fue organizada en
bloques por panelista. La variabilidad de blogue a bloque fue tomada en cuenta con el fin
de aumentar la sensibilidad del estudio (Meilgaard et al., 2010). Se calcularon para cada
variable quimica y sensorial los promedios y las desviaciones estandar. Se realiz6 analisis
de la varianza (a.= 0,05) y prueba posterior por el test de Di Rienzo, Guzman y Casanoves
(DGC) para encontrar diferencias significativas entre los promedios (Sokal y Michener,
1958). Se utilizaron las ecuaciones de regresion lineal simple para determinar el efecto
de la variable independiente (tiempo de almacenamiento) sobre los pardmetros quimicos
y sensoriales evaluados durante el almacenamiento de las muestras. Se ajusté un modelo
lineal simple: y = o + B1X, donde 'y' fue la variable dependiente (indicadores quimicos y
atributos sensoriales); Bo fue una constante que es igual al valor de la 'y' cuando el valor
de 'X'=0; 1 es el coeficiente de X', "X es la variable independiente (tiempo). Los analisis
de correlacion se realizaron empleando el coeficiente de Pearson con el fin de obtener las
asociaciones entre las variables quimicas y sensoriales del estudio de almacenamiento. El
analisis de componentes principales (ACP) (Johnson y Wichern, 2007) se realiz6 sobre
la matriz de correlacion de los datos estandarizados de los indicadores quimicos (indice
de perdxidos, dienos conjugados e indice de p-anisidina y volatiles de oxidacion) del es-
tudio de almacenamiento de semillas de girasol tostadas y los atributos sensoriales (oxi-
dado, carton, girasol tostado y el sabor del aceite esencial) de las muestras de semillas de
girasol tostadas control (GT-C), con los monoterpenos (GT-Car, GT-S y GT-T) y con
BHT (GT-BHT). El propdsito del ACP fue explorar las asociaciones entre las variables

sensoriales y quimicas de las muestras.
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Resultados y Discusion

Analisis gquimicos y sensoriales de las semillas de girasol tostadas du-

rante el almacenaje

Analisis quimicos

El cambio en los valores de IP de las muestras de semillas de girasol tostadas
control (GT-C), con los monoterpenos (GT-Car, GT-S y GT-T) y con BHT (GT-BHT)
durante el almacenaje se muestra en la Figura 6.1. En general, los valores de IP de todos
los tratamientos se incrementaron significativamente (o = 0,05) con el tiempo de almace-
namiento. Inicialmente, todos los tratamientos tuvieron el mismo valor de IP (1,73 meq
0O2/kg), y a partir del dia 7 se observaron diferencias significativas en el IP de las muestras.
La muestra con BHT mostrd los menores valores de IP a partir del dia 7 de almacenaje.
A partir del dia 21, la muestra control mostrd los mayores valores de IP. Las muestras
con monoterpenos (GT-Car, GT-S y GT-T) tuvieron valores intermedios de IP entre el
control y el BHT. A partir del dia 21, la muestra con sabineno (GT-S) presenté los meno-
res valores de IP en comparacion con los otros monotererpenos. Las muestras con car-
vacrol y timol no se diferenciaron significativamente en sus valores de IP durante todo el
almacenaje. En el dia 35, el Gltimo dia de almacenaje, la muestra GT-BHT tuvo el menor
valor de IP (27,74 meq O2/kg) y la muestra GT-C el mayor valor de IP (145,35 meq
0./kg). El tratamiento GT-S (58,05 meq O2/kg) tuvo el menor valor de IP entre las mues-
tra con monoterpenos y presentd diferencias significativas con ellos. Las muestras GT-
Car (98,95 meq O2/kg) y GT-T (89,2 meq O2/kg) no mostraron diferencias significativas

entre ellas.
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Figura 6.1 Indice de peroxidos (IP) de las muestras de semillas de girasol tostadas: control (GT-C), con el agregado
de BHT (GT-BHT), y los monoterpenos carvacrol (GT-Car), sabineno hidrato (GT-S) y timol (GT-T) durante el
almacenaje a temperatura ambiente.

