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Antecedentes

La principal industria del cultivo de las plantas aromatico-medicinales (PAM)
es la destilacion de los aceites esenciales (AE) destinados a la creacién de productos
farmacéuticos, tintes, biocidas y cosméticos, etc. [1]. Sin embargo, la destilacion de los
AE solo representa entre 1 y el 5 % (p/p) del material vegetal utilizado, generando
grandes cantidades de subproductos que causan problemas ambientales relacionados
con su eliminacion [2,3]. Estos subproductos son ricos en compuestos fendlicos con
propiedades antioxidantes y antimicrobianas [3-5], cuyos extractos podrian ser
utilizados en la industria alimentaria por ser naturales, novedosos y seguros. Ademas,
el uso alimentario de extractos polifendlicos (EP) puede contribuir a revalorizar los
cultivos de las PAM [3], uno de los sectores menos desarrollados de la agricultura
espanola, lo que incrementaria su competitividad, mejorando la rentabilidad de las
explotaciones y apoyando el asentamiento de la poblacién rural [6]. Sin embargo, los
EP presentan una alta variabilidad en el contenido de fenoles y, por consiguiente, en
la capacidad antioxidante (CA) resultante, debido a factores genéticos, ambientales y
agrondmicos, entre otros [7], por lo que es imprescindible la estandarizacion del

material vegetal para obtener extractos mas homogéneos y reproducibles.

Los EP obtenidos de subproductos de destilacion de romero y salvia contienen
una fraccion no volatil rica en polifenoles como la genkwanina, hesperidina, luteolina,
apigenina, circimaritina; diterpenos como el acido carndsico, carnosol y sus derivados;
asi como dacidos fendlicos como el rosmarinico, salvidnico, cafeico, ferulico, y
salvianolico; los cuales pueden ser aplicados en alimentos con un propdsito
tecnologico (estabilizacion frente a la oxidacién) [3,8], y/o para mejorar las
caracteristicas funcionales de determinados alimentos pobres en antioxidantes y
vitaminas relacionadas. Ademas, debido a las dudas existentes sobre la inocuidad de
algunos antioxidantes sintéticos, los antioxidantes naturales obtenidos a partir de
materiales comestibles, subproductos comestibles y fuentes residuales se estan

aplicando ampliamente en los alimentos [9].



Antecedentes

Actualmente, la Unidon Europea (UE) ha autorizado el uso de romero
(Rosmarinus officinalis L.) (E392) en productos carnicos y pesqueros (Reglamento
1129/2011/EU), cuya efectividad como antioxidante se ha demostrado en numerosos
estudios [9-12]. También ha autorizado el uso del aceite de chia (Salvia hispanica) y sus
semillas enteras o trituradas para el consumo humano (Reglamento 2470/2017 UE). La
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (en inglés, FDA)
ya ha reconocido los aceites esenciales, las oleorresinas (sin disolventes) y los extractos
naturales (incluidos los destilados) de algunas especies de salvia (S. officinalis, fruticosa,
sclarea y lavandulifolia) como sustancias GRAS (en inglés generalmente reconocida
como segura). También se ha comprobado la efectividad de los extractos de salvia

como antioxidantes alimentarios en algunos productos [13-17].

No obstante, el uso de EP en los alimentos también presenta retos importantes.
Por un lado, algunos EP son sensorialmente “agresivos” por naturaleza, lo que podria
proporcionar sabores extranos a los alimentos y provocar cierto rechazo por parte de
los consumidores, lo que hace imprescindible una buena eleccion del extracto y la
matriz alimentaria. Por otro lado, el procesado térmico de los alimentos puede dar
lugar a cambios en la bioactividad y composicion quimica de los compuestos fendlicos
anadidos, incluso interacciones con otros ingredientes alimentarios [18]. De hecho, al
estudiar la influencia de diversos procesos tecnoldgicos sobre la CA en vegetales, se
ha observado cierta pérdida de CA en algunos productos enlatados como el apio,
debido probablemente al efecto prooxidante del liquido de gobierno [19]. Ademas,
somos conscientes de que, aunque la bioactividad y la estabilidad térmica de los
compuestos fenolicos purificados se han estudiado bien en modelos quimicos o
bioldgicos, los estudios sobre su estabilidad y sus transformaciones en los alimentos

procesados reales son bastante mas limitados [9].
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2.1. Aditivos alimentarios en alimentos

Aunque la necesidad de alimentarse se ha mantenido inmutable a través de los
tiempos, la forma en que consumimos los alimentos ha experimentado cambios
profundos. Hoy en dia, los alimentos se producen en instalaciones especificas y luego
se transportan a mercados que pueden estar dentro del mismo pais o incluso en otros
distantes [20]. Por lo que transportar alimentos en buenas condiciones requiere una
gran carga de energia, ya sea mediante la refrigeracion, el envasado controlado o el
uso de aditivos para evitar su deterioro. Ademas, los alimentos se comercializan en un
mercado global muy competitivo, donde siempre se favorece el método mas
econdmico de conservacién, y en la mayoria de los casos se opta por los aditivos

alimentarios frente a los demas [21].

Asi, la industria alimentaria tal cual la conocemos hoy en dia no existiria sin el
uso de aditivos alimentarios. Segun el Codex Alimentarius, un aditivo alimentario es
una sustancia que no se consume normalmente como alimento y que se agrega
intencionalmente a los alimentos durante su fabricaciéon, procesamiento,
empaquetamiento, almacenamiento o transporte con fines tecnoldgicos u
organolépticos. El aditivo puede tener o no valor nutricional y puede afectar directa o
indirectamente las caracteristicas del alimento, o convertirse en un componente de
este. No obstante, estos compuestos deben cumplir los requerimientos cada vez mas
exigentes del mercado y de la legislacion [22]. En la Union Europea (UE) los aditivos
alimentarios se dividen en 27 clases, segun su funcion en las categorias de alimentos a
las que pueden afadirse: edulcorantes, colorantes, conservantes, antioxidantes,
correctores de la acidez, antiaglomerantes, emulsionantes, potenciadores del sabor,
almidones modificados, estabilizantes, espesantes, entre otros (Reglamento (CE)

1333/2008). No obstante, el mayor conocimiento cientifico del uso de algunos aditivos
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alimentarios (especialmente los sintéticos) y sus posibles efectos negativos sobre la

salud [24], ha obligado a investigar posibles alternativas a los aditivos convencionales.

Ademads, los consumidores estan cada vez mas preocupados e interesados en
aspectos relacionados con la salud, la sostenibilidad y en su modo de vida en general
[25]. Demandan alimentos mas naturales y ecoldgicos [26,27], menos procesados y
“libres” de ingredientes que se perciben negativamente como: alérgenos, aditivos
quimicos, etc. [28,29]. Esto se traduce en una tendencia a consumir mas productos
alimentarios de origen vegetal, buscando la naturalidad asociada con un
procesamiento mads tradicional y “auténtico”, lo que lleva a suponer efectos favorables
para la salud [30]. Como respuesta a esta creciente demanda, los productores de
alimentos se esfuerzan cada vez mas por ofrecer productos denominados de “etiqueta
limpia o clean label” que se caracterizan por la presencia de ingredientes percibidos
como naturales, inofensivos, sencillos y que los consumidores conocen y utilizan

habitualmente [29,31].

2.1.1. Aditivos alimentarios de origen natural como alternativa a los sintéticos.

La gran cantidad de aditivos tanto sintéticos como naturales, sumado al
desconocimiento de la mayoria de la poblacién a la hora de distinguirlos, no ayuda a
esclarecer el contenido de la mayoria de los productos alimentarios. La tinica forma de
superar este problema es proporcionar a los consumidores informacion clara sobre los
compuestos anadidos a los alimentos. Sorprendentemente, en la UE no existe ninguna
definicion de conservantes, antioxidantes, colorantes o edulcorantes naturales [21].
Solo los aromatizantes naturales tienen legislacion tanto en la UE como en EE. UU., y
esta se transpone a las demads clases de aditivos, lo que lleva a interpretaciones
errdneas y a la confusion de lo que es natural o sintético. Ademas, en la UE no existen

categorias definidas para los aditivos naturales, se incorporan a la misma clasificacion
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“E” que el resto de los homologos [32]. Sin embargo, resulta curioso que los aditivos
naturales mas investigados sean los antioxidantes, los antimicrobianos, los colorantes
y los edulcorantes [21]. Por lo tanto, es necesaria una legislacion relativa a los aditivos
naturales, ya que son de creciente interés en los paises desarrollados [33]. En la Figura
1 se representan las principales categorias de aditivos alimentarios naturales junto con

los compuestos mas utilizados de cada categoria.

ADITIVOS

NATURALES

[ [ l |

ANTIOXIDANTES ANTIOMICROBIANOS COLORANTES EDULCORANTES

Polifenoles

Aceites
esenciales

Acido ascorbico ——
Reuterina esteviol
Carotenoides . .. N
Poli-L-Lisina - Glicirricina
Tocoferoles .. Taumatina
Antocianinas

Figura 1. Representacion de los aditivos naturales mas comunes divididos por categorias.
Adaptado de Carocho (2017) [21].

El reino vegetal es una de las principales fuentes de aditivos naturales,
incluyendo plantas, arboles, arbustos, hierbas, asi como las partes del material vegetal
de donde se pueden obtener (tallos, semillas, frutos, hojas, raices), dando lugar a
materiales con composiciones muy diferentes y por tanto con actividades biologicas
que proporciona un amplio campo de aplicaciones [34]. Asi mismo, algunos materiales

provenientes de residuos agroalimentarios y forestales también pueden ser
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considerados como potenciales fuentes de aditivos naturales [35], por lo que pueden
dejar de ser un residuo sin valor y convertirse en un recurso aprovechable, debido a
su considerable contenido en polifenoles, fibra, entre otros [36]. De hecho, algunos
extractos de residuos vegetales han sido estudiados por sus distintas cualidades, entre
los que podemos encontrar: la semilla de aguacate [37], cascara y semillas de granada
[38], orujo de manzana [39], polvo de orujo de uva [40,41], concentrados de fibra de

maiz [42], o residuos de oliva [43], entre muchos otros.

Por lo que en la actualidad se pretende dar mayor relevancia al uso de extractos
vegetales, principalmente de aquellos con altas concentraciones de sustancias
bioldgicamente activas, con el objetivo fundamental de disenar ingredientes con fines
tecnologicos  (conservantes, estabilizantes, etc.), suplementos alimenticios,
nutracéuticos y/o alimentos de uso especifico para la salud debido a sus propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, antinflamatorias, antitumorales, etc. y la consecuente

implicacion en una variedad de mecanismos bioldgicos [44].

2.2. Mejora de matrices alimentarias

La adiciéon de compuestos naturales en los alimentos puede tener varios
propdsitos. Por ejemplo, a nivel tecnoldgico y nutricional para reducir y/o eliminar
azucares, grasa, almidon etc.; como conservantes para alargar la vida util de los
alimentos, etc. A nivel funcional, para aportar compuestos bioactivos a través de la
dieta como fibra, polifenoles, vitaminas, etc. Principalmente se pretende mejorar
alimentos con perfil nutricional bajo; es decir, alimentos con alto contenido en azticares
simples, grasa y almidon, y pobres en vitaminas, antioxidantes y fibra. No obstante, la
incorporacion de nuevos ingredientes en los productos que se pretende mejorar
requiere una eleccion cuidadosa, debido a las posibles alteraciones en las

caracteristicas tecnoldgicas y sensoriales del producto, lo que conllevaria al rechazo de
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los consumidores. A continuacion, nos centraremos en los tres alimentos objeto de

nuestro estudio: caramelos de goma, salsa de yogur y paté de salmon.

2.2.1. Caramelos de goma

Los caramelos de goma, segin el Cddigo Alimentario Espanol (CAE, 2021) se
clasifican dentro del capitulo “Edulcorantes naturales y derivados”, en la seccion de
“Productos de confiteria”, y estan dirigidos a un amplio y variado grupo de
consumidores, desde nifios hasta ancianos [45]. Ademas, la produccion y el consumo
de este tipo de alimentos sigue creciendo y se espera que en los proximos afios (2023-
2027) incremente hasta en un 3% [46]. Sin embargo, la formulaciéon de caramelos de
goma o “golosinas” incluye grandes cantidades de azucares simples
(aproximadamente 80%), colorantes y saborizantes, por lo que son catalogados como
poco saludables. De hecho, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha destacado
su preocupacién por el consumo de este tipo de alimentos, debido al incremento de
enfermedades como la obesidad, diabetes, caries, etc., relacionadas con el excesivo

consumo de azucar [47].

Con la finalidad de dar respuesta a estos problemas, varias investigaciones
estan centradas en la mejora nutricional y funcional de estos alimentos. Lo que ha
permitido conocer la versatilidad de esta matriz para la incorporacion de extractos
naturales con diferentes finalidades. Por ejemplo, como aporte de fibra y/o como
sustituto del almidon se han usado: inulina, pectina y residuos de maiz [48-50]. Para
sustituir el aztcar se han usado estevia, miel y otros edulcorantes menos caldricos
(maltitol, xilitol) [50-54]. También se han aplicado como pigmentos naturales, polvo
y orujo de remolacha, azafran [55,56], zumo y puré de pitaya [49,57,58], betalainas de
Opuntia-ficus-indic [59], betaninas encapsuladas [45] o antocianinas de residuos de uva

[40]. Como aporte de vitaminas y compuestos bioactivos se han adicionado
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concentrados y zumos de frutas [54,60-64]; o extracto de propdleo como antioxidante

y antimicrobiano [53,61,65,66].

2.2.2. Salsas de yogur

Las salsas para ensaladas son productos listos para comer y forman parte de la
vida cotidiana de los consumidores en todo el mundo, por lo que han cobrado
importancia a nivel nutritivo y econdmico [67,68]. Segin el Codex Alimentarius las
salsas y alifios para ensaladas se definen como “sustancias afiadidas a los alimentos
para realzar el aroma y el sabor”. En general, son emulsiones cuya formulacién puede
contener agua, lipidos, proteinas, espesantes, sal, especias y aditivos alimentarios, y
pueden clasificarse: por su origen (p. €j., salsas italianas, indias, japonesas, griegas,
etc.); por la temperatura de servicio (p. €j., salsas calientes o frias); por el sabor (p. €j.,
salsas dulces, saladas, suaves, picantes etc.); o el color (p. €j., salsas rosadas, verdes,
etc.) [69]. Sin embargo, pese a su popularidad, las salsas son muy caloricas debido al
alto contenido en grasa (16-42%), carbohidratos simples (6-10%), por lo que

recomiendan limitar su consumo.

Ademas, debido a su composiciodn, las salsas pueden favorecer el crecimiento
de microorganismos patdgenos, o degradarse rdpidamente por reacciones de
oxidacion lipidica, generando productos secundarios como el malondialdehido
(MDA), 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), 4-hidroxihexenal (4-HHE) vy algunos
compuestos volatiles que provocan cambios de color, sabores extrafos,
enranciamiento, pérdida del valor nutricional y finalmente el rechazo del consumidor
[70-72]. Ademas, varias investigaciones han recogido que el consumo de productos
residuales como MDA, 4-HNE y 4-HHE podrian aumentar el riesgo de padecer

enfermedades metabolicas, neurodegenerativas y algunos canceres [71,73-75]. Por
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tanto, la industria alimentaria suele utilizar los aditivos para garantizar la calidad e

inocuidad de los alimentos durante su vida ttil.