El cambio en los valores de Ip-A de las muestras de semillas de girasol tostadas
control (GT-C), con los monoterpenos (GT-Car, GT-S y GT-T) y con BHT (GT-BHT)
durante el almacenaje se muestra en la Figura 6.2. En general, los valores de Ip-A de
todos los tratamientos se incrementaron significativamente (o = 0,05) con el tiempo de
almacenamiento a excepcidn del tratamiento GT-BHT que no se modificé significativa-
mente durante el almacenaje. Inicialmente, todos los tratamientos tuvieron el mismo valor
de Ip-A (2,27) y mostraron diferencias significativas a partir del dia 14. En el dia 21 se
observa que la muestra control tuvo los mayores valores, el tratamiento con BHT tuvo los
menores valores, y las muestras con monoterpenos tuvieron valores de Ip-A intermedios,
sin observarse diferencias significativas entre las muestras con monoterpenos. En el dia
35, se observa el mismo comprotamiento que en el dia 21, la muestra GT-C presentd el
mayor valor de Ip-A (9,05) y la muestra GT-BHT el menor valor (2,71). Las muestras de
girasol tostado con el agregado de los monoterpenos GT-Car, GT-Sy GT-T no presenta-

ron diferencias significativas en sus valores de Ip-A (6,45; 5,95 y 6,48, respectivamente).
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Figura 6.2 Indice de p-anisidina (Ip-A) de las muestras de semillas de girasol tostadas control (GT-C), con el agre-
gado de BHT (GT-BHT), y los monoterpenos carvacrol (GT-Car), sabineno hidrato (GT-S) y timol (GT-T) durante
el almacenaje a temperatura ambiente.

El principal aldehido seleccionado para la evaluacion de la estabilidad oxidativa
fue hexanal. Este es un compuesto volatil, y su contenido esta directamente relacionado
con el desarrollo del olor y sabor a oxidado o rancio, tiene un bajo umbral de olor y se
considera un indicador de la calidad del aceite (Mexis et al., 2009). El hexanal se deriva
de 13-hidroperoxido, que es uno de los principales hidroperoxidos formados por auto-

oxidacion de acido linoleico (Fullana et al., 2004).

El area del pico obtenido (cuentas electronicas) para el hexanal por medio del
analisis de los volatiles (AV) de las muestras de girasol tostado por CG-EM se puede
relacionar directamente con el contenido de este compuesto en las muestras, a los fines
comparativos. ElI cambio en los valores de area de pico del hexanal, de las muestras de
semillas de girasol tostadas control (GT-C), con los monoterpenos (GT-Car, GT-Sy GT-
T) y con BHT (GT-BHT) durante el almacenaje se muestra en la Figura 6.3. En general,
los contenidos de hexanal de todos los tratamientos se incrementaron significativamente
(a=10,05) con el tiempo de almacenamiento a excepcion del tratamiento GT-BHT que no
se modifico significativamente. Inicialmente, todos los tratamientos tuvieron valores si-
milares de area de pico del hexanal entre 1,05 y 1,89 (x 1.000.000), y se observaron dife-

rencias significativas entre los tratamientos a partir del dia 7 de almacenaje. El tratamiento
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control tuvo las mayores areas y el BHT tuvo las menores areas, mientras que los trata-
mientos con monoterpenos tuvieron areas intermedias, sin diferencias significativas entre
ellos. En el dia 35, los valores de las areas reflejan este comportamiento: GT-C tuvo el
mayor valor final (20,30), GT-BHT tuvo el menor valor (2,16), y las muestras con mono-
terpenos mostraron valores intermedios GT-Car (12,82), GT-S (11,66) y GT-T (11,72) (x
1.000.000).
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Figura 6.3 Areas de pico (cuentas electronicas x 1000000, obtenidas por CG-EM de los volatiles de las muestras)
para el hexanal en las muestras de semillas de girasol tostadas control (GT-C), con el agregado de BHT (GT-BHT),

y los monoterpenos carvacrol (GT-Car), sabineno hidrato (GT-S) y timol (GT-T) durante el almacenaje a temperatura
ambiente.

El analisis de los compuestos volatiles de las muestras por CG-EM también per-
mitid detectar el contenido de los antioxidantes agregados (BHT, carvacrol, timol y sabi-
neno hidrato). La variacion del area del pico (cuentas electronicas) para los antioxidantes
agregados a las semillas de girasol tostadas durante el almacenaje se muestra en la Figura
6.4.

En la Figura 6.4 se puede observar el decaimiento en la cantidad de antioxidante
agregado en las semillas de girasol tostadas. En general todos los antioxidantes disminu-
yeron durante el tiempo de almacenaje. Se puede ver que los antioxidantes agregados

disminuyen mas rapidamente al comienzo del almacenaje (0-14 dias), siendo mayor la
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tendencia en el tratamiento GT-S. Los tratamientos GT-Car y GT-T no mostraron dife-
rencias significativas entre ellos durante todo el tiempo de almacenaje, y la tendencia de

disminucion de estos compuestos resultd similar a la del BHT.
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Figura 6.4 Areas de pico (cuentas electronicas x 1000000, obtenidas por CG-EM de los volatiles de las muestras)
para los compuestos antioxidantes agregados (BHT, carvacrol, sabineno hidrato y timol) en las muestras de semillas
de girasol tostadas control (GT-C), con BHT (GT-BHT), y con los monoterpenos carvacrol (GT-Car), sabineno hi-
drato (GT-S) y timol (GT-T) durante el almacenaje.