El uso de antioxidantes sintéticos como: butilhidroquinona terciaria (TBHQ) (E-
319), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (E-385), butilhidroxitolueno (BHT) (E-
321), butilhidroxianisol (BHA) (E-320), galato de propilo (E-310), entre otros, es uno de
los métodos mas utilizados en la industria debido principalmente a su eficacia y bajo
coste [76,77]. Sin embargo, estos antioxidantes sintéticos presentan inconvenientes
como: limitacién en las cantidades, degradacion a altas temperaturas, alta volatilidad
[78] y posibles efectos toxicos y cancerigenos sobre la salud humana que generan

preocupacion entre los consumidores [24,79].

Las tendencias en la produccion de salsas y alifios para ensaladas se han
centrado en la reduccion del contenido de sodio y de calorias, en la adicién de
ingredientes funcionales y sustitucion de aditivos sintéticos. Entre los ingredientes
funcionales utilizados encontramos: la inulina, los aceites de oliva y de pescado, la
equindcea, la espirulina y los ésteres de estanoles vegetales [68,80]. Otros ingredientes
se han utilizado como sustitutos de la grasa y estabilizadores tales como: goma
xantana, yema de huevo deshidratada baja en colesterol, aceites de semillas de caAhiamo
y lino, inulina y celulosa microcristalina [68]. Por ejemplo, Herranz et al., (2019) [81]
incorporaron a las salsas  fibra de manzana, guisante, avena,
hiedroxipropilmetilcelulosa (3%) y patata, y consiguieron un efecto tecnoldgico similar
al almidén, ademas de incorporar fibra dietética al producto. En otros trabajos se
aplicaron extractos naturales de Citrus [82], de hoja de olivo [83] o de orujo de uva [84],

y mejoraron las propiedades antioxidantes y/o antimicrobianas de las salsas.
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2.2.3. Paté de salmon

El pescado y los productos pesqueros son fuente de dacidos grasos
poliinsaturados omega-3 (PUFAs) nutricionalmente importantes, como el acido
eicosapentaenoico (EPA, C20:5 n-3) y el 4cido docosahexaenoico (DHA, C22:6 n-3), los
cuales son considerados como “esenciales” ya que no pueden ser sintetizados por el
cuerpo humano [85]. El consumo de estos dos PUFAs se ha correlacionado con la
disminucién de enfermedades cardiovasculares [86,87], neurovegetativas, trastornos
inflamatorios [88-90], o con la potenciacién del desarrollo del cerebro e higado en
lactantes [91,92]. De hecho, la EFSA recomienda un consumo de 250 mg de
(EPA+DHA)/dia a partir de 2 afos. Sin embargo, pese a las recomendaciones, el
consumo de pescado en Espana ha disminuido un 14,5 % en 2022 respecto al consumo
del 2021 [93]. Con la finalidad de suplir las posibles carencias (EPA+DHA) debido al
bajo consumo de pescado, la industria alimentaria ofrece a los consumidores
alternativas de facil acceso, y con caracteristicas nutricionales aparentemente
saludables como los patés de pescado. Estos productos son emulsiones de aceite en
agua que pueden contener entre 40-50% de pescado (por ejemplo, salmon, atdn entre
otros), 20% de aceite vegetal, 4-5% de espesantes (almidon), 1-2,5% de sal y aditivos

conservantes, que lo convierten en un producto altamente calérico (aproximadamente

300 kilocalorias/100 g de paté) [94].

La investigacion para mejorar este tipo de productos apuesta por la reduccion
del contenido de aceite vegetal, la diminucion de sal y espesantes, y sustitucion de
aditivos antioxidantes sintéticos para controlar el deterioro oxidativo [95]. La semilla
de lino (rico en PUFAs y fibra) y la inulina (fibra soluble) son utilizados en la industria
alimentaria como sustitutos de grasas y/o estabilizantes naturales [96-101]
cumpliendo asi una funcion tecnolédgica y nutricional debido al aporte de compuestos

funcionales. Sin embargo, los PUFAs son susceptibles a la degradacion ya sea por la
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presencia de agentes prooxidantes como el oxigeno, la sal, altas temperaturas e incluso
los procesos mecanicos [13,102]; ademas, la presencia de pigmentos hemo (mioglobina
y hemoglobina) y de trazas de iones metalicos como el hierro y el cobre, pueden
acelerar su descomposicion [103,104]. Por lo tanto, tal como se explicé en el apartado
de salsas de yogur, el paté de salmon es un producto que necesita ser estabilizado con
aditivos antioxidantes para mantener la estabilidad de los PUFAs y preservar sus
cualidades beneficiosas durante la vida util. En este sentido, varios estudios han
reportado el uso de extractos naturales en productos pesqueros elaborados, como el
extracto de piel de calamar (Dosidicus gigas) en paté de atiin con efecto antioxidante y
conservante [105]. O los extractos de granada, aceituna [106] y los subproductos de la
oliva, que se utilizaron como antioxidante y antimicrobiano en hamburguesas de

pescado [107].

Mientras algunos estudios buscan nuevas fuentes aun inexploradas, otros se
centran en la reutilizacion de subproductos de la industria alimentaria. En este sentido,
las plantas aromatico-medicinales han sido y siguen siendo una fuente de recursos
disponibles y asequibles, reconocidos como seguros y que incluso pueden permitir la

obtencion de la denominada “etiqueta verde”.

2.3. Plantas aromatico-medicinales (PAM)

Las plantas aromaticas se describen principalmente en asociaciéon con las
plantas medicinales, ya que juntas forman una categoria especial descrita por los
etnobotdnicos como plantas aromaticas y medicinales abreviadas como PAM [108].
Las PAM son materias primas botanicas, que se utilizan principalmente con fines
aromaticos, terapéuticos y/o culinarios, como componentes de cosméticos, productos
medicinales, alimentos saludables, aditivos para piensos y otros productos naturales

para la salud. Ademads, pueden considerarse como los materiales basicos para
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ingredientes naturales procesados de valor anadido, como aceites esenciales, extractos
secos y liquidos y oleorresinas [109]. La actividad farmacoldgica de las PAM se debe a
sus ingredientes bioldgicamente activos clasificados en cuatro grupos: alcaloides,

glucosidos, aceites esenciales y otras sustancias activas miscelaneas.

Las PAM estan ampliamente distribuidas a nivel mundial, incluidos el sur y
sureste de Asia, asi como América, Europa, Africa y Australia. En la India, se utilizan
mas de 7500 especies en etnomedicina, lo que representa la mitad de las especies de
plantas nativas del pais. En China se usan alrededor de 6000 especies de plantas con
propiedades medicinales; mientras que en Africa se usan algo mas de 5000 especies.
En Europa se utilizan al menos 2000 PAM y dos tercios de ellas (1200-1300) son nativas
del continente europeo. La mayoria de estas plantas todavia se recolectan en la

naturaleza [108].