Segun los resultados quimicos (IP, Ip-A y contenido de hexanal), la adicion de
BHT y monoterpenos carvacrol, sabineno hidrato y timol proporciona proteccion a las
semillas de girasol tostadas contra la oxidacion de los lipidos. Trabajos previos indican el
efecto antioxidante del aceite esencial de orégano, rico en su composicién gquimica en
timol y carvacrol, aplicado a otros alimentos como el aceite de oliva y productos de mani
(Olmedo et al., 2008; Asensio et al., 2011, 2012). Estos resultados se relacionan con el
estudio de las diferentes especies de orégano (Capitulo 1V), ya que las especies que mues-
tran mayor actividad son las que también tienen elevados contenidos de los monoterpenos

timol y sabineno hidrato (Cordobés y Compacto).
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Analisis sensoriales

La descripcion sensorial de las muestras en el dia “cero” del almacenamiento se
muestra en la Tabla 6.4. Los atributos que més se destacaron en todas las muestras antes
del almacenaje fueron el color (intensidades entre 53,25-54,17 en una escala 0-150) y el
sabor a girasol tostado (57,50-60,42), mientras que los atributos negativos como el sabor
a oxidado y carton resultaron con valores bajos (menores a 17). En general no se obser-
varon diferencias significativas entre las muestras para la mayoria de los atributos eva-
luados en los productos frescos, excepto para el atributo sabor a monoterpeno. La muestra
GT-Car (33,5) tuvo mayor intensidad para este atributo, seguido por las muestras GT-S
(25,13) y GT-T (17,25).
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Tabla 6.3. Promedios y desviaciones estandares (n=3) de los atributos sensoriales en el dia cero de almacenaje de las

muestras de semillas de girasol tostadas (GT-C), con el agregado de BHT (GT-BHT) y los monoterpenos carvacrol (GT-

Car), sabineno hidrato (GT-S) y timol (GT-T)

Atributo GT-BHT GT-C GT-Car GT-S GT-T

Color 53,25+ 0,66 54,17+0,58 53,75+£1,25 54,00+£0,50 53,42+0,29
Rugosidad 14,25+0,25 14,25+0,25 14,25+0,25 14,25+0,25 14,00+0,25
Brillo 18,25+0,50 18,08+0,29 18,42+0,52 18,25+0,25 18,25+0,50
Girasol tostado 59,42+0,80 60,42+2,90 58,67+1,89 57,5+1,95 59,08+0,52
Oxidado 4,00+1,32 4,33£1,61 4,00+£1,32 4,00+£1,32 4,00+1,32
Carton 16,00+0,25 15,75+0,25 15,83+0,29 16,33+0,58 15,92+0,38
Sabor a monoterpenos 0,00+0,00 d 0,00+0,00 33,50+2,25 25,13+1,88 17,25+1,39
Amargo 18,67+0,38 17,67+1,04 19,33+1,89 19,42+1,81 19,67+1,59
Acido 0,13+0,13 0,25+0,25 0,13+0,13 0,13+0,13 0,13+0,13
Astringencia 30,50+ 0,66 30,00£1,50 31,17+£1,15 30,5+0,66 30,67+0,76
Crujiente 20,75+0,75 20,00+1,32 21,25+0,25 21,5+0,25 20,67+0,63
Dureza 21,58+1,51 22,00+£0,50 21,92+0,14 21,75+0,25 21,08+0,95

* Promedio + desviacién estandar seguidos por letras diferentes en cada fila muestran diferencias estadisticamente significativas entre las muestras (ANOVA 'y
DGC test, a = 0,05).
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Los atributos que mostraron cambios en sus intensidades durante el almacenaje de las
muestras fueron los sabores a oxidado, a carton, a girasol tostado y a los monoterpenos. Estos

cambios se presentan en las Figuras 6.5-6.8.

Todas las muestras de girasol tostado presentaron incrementos en las intensidades de
los atributos sabor a oxidado (Figura 6.5) y sabor a carton (Figura 6.6), durante el almacenaje.
Se detectaron diferencias significativas en estos atributos entre las muestras luego del dia 14.

La muestra GT-C mostrd los mayores valores de estos atributos.