2.3.1. Cultivo de PAM (Mundial, europeo y espainol)

Los registros de la FAO catalogan a las PAM dentro de “Otros cultivos de
estimulantes, especias y plantas aromaticas” [110], por lo que resulta complicado
realizar una estimacién ajustada de su cultivo. Sin embargo, la superficie mundial

cosechada no ha dejado de crecer desde que se tienen registros (Figura 2).
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Figura 2. Superficie cosechada (ha) de “Otros cultivos de estimulantes, especias y plantas
aromaticas” en el Mundo, Europa y Espana [110]. (Elaboracion propia)

Los datos mundiales muestran algo mas de 600 mil ha en 1985, hasta llegar a
mas de 1 millon en 2017. En el caso de la superficie cosechada en Europa, los valores
estimados son de 5700 ha durante los 4 primeros anos (1985-1988); y en las siguientes
décadas se observan descensos e incrementos en la superficie cosechada, aunque la
tendencia es al alza, hasta ubicarse en mas de 7660 ha en 2017. En el caso de la
superficie cosechada en Espafia de “Otros cultivos de estimulantes, especias y plantas
aromaticas”, se aprecia la importante aportacion al conjunto de paises europeos. Se
distingue un descenso prolongado de la superficie cosechada desde 1989 (5200 ha)
hasta 1998 (1996 ha), y a partir de ahi, un incremento paulatino hasta llegar a mas de

4300 ha en 2017.

Los niveles de produccion de PAM en Espana son importantes, por lo que posee
un potencial importante para competir internacionalmente y ser un gran pais

productor-transformador. Las razones son que la peninsula registra una flora muy
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variada, un clima adecuado y que tiene los suficientes conocimientos cientifico-
técnicos para producir cultivos de calidad, precisamente los que demandan
actualmente las empresas [93]. Segun el anuario de estadistica agraria del Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion, en 2021 se registraron en Espafia mas de 13 mil
hectareas dedicadas al cultivo de plantas aromaticas, con una produccién de mas de
91 mil toneladas. Las comunidades de Castilla la Mancha, Murcia, Andalucia y
Valencia fueron con diferencia las mayores productoras (Figura 3), sumando entre las

4, mas del 73% de la produccion espanola [93].

Castilla la Mancha
Murcia
Andalucia
Valencia
Catalufa
Canarias |
Castillay Le6n
Extremadura
Aragén
Navarra
Madrid
Baleares
La Rioja
Galicia

0 3000 6000 9000 12000 15000 18000

PRODUCCION (Toneladas)
Figura 3. Produccidn (toneladas) de plantas aromatico-medicinales en Espafia [93].
(Elaboracién propia)

2.4. Familia Lamiacea

Lamidcea (Labiatae), es una importante familia de plantas que consta de 250
géneros y mas de 7000 especies. Los géneros mas importantes de esta familia son

Salvia, Rosmarinus, Scutellaria, Stachys, Plectranthus, Hyptis, Teucrium, Thymus, Vitex,
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Nepeta, etc. Un gran niimero de especies de Lamidcea habitan en diferentes ecosistemas
y presentan una gran diversidad con una distribucion cosmopolita. La mayoria de las
especies son aromaticas y poseen una compleja mezcla de compuestos bioactivos que
contribuyen a la actividad bioldgica global tanto en condiciones in vitro como in vivo.
Metabolitos secundarios con potentes propiedades antioxidantes, antinflamatorias,
antimicrobianas, antivirales y anticancerigenas son cruciales para las actividades
bioldgicas mencionadas. Ademads, las plantas que pertenecen a esta familia son
valiosas en las industrias alimentaria, cosmética, aromatizante, de fragancias,
perfumeria, pesticidas y farmacéutica. Debido a su amplia gama de aplicaciones, las
plantas de la familia Lamidcea, en la que se incluyen al romero y la salvia (Tabla 1) se
cultivan ampliamente y, por lo tanto, se consideran una fuente indispensable de
compuestos funcionales [3,111,112]. A partir de este punto nos centraremos en el

romero y la salvia, objeto de estudio de esta tesis doctoral.

Tabla 1. Clasificacién taxondmica de romero y salvia.

REINO Plantae

DIVISION Magnoliophyta

CLASE Magnoliopsida

ORDEN Lamiales

FAMILIA Lamiaceae

SUBFAMILIA Nepetoideae

TRIBU Mentheae

GENERO Salvia Rosmarinus
ESPECIE Lavandulifolia Officinalis
NOMBRE CIENTIFICO Salvia lavandulifolia Vahl Rosmarinus officinalis L.
NOMBRE COMUN Salvia Romero

Fuente [113,114]
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2.4.1. Romero (Rosmarinus officinalis L.)

El romero es un arbusto lefioso, denso y perenne de 60-200 cm de altura, con
hojas pequefias y puntiagudas (2-4 cm), con un fuerte olor aromatico. Las flores son
blanquecinas, azules o purpuras en inflorescencias cimosas. Se cultiva en laderas y
collados de tierra baja, sobre todo en los terrenos calcareos, desde la costa hasta los
1500 metros de altitud. Puede ser cultivado a partir de esquejes trasplantados, lo que
hace que su cultivo sea algo intensivo en comparacion con las operaciones en las que
la siembra directa es una opcidn. Es bastante tolerante a la sal y a la sequia. Puede
cosecharse de tres a cuatro veces al afno, y los rodales de romero siguen siendo
productivos de 5 a 7 anos. Es originario del Mediterraneo, desde Espafia hasta los
Balcanes y el norte de Africa. En Espania, se puede encontrar en Catalufia, los Pirineos,
en Aragon y Navarra, Castilla la Mancha, Valencia, Murcia, Andalucia, Extremadura
y las Islas Baleares. El romero utilizado en la preparacion de extractos antioxidantes
procede de paises donde crece de forma silvestre (por ejemplo, Marruecos) o donde se
cultiva intencionadamente (por ejemplo, Estados Unidos, Francia, Espafia, Argelia,

Tanez, Portugal, Rumania) [6,115,116].

Figura 4. Romero (Rosmarinus officinalis L.) (Fuente: newworldencyclopedia.org).
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2.4.2. Salvia (Salvia lavandulifolia Vahl)

Es nativa de la Peninsula Ibérica, razén por la cual es conocida como la salvia
espafola. Es un arbusto perenne con tallos lefiosos en la base que alcanza una altura
de 20 a 100 cm. Las hojas son pecioladas simples y la corola es frecuentemente de color
rosa, azul o violeta con una altura de unos 15 a 40 mm. La época de floracion varia
entre abril y julio. Esta especie se puede encontrar en las montafas calcareas del area
mediterrdnea occidental o en suelos calizos, margosos y yesiferos a una altura de entre
200 y 2000 metros, aunque es mas comun encontrarla entre los 600 y 1000 m de altitud
[117]. Crece en Espania (especialmente Andalucia, Murcia y Castilla la Mancha), sur de
Francia y noroeste de Africa [7,118]. Esta planta puede soportar suelos poco profundos

y condiciones ambientales inhospitas; sin embargo, no resiste el exceso de agua.

Figura 5. Salvia (Salvia lavandulifolia Vahl) (Fuente: Nasser Halaweh; hoseito.com)
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2.4.3. Especies antioxidantes presentes en el romero y la salvia

La razon por la que los extractos de romero y salvia han encontrado una amplia
aplicacion en la gestion de la oxidacion en alimentos y bebidas, es que producen una
amplia gama de compuestos fendlicos antioxidantes con caracteristicas quimicas

unicas (Tabla 2).

Tabla 2. Fenoles identificados en los extractos de romero y salvia.

Fenoles Planta Fenoles Planta

Acido cafeico RyS | Genkwanina R
Acido salvianico RyS [ Hesperidina RyS
Acido rosmarinico RyS | Hispidulina-rutinésido R
Acido p-coumarico R Naringina S
Acido salviandlico A S Carnosol metil éter isomero R
Acido fertlico RyS | Carnosato de metilo SA
Luteolina-7-O-glucuronido R Rosmanol R
Luteolina RyS | Rosmanol isémero (epirosmanol) R
Luteolina-7-O-rutindsido S Carnosol RyS
Apigenina R Rosmadial RyS
Apigenina-7-O-glucosido RyS | Acido carnésico RyS
Apigenina-7-O-neohesperidosido S Acido 12-O-metilcarndsico RyS
Hispidulina 7-glucdsido RyS | Carnosol isomero R
Salvigenina S Acido betulinico R

Abreviaturas: R: romero; S: salvia. Fuente: [3,119,120]

Estos compuestos fendlicos presentan una gran variedad de polaridades y
solubilidades, estando el 4cido rosmarinico en el extremo hidrofilico de la escala y el
acido carnodsico en el extremo lipofilico. Siendo considerados como los principales

metabolitos secundarios de la fraccion no volatil de los extractos de estas PAM [3,119].

El 4cido rosmarinico se deriva del acido cafeico y se sintetiza por enlace éster

con el acido 3,4-dihidroxifenil lactico (también conocido como acido salvianico o
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danshensu). Tanto el acido cafeico como el acido salvianico se originan a partir de los
aminodcidos aromaticos fenilalanina y tirosina, respectivamente [2,121]. El acido
rosmarinico tiene cuatro hidroxilos fenolicos periféricos y un grupo carboxilo central

ionizable, por lo que presenta una alta solubilidad en mezclas de agua y etanol [122].

Los diterpenos fenolicos del romero y la salvia incluyen el rosmadial, el acido
carnosico y sus derivados, como el rosmanol, el carnosol y el carnosato de metilo.
También estan presentes los flavonoides, como la genkwanina, la hesperidina, la
apigenina y la luteolina, entre otros [3,122-124]. El romero contiene mayores
concentraciones de d4cido carndsico que la salvia. El acido carndsico tiene dos
hidroxilos fendlicos y un grupo carboxilico, este ultimo es responsable de su
conversion en carnosol cuando se oxida [125]. El carnosol puede convertirse a su vez
en los isdmeros rosmanol y epirosmanol por hidroxilacion de C-7 en su anillo de tipo
lactona [126]. El acido carnosico también puede metilarse en el grupo carboxilo,
formando carnosato de metilo. La via propuesta para la biosintesis del acido carndsico
es a partir del geranilgeranil difosfato a través de varias reacciones de ciclizacion
secuenciales [122,125]. En relacidn con el romero, la salvia es particularmente prolifica
en la produccion de flavonoides y otros derivados fendlicos, incluyendo aquellos
estructuralmente relacionados con el acido rosmarinico [115,116,127]. En la Figura 6 se
presentan algunas estructuras quimicas de los principales polifenoles del romero y la

salvia.
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Figura 6. Estructuras de los principales polifenoles del romero y la salvia. Fuente Berdahl et

al., (2015) [115].
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La Tabla 3 también recoge algunos compuestos identificados en los aceites
esenciales de romero y salvia. Asi, en el aceite de romero han sido identificados como
componentes principales: alcanfor, eucaliptol, a-pineno, a-cariofileno, p-cimeneno, 3-
cariofileno, a-terpineol, verbenona, a-tuyona, y acetato de bornilo [119,128]. Mientras
que en el aceite esencial de salvia fueron: alcanfor, 1,8-cineol, a-pineno, 3-pineno y

limoneno [129,130].

Tabla 3. Compuestos fitoquimicos identificados en los aceites esenciales de romero y salvia.

Compuestos Planta Compuestos Planta
a-tuyona RyS (+)-4-Carene R
a -Pineno RyS Verbenona R
Canfeno S a-Terpineol RyS
[-Sabineno S a-Cariofileno R
p-Pineno S Caprato de etilo R
[-Mirceno RyS Acetato de bornilo R
p-Cimeno RyS [-linalol R
D-Limoneno RyS o-Cimeno R
1,8-Cineol S Eucaliptol R
Y-Terpineno RyS Caprilato de etilo R
Alcanfor RyS Ylangeno R
Borneol RyS Terpineno-4-ol RyS
Acetato de bornilo S a-Muroleno R
Oxido de trans-cariofileno S Limoneno R
Viridiflorol S

Abreviaturas: R: romero; S: salvia. Fuente: [119,128-131]

2.4.4. Caracteristicas diferenciales entre romero y salvia.

Aunque el romero y la salvia producen los mismos o similares diterpenos
fenolicos y otras sustancias fenolicas, el romero produce estos compuestos en mayores
concentraciones y es una fuente mas econémica de ellos. Esta es una de las razones por

las que el extracto de romero ha eclipsado al de salvia como ingrediente alimentario
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comercial. Otra desventaja econdmica de la salvia estd relacionada con la densidad
aparente de la salvia deshidratada y molida, que es mucho menor que la del romero
molido. Ya que es mas dificil transportar el material ligero y esponjoso de la salvia a
un extractor (o peletizador), por lo que supone un mayor coste de procesamiento. Asi,
los productores de extractos de romero y salvia se enfrentan a una serie de retos y
opciones, ya que su objetivo final es conseguir productos con un alto poder
antioxidante que sean utiles en la mas amplia gama de aplicaciones alimentarias, y
cuyos costes sean proporcionales al valor proporcionado. Deben elegir y asegurar una
fuente que suministre una concentracion industrialmente suficiente y constante de los

principios activos [115].

2.5. Factores que afectan la composicion polifendlica de las PAM

Segun la literatura cientifica son muchos los factores que afectan la composicion
quimica de las PAM. Asi tenemos: el area geografica [129,132,133], las labores
agronomicas [134], el estado fendlico de la planta [135-138], las condiciones
ambientales [128,130,139], los factores genéticos [4,131], entre otros. En este contexto,
se ha informado que los factores genéticos tienen un impacto relevante en la
variabilidad quimica detectada, incluso entre individuos pertenecientes a una misma
poblacién [7,129,140]. Por lo tanto, esta variabilidad polifendlica debe tenerse en
cuenta, ya que la calidad y la actividad biologica de los extractos de PAM varian en
funcioén de su composicion. De hecho, varios estudios sefialan la importancia de testar,
seleccionar y estandarizar los EP para garantizar su inocuidad y adecuarlos a las
caracteristicas de los alimentos receptores [129,132]. En el caso de los EP comerciales,
muchas veces no tienen una composicion estandarizada, debido a que provienen de
plantas silvestres originales, recolectadas y cultivadas por los agricultores y, por tanto,

proporcionan propiedades diferentes [129,132]. Como respuesta a este desafio, varios
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trabajos a nivel nacional estan enfocados en la seleccion clonal y cultivo de PAM en
base a su rendimiento y actividades bioldgicas [130,141]. En concreto, el Grupo de
Investigacion en Cultivos de Secano para el Desarrollo Rural, del Instituto Murciano
de Investigacion y Desarrollo Agrario y Medioambiental (IMIDA) de la Region de
Murcia, viene trabajando desde hace anos en la seleccion clonal de PAM como el
romero, la salvia, el espliego, tomillo, etc. para multiples aplicaciones en los campos
de la salud y la alimentacion humana y animal, apostando por la conservacion y
utilizacion de recursos genéticos de interés agricola [127,128,130,134,135]. Su propdsito
es conseguir nuevas estrategias para el desarrollo rural integrado, de uno de los
sectores menos desarrollados de la agricultura espanola y con mayor potencial, como
son los cultivos de PAM. Esto incrementaria la competitividad de sus productores,
mejorando la rentabilidad de sus explotaciones y apoyando el asentamiento de la

poblacién rural, contribuyendo asi al beneficio socioeconémico de esta regién [6].