En cuanto al sabor a oxidado (Figura 6.5), en general se observo que el tratamiento
con carvacrol (GT-Car) tuvo las menores intensidades, seguido por el GT-BHT, luego el GT-
T y el GT-S. Al final del almacenaje (35 dias), la muestra GT-C (52,00) tuvo el valor méas
alto en el atributo sabor oxidado, mostrando diferencias significativas con los demas trata-
mientos. El tratamiento GT-Car tuvo la menor intensidad (23,00), sin diferencias con GT-
BHT (27,00) Los tratamientos GT-T (31,00) y GT-S (34,00) resultaron con intensidades in-

termedias y sin diferencias entre ellos.
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Figura 6.5 Atributo sensorial sabor oxidado de las diferentes muestras de semillas de girasol tostadas (GT-C), con el
agregado de BHT (GT-BHT) y los monoterpenos carvacrol (GT-Car), sabineno hidrato (GT-S) y timol (GT-T)
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En cuanto al sabor a carton (Figura 6.6), se observa que la muestra GT-C presento
mayor incremento y el menor incremento fue para GT-Car, seguido por GT-T, mientras que
GT-Sy GT-BHT presentaron incrementos similares e intermedios. En el dia 35, el tltimo dia
de almacenaje, la muestra GT-C (40,00) tuvo el valor més alto en el atributo sabor carton,
mostrando diferencias significativas con los demas tratamientos. Las muestras GT-S (34,00)
y GT-BHT (32,00) no mostraron diferencias significativas entre ellas y las muestras GT-Car
(23,00) y GT-T (26,00) tuvieron los valores mas bajos en este atributo, sin diferencias signi-

ficativas entre ellas y con diferencias en comparacion con el resto de los tratamientos.
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Figura 6.6 Atributo sensorial sabor cartén de las diferentes muestras de semillas de girasol tostadas (GT-C), con el
agregado de BHT (GT-BHT) y los monoterpenos carvacrol (GT-Car), sabineno hidrato (GT-S) y timol (GT-T)

El sabor a girasol tostado es considerado un atributo sensorial positivo. En todos los
productos, la intensidad de sabor a girasol tostado disminuyo durante el almacenaje (Figura
6.7). Como se explico en el Capitulo 11, la disminucion de este atributo durante el almacenaje
se considera un efecto negativo en la calidad sensorial del producto ya que durante el proceso
de tostado se desarrolla un aroma o sabor agradable como a nuez (Bozan y Temelli, 2008).
Inicialmente, todos los tratamientos presentaron similares intensidades para este atributo cer-
cano a 60. Las diferencias significativas entre las muestras se observan a partir del dia 21,
donde GT-C presentd la menor intensidad para este atributo y se diferencio significativa-
mente del resto de los tratamientos, los cuales no mostraron diferencias significativas entre

ellos.
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Figura 6.7. Atributo sensorial sabor a girasol tostado de las diferentes muestras de semillas de girasol tostadas (GT-C),
con el agregado de BHT (GT-BHT) y los monoterpenos carvacrol (GT-Car), sabineno hidrato (GT-S) y timol (GT-T).

El atributo sabor a monoterpenos también disminuyé en las muestras de GT-Car, GT-

Sy GT-T durante el almacenaje (Figura 6.8). Este comportamiento concuerda con los resul-

tados observados para los volatiles de los antioxidantes agregados en las muestras (Figura

6.4).
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Figura 6.8 Atributo sensorial sabor a monoterpeno de las diferentes muestras de semillas de girasol tostadas (GT-C),
con el agregado de BHT (GT-BHT) y los monoterpenos carvacrol (GT-Car), sabineno hidrato (GT-S) y timol (GT-T).
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Los resultados del analisis sensorial descriptivo de las muestras de girasol tostadas
indican que el agregado de monoterpenos protegié al producto inhibiendo la formacion de
sabores no deseable que provienen del proceso secundario de la oxidacion de lipidos (sabor
a oxidado y a carton), y previno la pérdida de atributos positivos como el sabor a girasol
tostado. Este efecto protector se condice con los resultados obtenidos en los indicadores qui-
micos de oxidacion presentados anteriormente. Otros investigadores, también informaron un
aumento en la intensidad de los atributos negativos (sabor oxidado y cartén) y disminucion
del atributo positivo a tostado durante el almacenaje de mani y productos relacionados indi-
cando un deterioro de sus propiedades organolépticas (Riveros et al., 2010; Olmedo et al.,
2012, 2013). El agregado de antioxidantes naturales como aceites esenciales y extractos de
tegumento de mani aportaron proteccion frente a la oxidacion de los lipidos en este tipo de
productos (Nepote et al., 2004; Olmedo et al., 2008).

Analisis de regresion lineal

En las Tablas 6.4 y 6.4 se presentan las ecuaciones de regresion lineal simple para los
indicadores quimicos y sensoriales, respectivamente, evaluados sobre las muestras de girasol

durante su almacenaje.

Los modelos de regresion lineal de los indicadores quimicos (IP, Ip-A, hexanal por
AV y antioxidantes por AV) del estudio de estabilidad de las muestras de girasol tostadas se
ajustaron correctamente al tiempo de almacenamiento (R% > 0,81) (Tabla 6.4). El analisis de
las pendientes (B1) de esas ecuaciones lineales indica la tendencia al deterioro de cada trata-
miento. Se encontraron diferencias significativas entre las muestras en las pendientes de estos
indicadores quimicos. La muestra GT-BHT mostré la mayor estabilidad quimica, mientras
que GT-C tuvo la estabilidad quimica méas baja comparada con las otras muestras. Las semi-
llas de girasol tostadas con los monoterpenos (GT-Car, GT-S y GT-T) tuvieron pendientes
intermedias, mostrando diferencias significativas entre ellas para IP, siendo GT-S el trata-
miento con menor pendiente de IP. Con respecto al analisis de los antioxidantes por CG-EM,
se observé mayor disminucién en la muestra GT-S y la muestra con menor pendiente fue
GT-BHT, indicando una menor perdida de este antioxidante durante el almacenaje. GT-Car

y GT-T tuvieron pendientes intermedias, sin diferencias entre ellos.
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Tabla 6.4. Ecuaciones de regresion y R? de las variables quimicas: indice de peroxi-
dos (IP), indice de p-anisidina (Ip-A) y contenidos de hexanal y de los antioxidantes
(por analisis de los volatiles (AV) por CG-EM) durante el almacenaje de las muestras
de girasol tostado control (GT-C), con BHT (GT-BHT), y con los monoterpenos car-
vacrol (GT-Car), sabineno hidrato (GT-S) y timol (GT-T).

Variable Muestra  Bo B R2
IP GT-BHT 9,4611+3,911 0,6959+0,089 d 0,657
GT-C 4,4038+ 1,257 4,0475+0,147 a 0,993
GT-Car 10,9654+ 4,462 2,6789+0,188 b 0,948
GT-S 12,5965+ 2,406 1,6982+0,16 ¢ 0,768
GT-T 12,1524+ 9,207 2,4773+0,621 b 0,868
Ip-A GT-BHT 2,4486+0,462 0,0052+0,015 ¢ 0,047
GT-C 1,4271+0,153 0,2129+0,017 a 0,947
GT-Car 2,1307+0,138 0,116+0,022 b 0,922
GT-S 1,8216+0,127 0,1176+0,015 b 0,900
GT-T 1,8429+0,047 0,1332+0,009 b 0,919
Hexanal GT-BHT 1,6716+0,221 0,0139+0,012¢ 0,351
(por AV) GT-C 1,8873+0,273 0,5104+0,042 a 0,966
GT-Car 0,8617+0,314 0,3506+0,018 b 0,943
GT-S 1,0513+0,699 0,3322+0,023 b 0,932
GT-T 0,4773+0,38 0,3146+0,022 b 0,966
Antioxidantes  GT-BHT  41,2325+3,032 -1,065+0,118 b 0,833
(por AV) GT-Car 69,9065+ 3,33 -1,459+0,155 ¢ 0,938
GT-S 156,724+ 7,531 -3,534+0,275 d 0,893
GT-T 72,2522+ 3,412 -1,504+0,18 c 0,957

* Ecuaciones de regresion: Y = Bo + B1X , donde Y = variables quimicas: indice de peréxidos (IP), indice de p-
anisidina (Ip-A) y contenidos de hexanal y de los antioxidantes, y X variable independiente (dias),

" ANOVA y test DGC: la pendiente (B1) de cada variable seguida con la misma letra en la columna no son sig-
nificativamente diferentes o = 0,05
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Para el caso de los atributos sensoriales, en la Tabla 6.5 se puede observar que las
ecuaciones de regresion lineal simple tuvieron buenos ajustes (R? > 0,75). La muestra GT-C
mostré la mayor pendiente en los atributos sensoriales negativos y positivos (sabor a oxidado,
a cartén y a girasol tostado). Para el sabor a oxidado, las muestras con BHT y carvacrol
tuvieron menor pendiente que los otros monoterpenos (sabineno hidrato y timol). Para el
sabor a carton, las muestras con menor pendiente fueron GT-Car y GT-T. Para el sabor a
girasol tostado, todos los antioxidantes resultaron con menor pendiente que el control, sin
diferencias entre ellos. Por ultimo, para el sabor a monoterpenos, se observo que a pesar de
que el carvacrol tuvo los mayores valores durante todo el almacenaje, su intensidad dismi-
nuy6 con mayor pendiente que los otros monoterpenos, sin diferencias entre timol y sabineno
hidrato.
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Tabla 6.5. Ecuaciones de regresion y R? de las variables sensoriales: sabores a oxidado,

cartdn, girasol tostado y monoterpeno durante el almacenaje de las muestras de girasol

tostado control (GT-C), con BHT (GT-BHT), y con los monoterpenos carvacrol (GT-
Car), sabineno hidrato (GT-S) y timol (GT-T).