2.6. Procesado industrial de las PAM

Las PAM, especialmente las de la familia Lamidcea, han ido ganando interés
como fuente de compuestos bioactivos naturales, con usos potenciales no solo en las
industrias farmacéutica y cosmética, sino también en la industria alimentaria. La
industria de los aceites esenciales (AE) se centra principalmente en su extraccion a
partir de PAM, utilizando diferentes técnicas convencionales y/o innovadoras con
diferentes impactos en el rendimiento, composicion y calidad del producto final [112].
Aunque también se pueden obtener otro tipo de extractos a partir de estas plantas

como oleorresinas o extractos acuosos [142].
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2.6.1. Técnicas de extraccion de aceites esenciales (AE)

Aungque la hidrodestilacion, la destilacion al vapor y la extraccién con solventes
organicos son los métodos mas comunmente empleados [143], son de alto costo y
requieren mucho tiempo y tienen un impacto negativo en los compuestos
termosensibles, desencadenando la hidrdlisis de los enlaces labiles y la degradacion de
compuestos insaturados o esterificados [144]. Para superar estos inconvenientes,
recientemente se han desarrollado técnicas mas ecologicas o sostenibles, mds viables y
economicamente eficientes, conocidas como “tecnologias verdes”. Técnicas como la
extraccion subcritica con agua, la extraccion supercritica con didxido de carbono y la
extraccion asistida por microondas, que operan a bajas temperaturas durante el
proceso de extraccion, permiten la recuperacidn de compuestos térmicamente

inestables o propensos a la degradacion oxidativa [145].

2.6.2. Problemas de contaminacion de la industria de destilacion de AE de

PAM

La creciente demanda de AE naturales y su rendimiento relativamente bajo (1-
5% del material vegetal utilizado), causan un problema significativo de eliminacién de
los residuos restantes, principalmente de residuos solidos. Esta biomasa liberada al
medio ambiente ejerce un fuerte impacto de contaminacién y carga econdmica
[146,147]. Tradicionalmente los residuos solidos de las PAM se han usado como
biomasa de combustion en hornos, aunque en afios recientes se han usado como bio-
adsorbentes [147], acolchado de cultivos para la gestion microbiana o de malas hierbas
[148], etc. (Figura 7). Asi, la gestion de residuos agricolas e industriales constituye un
motor para el desarrollo de diferentes estrategias, encaminadas a su revalorizacion

como fuente de productos-ingredientes de alto valor afiadido. Por ello, la estrategia
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europea para el desarrollo sostenible (Plan de Accion para la Economia Circular) se
centra en la promocion de los residuos agricolas, principalmente a través de su
revalorizacion como fuente potencial de compuestos bioactivos, que ayuden al
crecimiento sostenible y la creacion de empleo. Es un requisito previo para alcanzar el
objetivo de neutralidad climatica de la UE para 2050, para evitar la pérdida de

biodiversidad y reducir la contaminacién [149].

Aceite esencial ﬁi Aplicaciéon
=) sistemas alimentarios
" = [
= & I i Hidrolato
= &
=y - ] \
z Extraccion 2 A2
g agua-otros ! ' =
g : Aditivos Aditivos.
= alimentos envases activos
~g
s -y ”
=R Destilacion
8 Hidro o vapor
L
il Subproductos ricos . L. L.
compuestos bioactivos ) Actividad bioldgica
l ; -Antioxidante
Otros usos s -Antimicrobiana
Do i b, -Antiinflamatoria
l \ R T -Anticancerigeno
-Antidiabético
Ao
akl o il
Ali o N Produccis 5l -Cardioprotector
imentacién . ’ -
animal 5‘; b‘}g‘g;’s“ Compost/ biocarbon -Antiviral

Figura 7. Valorizacién de los subproductos después de la produccion de aceite esencial de
PAM. Adaptado de Skendi et al., (2022) [112].

Ademads, dado que la industria alimentaria estd en continua busqueda de
“aditivos naturales” para sustituir a los “aditivos quimicos”, los extractos fenolicos de
los residuos de destilacion de PAM podrian utilizarse para este fin, siempre y cuando
cumplan con los estrictos requisitos impuestos por la legislacion. La utilizacion de
residuos solidos de PAM después de la destilacion del AE representa una nueva
tendencia y, hasta ahora son escasos los estudios que intentan utilizar extractos

fenolicos en aplicaciones de la industria alimentaria [112].
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2.6.3. Desafios para la revalorizacion de residuos sdlidos de PAM

Hay que considerar varios aspectos antes de ejecutar un protocolo de
revalorizacion de residuos solidos de PAM. Por ejemplo, el residuo sdlido que queda
después de la destilacion de PAM generalmente se seca para evitar el crecimiento
microbiano y actividades de fermentacion, para garantizar la estabilidad durante un
almacenamiento prolongado y proporcionar asi una mejor calidad del residuo solido
[150]. La seleccion del método de secado dependera de la estructura de las sustancias
activas que se van a recuperar, del material herbal destilado, del equipo disponible y
los costes de energia. Asi tendremos secado al aire en condiciones soleadas o
sombreadas [146], o secado mediante la utilizacién de equipos, como el secado al
horno, el secado infrarrojo, el secado por microondas, el secado al vacio, la liofilizacion,
etc., representan alternativas efectivas para mejorar la eficiencia y mantener estable la
calidad del producto. En general, las condiciones de secado dependen de la posible
degradacion de los compuestos termosensibles de interés contenidos en el residuo

sélido [151].

Ademas, dado que los residuos solidos de la industria de AE estan libres de
compuestos volatiles, pueden ser considerados como un material desodorizado
rentable [152]. Esto resulta ventajoso en la industria alimentaria, ya que los
ingredientes olorosos pueden perjudicar las propiedades organolépticas del producto,
o provocar problemas de rechazo cuando se suministra en dietas para animales [153],
etc. No obstante, hay que tener en cuenta que la composicion quimica del residuo
solido se puede ver afectada por la naturaleza del material vegetal destilado, la técnica

y temperatura-tiempos de destilacion [2,154,155] entre otros.

Por ello, el proceso de obtencién de extractos fenodlicos del residuo sdlido

después de la destilacion de AE es un paso critico. Generalmente, existen diferentes
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técnicas de extraccidon/separacion para la recuperacion de los compuestos bioactivos
[156,157]. Los trabajos publicados indican el uso de técnicas de extraccion
convencionales (Soxhlet, maceracion y agitacion/agitacion, etc.) y/o modernas (asistida
por ultrasonido, con fluido supercritico, acelerada con disolventes, etc.), asi como otros
enfoques que implican métodos combinados. La seleccion de un protocolo de
extraccion especifico depende del grado requerido de pureza del extracto, la
naturaleza de los compuestos extraibles de interés, la rentabilidad y el valor anadido
del extracto. Por ejemplo, con la técnica de hidrodestilacion, durante el proceso de
ebullicion se produce la lixiviacion de ciertos compuestos en el residuo de las PAM,
especialmente los polares. Esto puede ser una ventaja si se buscan fenoles apolares,
pero una desventaja si el objetivo es obtener fracciones polares y apolares ricas en
fenoles. Por el contrario, este proceso es menos importante tanto en la destilacion al
vapor, en la que la planta no se sumerge en agua, como en la extraccion por
microondas sin disolventes, ya que los volimenes de agua utilizados son muy bajos.
Por lo tanto, es de esperar que con estas dos técnicas los residuos solidos presenten

mayores concentraciones de compuestos quimicos de cierta polaridad [2].