Variable *
dependiente Muestra Bo B1 R2
Sabor a oxidado GT-BHT 4,3492+1,1760 0,6149+0,0430 c 0,9450
GT-C -1,0318+0,9090 1,4272+0,0620 a 0,9290
GT-Car 2,2063+1,6470 0,5374+0,1030 c 0,9120
GT-S 3,4762+0,3900 0,9252+0,0130 b 0,9500
GT-T 1,2857+0,8340 0,8218+0,0750 b 0,9200
Saboracarton ~ GT-BHT  14,6190+0,0480 0,4313+0,0370 b 0,9020
GT-C 13,4445+ 0,3990 0,7333+0,0730 a 0,9060
GT-Car 15,2698 +0,7530 0,2259+0,0760 c 0,8350
GT-S 13,7302+ 0,7470 0,4885+0,0650 b 0,8080
GT-T 14,7778+ 0,3060 0,3143+0,0270 c 0,8650
Sabor a girasol ~ GT-BHT  59,1111+0,8520 -0,2950+0,0290 a 0,8040
tostado GT-C 61,254+ 1,9300 -0,6270+0,0620 b 0,9480
GT-Car 59,6349+1,2380 -0,2780+0,1060 a 0,8360
GT-S 57,8254+ 1,7470 -0,2980+0,1030 a 0,8710
GT-T 60,3016+0,6470 -0,3730+0,0540 a 0,8910
Sabor a GT-Car 32,3968+ 3,2850 -0,7690+0,0970 ¢ 0,9070
monoterpeno GT-S 21,1270+0,8390 -0,4900+0,1140 b 0,7540
GT-T 16,5397+0,732 -0,4530+0,0150 b 0,9430

" Ecuaciones de regresion: Y = o + B2 X donde Y = variable atributos sensoriales (sabor a monoterpeno, sabor a
girasol tostado, sabor a carton y sabor a oxidado) y X variable independiente (dias).
" ANOVA vy test DGC: la pendiente (B1) de cada variable seguida con la misma letra en la columna no son signifi-
cativamente diferentes o = 0,05
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Analisis de correlacion y de componentes principales

Como se explicd en el capitulo 111, el analisis de componentes principales es una téc-
nica que reduce la dimensionalidad en un conjunto de datos. En la Figura 6.9 se muestra el
biplot obtenido a partir de las dos primeras componentes principales (CP) de ACP. Las dos
primeras CP explican el 70.2% de la variabilidad total de las muestras en el estudio de alma-
cenamiento de las semillas de girasol tostadas. Este porcentaje se considera aceptable para
evaluar la correlacion entre las variables. La dispersion de los puntos indica alta variabilidad
entre las muestras, observandose una clara diferencia entre las muestras con el agregado de
los monoterpenos y las muestras controles GT-C y GT-BHT. Los indicadores de oxidacién
(IP, Ip-A y hexanal) del estudio de almacenamiento de las muestras se asociaron positiva-
mente entre ellos y con los atributos negativos del andlisis sensorial (oxidado y carton) agru-
pandose todos ellos en el lado derecho del biplot. Para corroborar esta asociacion, se calcu-
laron también los coeficientes de correlacion de Pearson (Tabla 6.6), alli se pueden observar
coeficientes positivos y mayores a 0,69 entre los indicadores quimicos y los atributos senso-
riales negativos. Estos, se asociaron de forma negativamente con el atributo sensorial posi-
tivo, sabor de girasol tostado (coeficientes de correlacién entre -0,81 y -0,94). En el Capitulo
Il mencionamos que los aceites esenciales de orégano con mayor contenido de timol (AE-
Com y AE-Cor), tuvieron un menor valor de IC50 de DPPH, y relativamente menor pen-
diente para los indicadores quimicos de oxidacion IP e Ip-A mostrando actividad antioxidante
en el aceite de canola (Quiroga et al., 2011). Timol es un compuesto fendlico con demostrada
actividad antioxidante. Junto con carvacrol son los componentes mas activos de la familia de

los monoterpenos oxigenados (Ruberto y Baratta, 2000).

El Biplot sugiere una pobre asociacion entre los indicadores quimicos de oxidacion
(IP, Ip-A'y hexanal), los atributos sensoriales (sabor a oxidado, carton y girasol tostado) con
los diferentes sabores a los monoterpenos, que se corrobora observando los bajos coeficientes

de correlacion (Tabla 6.7).
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Figura 6.9 Biplot de la primera y segunda componentes del analisis de componentes principales. Variables: indicadores
quimicos: indice de peréxidos (IP), indice de p-anisidina (Ip-A), hexanal y monoterpenos (por analisis de volatiles, AV),
y los atributos sensoriales: sabor a oxidado, a carton, a girasol tostado y a monoterpenos, del estudio de almacenaje de
girasol tostado control (GT-C), con BHT (GT-BHT), y con los monoterpenos carvacrol (GT-Car), sabineno hidrato (GT-

S) y timol (GT-T).
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Tabla 6.6. Coeficientes de correlacidon de Pearson entre las variables quimicas y atributos sensoriales del estudio del almacenaje de

semillas de girasol tostadas.