La eficiencia de extraccion también depende en gran medida del disolvente
utilizado. A menudo, se utiliza un protocolo de extraccion secuencial mediante el uso
de diferentes disolventes o una mezcla hecha de algunos disolventes compatibles para
obtener un extracto rico en compuestos fendlicos. No obstante, aunque existe un gran
numero de disolventes adecuados para la recuperacion de los compuestos bioactivos,
la Directiva 2009/32/CE [158] “sobre disolventes de extraccion utilizados en la
produccion de productos alimenticios e ingredientes alimentarios”, enumera los
disolventes de extraccion que pueden utilizarse, junto con las condiciones de su uso y
los niveles maximos permitidos de sus residuos en alimentos destinados al mercado

europeo.
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De igual importancia puede ser el solido resultante tras el proceso de extraccion,
una especie de residuo secundario compuesto principalmente por estructura vegetal y
agua, el cual sigue siendo un material rentable, como forma sostenible de reciclar los
nuevos residuos generados y cerrar el ciclo. Este material sélido también podria ser
util para alimentacion animal, mantillo organico, compost o biocarbon para la
enmienda eficaz del suelo [147], o para una posterior extraccion de polisacaridos [159],
o incluso mediante la fermentacién de estos residuos solidos para la produccién de
bioetanol, que también puede utilizarse como disolvente para la extraccion de fenoles

[160].

2.7. Propiedades de los extractos polifendlicos

2.7.1. Propiedades sensoriales

La percepcion sensorial desempenia un papel importante en la aceptacion del
producto alimentario por parte del consumidor. Algunos extractos de PAM presentan
restricciones que limitan su aplicacion en los alimentos debido a su alto impacto sobre
las propiedades sensoriales. Por ejemplo, el uso directo de AE en alimentos esta
limitado por el intenso aroma, y suele ser destinado a productos con sabor mas fuerte
como por ejemplo los productos carnicos y pesqueros [2,115]. Para superar este
problema, se han empleado estrategias como su encapsulacion en polimeros
comestibles y biodegradables como parte de sistemas de envasado activo, o en nano-
emulsiones para evitar la interaccion con matrices alimentarias [161]. En el caso de los
extractos obtenidos directamente del material vegetal fresco, seco y sin extraccion del
AE, es necesario aplicar un proceso de desodorizaciéon para minimizar el impacto
sensorial sobre los alimentos. Sin embargo, los procesos de desodorizacién podrian

afectar su contenido polifendlico [12].
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Otra ventaja de reutilizar los subproductos de la destilacion de los AE para
obtener EP es que, durante la destilacion se elimina la mayor parte de la clorofila y de
los compuestos aromaticos (volatiles), como se menciond anteriormente, lo que
permite obtener EP con menor color, aroma y sabor [112]. No obstante, estos EP no son
completamente inodoros, incoloros e insipidos, ya que pueden aportar a los alimentos
cierto amargor, astringencia y notas picantes debido a la propia naturaleza de los
polifenoles como por ejemplo flavonoides, taninos y/o restos de AE que no han sido
extraidos durante la destilacion [162]. Por lo tanto, es muy importante la eleccion
previa del EP a utilizar en una determinada matriz alimentaria, ya que la adicion de

dicho extracto no debe cambiar el perfil de sabor original del alimento.

2.7.2. Propiedades antioxidantes

La actividad antioxidante de los polifenoles viene determinada
fundamentalmente por sus estructuras. La reaccién de estos compuestos con los
radicales libres, produce la deslocalizacion del electron ganado sobre el antioxidante
fendlico, y la estabilizacion por el efecto de resonancia del nticleo aromatico, lo que

impide la continuacion de la reaccion en cadena de los radicales libres [122,163,164].

El estudio de las propiedades antioxidantes de los extractos de romero y salvia,
asi como de sus componentes individuales han sido ampliamente estudiadas. Estas
PAM presentan una elevada CA siendo una de sus propiedades bioldgicas mas
relevantes. Son muchos los estudios que atribuyen la elevada CA a su riqueza en los
principales compuestos bioactivos como el acido rosmarinico, acido carndsico y
carnosol [3,122-124]. Aunque, otros defienden que la mayor actividad bioldgica de un
EP se debe al sinergismo entre los diferentes componentes que forman estos extractos

[165].
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Los antioxidantes fendlicos pueden incluir tocoferoles, acidos fendlicos,
cinamatos y flavonoides [166]. En los acidos fenolicos, el grado de hidroxilacion y el
numero de grupos OH en la molécula son importantes para su actividad antioxidante.
Asi, la presencia de dos o tres grupos OH fenolicos con un grupo carbonilo en forma
de lactona o chalcona, flavanona o flavona es fundamental para su actividad
antioxidante [167]. También, se ha descrito que la sustitucion en la posicidn para con
un grupo etilo o n-butilo en lugar de un grupo metilo del fenol mejora la actividad
antioxidante [168]. Ademas, Heijnen et al., (2001) [169], informaron que la presencia
de multiples grupos OH contribuye a la actividad antioxidante; igualmente, la
presencia de un segundo grupo OH en la posicion orto o para (derivado de 1,2-
dihidroxibenceno) que tiene el catecol y la hidroquinona, les confiere una mejor
capacidad captadora. Asi mismo, Heim et al., (2002) [170], encontraron que la
actividad antioxidante de los derivados del dihidroxibenceno, se debe al radical
semiquinoide producido inicialmente ya que puede convertirse en una quinona.
Ademas, la presencia de un grupo funcional carbonilo en el anillo C y el doble enlace
mejora la estabilidad del radical flavonoide al ayudar a la deslocalizacion de
electrones, lo cual potencia su actividad. La presencia de anillos aromaticos y los
grupos sustituyentes en los acidos carnosico y rosmarinico les proporcionan la

estabilizacion de la estructura, incluso tras la donacion del &tomo de hidrogeno [163].

Se ha demostrado que los EP de romero y la salvia tienen la capacidad in vitro
de eliminar radicales libres [3,120,133,171], como las especies reactivas de oxigeno (en
ingles ROS) [172,173], de inducir la quelacion de metales [3,120,133], e inhibir las

enzimas responsables de la formacion de radicales libres [122].

También se han evaluado de forma aislada algunos polifenoles de los RE y SE.
En este contexto, varios autores han informado que la potente actividad antioxidante

que presenta el dcido carndsico, radica principalmente en la capacidad de convertirse
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en otros diterpenos fendlicos [114,174]. Asi, tanto el acido carndsico como sus
derivados pueden actuar como antioxidantes secuestrando radicales superdxido,
previniendo el enranciamiento de lipidos y quelando metales [163]. Asi mismo, Lu &
Yeap Foo, (2001) [175], evaluaron el acido rosmarinico y sus derivados y determinaron
que eran potentes eliminadores de radicales DPPH, mientras que flavonoides
(luteolina y los glucdsidos de apigenina), poseian actividades moderadas. Lo mismo,
observaron con las actividades de barrido de superdxido, estos compuestos
presentaron actividades entre 15 y 20 veces superiores a las del trolox. En otro estudio,
evaluaron los acidos salviandlico B y salvidnico aislados de Salvia miltiorrhiza y
concluyeron que estos compuestos mostraron una mayor actividad de eliminacion de
radicales libres que la vitamina C, aunque una menor actividad quelante del hierro y

de eliminacién del peroxido de hidrogeno [176].

2.7.3. Propiedades antimicrobianas

Hay un creciente interés entre los productores de alimentos y los consumidores
en reducir el uso de conservantes antimicrobianos sintéticos en alimentos, y optar en
su lugar por conservantes naturales derivados de plantas [177]. Por ello, se han
estudiado ampliamente las aplicaciones de EP (por ejemplo, romero y salvia) como
tratamiento antimicrobiano para evitar la proliferaciéon de la flora bacteriana en los
alimentos, debido a sus propiedades bactericidas y bacteriostaticas como medida

preventiva contra el deterioro de los alimentos [178].