IP Ip-A BHT Hexanal Monoterpe- Sabora Sabora Sabora Sabora  Sabora
(por AV) (por AV) nos (por AV) oxidado carton girasol carvacrol sabineno
tostado hidrato
Ip-A 0,92**
BHT (por AV) -0,39** -0,32**
Hexanal (por AV) 0,93** 0,95** -0,38**
Monoterpenos -0,30** -0,26** -0,36** -0,27**
(por AV)
Sabor a oxidado 0,78** 0,84** -0,20* 0,81**  -0,32**
Sabor a carton 0,69** 0,75** -0,16 0,72**  -0,38** 0,93**
Sabor a girasol tostado  -0,81 ** -0,83** 0,23* -0,8** 0,31** -0,94** -0,89**
Sabor a carvacrol -0,10 -0,12 -0,18 -0,13 0,16 -0,31** -0,28** 0,27**
Sabor a sabineno hidrato -0,22* -0,17 -0,18 -0,12 0,81** -0,09 -0,16 0,1 -0,19
Sabor a timol -0,16  -0,18  -0,17 -0,23* 0,19 -0,26* -0,26* 0,27* -0,18 -0,17

* Significante a p < 0,05
** Significante a p < 0,01
IP indice de peroxidos, Ip-A indice de p-anisidina
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Conclusiones

El agregado de los monoterpenos (carvacrol, timol y sabineno hidrato) mejora la es-
tabilidad de las semillas de girasol tostadas, previene la oxidacion lipidica y el desarrollo de
los sabores y olores rancios, elevando la vida Gtil de los productos. El resultado de los andlisis
de componentes principales y de correlacion sugiere que los tratamientos con monoterpenos
se asocian con los atributos sensoriales positivos de las semillas de girasol tostadas. Ademas,
los resultados de este capitulo muestran que el monoterpeno carvacrol es el compuesto que
tiene la mejor actividad como conservante de la calidad quimica y sensorial del producto. El
agregado de este tipo de compuestos naturales como conservante en alimentos ricos en lipi-
dos puede resultar una alternativa util para reemplazar a los antioxidantes sintéticos como el
BHT.
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Conclusiones Generales

El creciente interés en el uso de antioxidantes de origen natural para reemplazar a los
antioxidantes sintéticos sobre alimentos fue el principio motivador del presente trabajo. Para
ello se trabaj6 con diferentes compuestos antioxidantes provenientes de aceites esenciales
de especies aromaticas como el orégano y el poleo, diferentes especies de orégano produci-
dos en nuestro pais y monoterpenos puros. El objetivo fue evaluar las propiedades antioxi-
dantes de estos antioxidantes naturales al ser aplicados sobre alimentos ricos en lipidos para

mejorar la conservacién de sus propiedades nutricionales y sensoriales.

A continuacion se detallan las principales conclusiones alcanzadas a lo largo de esta

tesis en cuanto a cada uno de estos compuestos:
1. Aceites esenciales de orégano y poleo

El aceite esencial de Origanum vulgare L. presenta en su composicion quimica mo-
noterpenos como y-terpineno, a-terpineno, p-cimeno, timol, B-felandreno y carvacrol, entre
otros. El aceite esencial de Lippia turbinata Griseb. muestra una gran concentracion de li-
moneno Yy 1,8-cineole. Estos compuestos podrian ser responsables de la actividad antioxi-
dante demostrada por estos aceites esenciales. El aceite esencial de orégano, tiene mayor
contenido de fenoles totales, mayor actividad secuestrante del radical DPPH y actividad anti-
lipasa que el aceite esencial de poleo. Probablemente, esta mayor actividad es influenciada
por la presencia de componentes fendlicos como timol y carvacrol en el aceite esencial de

orégano.

La adicion de los aceites esenciales de orégano y poleo sobre semillas de girasol
tostadas contribuye a mejorar la estabilidad de los productos previniendo la oxidacion lipi-
dica y el desarrollo de sabores rancios en los productos. El aceite esencial de orégano pre-
senta mayor actividad antioxidante en el producto de girasol. La aplicacion de los aceites
esenciales modifican las propiedades sensoriales de las semillas de girasol tostadas. Los pro-
ductos con aceites esenciales tienen menor aceptabilidad en comparacién con el control, sin
embargo estos productos son aceptados por los consumidores, sin diferencias significativas

entre las esencias.
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En el andlisis sensorial descriptivo aparece un nuevo atributo sensorial denominado
“sabor a aceite esencial”. Al agregar el aceite esencial a las semillas de girasol tostadas se
produce un aumentando en el sabor amargo y la disminucién del sabor a girasol tostado.
Durante el almacenaje se observé que los aceites esenciales protegen las semillas de girasol
tostadas del aumento en la intensidad de los atributos negativos, sabor oxidado y sabor cartén
en comparacion con las semillas de girasol tostadas sin el agregado de los aceites esenciales.
El agregado de los aceites esenciales mantiene la calidad quimica y sensorial de las semillas

de girasol tostadas.
2. Aceites esenciales de diferentes oréganos

Los aceites esenciales de los diferentes oréganos de Argentina, Cordobés, Compacto,
Criollo y Mendocino, muestran variabilidad en los porcentajes relativos de los dos principa-
les compuestos: timol y trans-sabineno hidrato. La adicidn de todos estos aceites esenciales
en el aceite de canola previene la oxidacion lipidica. En general, los aceites esenciales de
oréganos Cordobés y Compacto estan asociados a una mayor actividad secuestrante de radi-
cales libres y actividad antioxidante que los aceites esenciales de oréganos Criollo y Men-
docino. Esta actividad antioxidante podria ser asociada principalmente al mayor contenido

de timol en estos aceites esenciales.
3. Monoterpenos: carvacrol, timol y sabineno hidrato

Los monoterpenos timol y carvacrol muestran actividad secuestrante de radicales li-
bres frente al DPPH, indicando tener posible actividad antioxidante, mientras que el trans-

sabineno hidrato no mostro esta actividad.

Al evaluar estos compuestos como antioxidantes en aceite de canola, se observa que
los tres monoterpenos mejoraron la estabilidad del aceite de canola frente al proceso de oxi-
dacion lipidica. Los compuestos sabineno hidrato y timol tienen actividad similar al antioxi-
dante sintético BHT y mayor actividad antioxidante que carvacrol. Estos resultados se rela-
cionan con el estudio de las diferentes especies de orégano, ya que las especies que muestran
mayor actividad son las que también tienen elevados contenidos de los monoterpenos timol

y sabineno hidrato (Cordobés y Compacto).
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Se observa efecto sinérgico en la combinacion de sabineno hidrato y timol con BHT
en la proporcion 20:80, es decir que para estos compuestos es conveniente utilizar una mez-
cla 20:80 de monoterpenos:BHT logrando mejor efecto antioxidante que con los compuestos
puros. Para las mezclas carvacrol-BHT no se observa dicho efecto, sin embargo la combina-
cidn 20:80 resultd con similar actividad que el BHT puro, lo cual es importante para dismi-
nuir el uso de este antioxidante sintético. Estos monoterpenos son compuestos antioxidantes
de origen natural que podrian ser utilizados como aditivos en alimentos de alto contenido de

lipidos para sustituir o disminuir el uso de los antioxidantes sintéticos.

A partir de los resultados obtenidos del estudio de almacenaje de semillas de girasol
tostadas con el agregado de estos monoterpenos puros se puede observar que la presencia de
dichos compuestos incrementa la estabilidad de los productos, previniendo la oxidacion li-
pidica y el desarrollo de los sabores y olores rancios, lo cual implica un incremento en la
vida util de los mismos. Los tratamientos con monoterpenos se asocian con los atributos
sensoriales positivos de las semillas de girasol tostadas. El carvacrol es el monoterpeno que

tiene la mejor actividad como conservante de la calidad quimica y sensorial de este producto.

Este estudio aporta conocimientos sobre el efecto antioxidante de compuestos de ori-
gen natural (aceites esenciales y monoterpenos puros) al ser aplicados sobre alimentos de
alto contenido lipidico como son los aceites y granos de oleaginosas tales como canola y
girasol. Estos productos naturales disminuyen las reacciones de deterioro oxidativo de los
lipidos prolongando la estabilidad quimica, nutricional y sensorial de alimentos de este tipo.
El agregado de este tipo de compuestos naturales como conservante en alimentos ricos en
lipidos puede resultar una alternativa atil para reemplazar a los antioxidantes sintéticos como

el BHT que estan cuestionados por sus efectos sobre la salud humana.

En funcion de los resultados obtenidos se proponen algunos interrogantes para con-

tinuar investigando:

Continuar con investigaciones sobre los aceites esenciales de plantas aromaticas y
sus componentes mayoritarios puros para determinar cuél de todos ellos es el que ejerce el

mayor efecto antioxidante.
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Investigar el efecto sinérgico entre los componentes puros de los aceites esenciales

para determinar si existe o no este efecto en el aceite esencial completo.

Profundizar las investigaciones sobre el efecto sinérgico entre los monoterpenos y el

antioxidante sintético BHT.

Realizar estudios sobre la seguridad de los aceites esenciales y los monoterpenos

puros antes de ser utilizados como un aditivo en productos alimenticios.
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