Se sabe que los extractos de plantas ricos en polifenoles pueden actuar a través
de diferentes mecanismos. Por ejemplo, el grupo OH de una molécula fendlica es
fundamental para la actividad antimicrobiana, ya que puede interactuar con la
membrana celular del microorganismo mediante enlaces de hidrogeno [179]. Esto

provoca la ruptura de la estructura de la membrana, lo que resulta en la pérdida del
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contenido celular, o la deslocalizacion de los electrones que induce la despolarizacion
que impacta en la fuerza motriz de protones, lo que disminuye el gradiente de pH a
través de la membrana y el nivel de la reserva del Adenosin Trifosfato (ATP), y en
ultima instancia conduce a la muerte celular. Asi mismo, la presencia de un acido
organico puede afectar a la oxidacion de la Nicotinamida Adenina Dinucleétida
(NADH), eliminando asi el suministro del agente reductor al sistema de transporte de

electrones [180].

El niimero de grupos OH en el anillo fenolico también influye en la intensidad
y la magnitud de la actividad antimicrobiana. Por ejemplo, Stojkovi¢, et al (2013) [181]
estudiaron el impacto antimicrobiano del &cido cafeico, el 4cido p-cumarico y la rutina
en sistemas alimentarios y descubrieron que el acido cafeico tenia una mayor actividad
antimicrobiana en comparacién con el dcido p-cumarico debido al grupo OH adicional

en el anillo fenolico del acido cafeico.

La posicidn de los grupos OH en el anillo aromatico de la molécula fenolica
también influye en la eficacia antimicrobiana de los conservantes de origen vegetal
[182]. Por ejemplo, la diferencia en la actividad antimicrobiana entre el timol y el
carvacrol cuando se prob¢ frente a las bacterias se atribuy¢ al grupo OH situado en la
posicion meta del timol en comparacion con la posicion orto del carvacrol [183]. En
otro estudio, la actividad antibacteriana de los flavonoides contra cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina mostré que los grupos OH en las
posiciones 2' de las chalconas y en la posicion 5' de las flavanonas y flavonas aumentan
su actividad antimicrobiana [184]. La posicion del grupo OH en el anillo aromatico de
los polifenoles, es relevante en la deslocalizacion de los electrones de la membrana

citoplasmatica que ejerce una actividad antimicrobiana sobre las bacterias [185].

Sin embargo, el mecanismo molecular exacto de la actividad antimicrobiana

aun no se conoce bien, porque las plantas y los extractos de plantas contienen una
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gama diversa de moléculas bioactivas que son diferentes en su configuracion y
estructura quimica, y que regularmente funcionan en sinergia/antagonismo entre si.
Esto significa que puede haber varios mecanismos moleculares de accion

antimicrobiana posibles para impactar en la célula de muchas maneras [180].

2.7.4. Propiedades saludables

Los distintos estudios con compuestos bioactivos de romero y salvia y sus
efectos sobre la salud apuntan su enorme potencial en este campo. Por ejemplo, los
diterpenos fendlicos del romero y la salvia muestran efectos positivos en la prevenciéon
de la obesidad, la diabetes, la dislipidemia, la hipertensién y los trastornos
cardiovasculares [177,186-188]. Los flavonoides de estas dos PAM también pueden
prevenir enfermedades degenerativas y enfermedades cronicas no transmisibles como
la esteatosis hepatica y el cancer de prostata y de colon [189]. Otros estudios indican
que la administracién de compuestos presentes en el romero y la salvia contribuye a
reducir los niveles de necrosis tumoral [190,191]. Ademas, sus flavonoides y acidos
fenolicos tienen propiedades antioxidantes y protegen contra las infecciones virales y
bacterianas in vitro e in vivo [186,192,193]. También pueden promover la accion de
enzimas protectoras endogenas como la glutation-peroxidasa, la superdxido-

dismutasa y la catalasa [194].

Mas especificamente, se ha informado que los dcidos rosmarinico y carnosico y
sus derivados reducen la presencia de citoquinas inflamatorias en modelos celulares y
animales. Estas citoquinas estan relacionadas con las vias metabodlicas que combaten
la inflamacion de los tejidos y, por tanto, aumentan en presencia de enfermedades y
lesiones inflamatorias [195]; los acidos carnosico y rosmarinico también se relacionan
con la disminucion de la ciclooxigenasa-2, una enzima de actividad inflamatoria

[196,197]. Segtin un estudio reciente, el acido carndsico actiia como inhibidor de la
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proteasa del VIH-1, lo que tiene potencial para ser utilizado en el tratamiento eficaz
del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [198]. Con la aparicion
pandémica del COVID-19, las sustancias con caracteristicas antivirales han ganado
atencion. Los flavonoides, el acido cafeico, el acido fertlico, el 4cido p-cumadrico [199],
el 4cido rosmarinico [200] y el acido carndsico [201] han sido investigados como
potenciales agentes antivirales para el SARS-CoV-2 al atrapar e inhibir algunas de sus

proteinas.

2.7.5. Posibles efectos adversos

En general, se considera que tanto el romero como la salvia son seguros y
carecen de efectos secundarios toxicos si se consumen en las dosis recomendadas. Sin
embargo, deben seguirse ciertas pautas para su uso. Por ejemplo, si se ingiere en exceso
el aceite de romero puede desencadenar convulsiones, por lo que se desaconseja su
uso a las mujeres embarazadas y lactantes, y en personas epilépticas [202]. Asi mismo,
las personas con tension arterial o insomnio deben utilizar el aceite de romero con
precaucion. El consumo excesivo de hojas de romero puede provocar coma, espasmos,
vOmitos y, en algunos casos, edema pulmonar [116]. También se ha informado que las
aplicaciones cutdneas de alcohol de romero indujeron dermatitis de contacto [203].
Nusier et al., (2007) [204] informaron que la administracion dietética de romero a
ratones Sprague-Dawley (500 mg/kg de peso corporal; durante 63 dias), fue

relacionada con una disminucion de la espermatogénesis.

Por otro lado, a pesar de que los polifenoles poseen caracteristicas beneficiosas
para la salud, la ingesta elevada y crénica puede resultar en efectos adversos negativos
para la salud. En varios estudios se ha observado que los compuestos fendlicos del té
[205], el café [206], el romero [207] y el vino [208], pueden inhibir la absorcién de hierro.

Mas especificamente, algunos taninos pueden ocasionar efectos antinutricionales
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debido a que forman complejos con las proteinas y los carbohidratos de la dieta, asi
como con las enzimas [209]; y reducen la absorcion de minerales como el hierro y el
cobre [207]. En cualquier caso, se ha concluido que la ingesta de polifenoles en
concentraciones toxicas estaria entre el 1 y 5% del total de la dieta diaria, no obstante,
una persona en condiciones normales podria ingerir aproximadamente entre 25 mgy

1 g por dia [210].

En el caso de la salvia, la Agencia Europea del Medicamento [211] publicé
varios informes sobre la toxicidad de varias especies de salvia, entre ellas: S. officinalis,
folium, aetheroleum, y fruticosa, e informd que la hoja de salvia es segura cuando se
utiliza en las dosis recomendadas. Sin embargo, esta agencia emitié una declaracién
publica general sobre el uso de medicamentos a base de plantas que contienen tuyona,
debido a que es neurotdxica en dosis elevadas. La tuyona esta presente en el aceite de
S. officinalis, y otras plantas (como la hoja de cedro, el tanaceto, el ajenjo, el tomillo y el
romero). Esta declaracién recomienda una dosis limite de 3,5 y 6,6 mg/dia; ademas, en
un preparado es necesario especificar la cantidad de tuyona, mientras que para
concentraciones superiores seria necesaria una evaluacion caso por caso del
beneficio/riesgo [212]. Hay que destacar que la presencia de tuyona en S. lavandulifolia
es mucho menos significativa (<0,5%) y por tanto menos toxica que en otras especies

del mismo género [213,214].

En el caso del aceite de salvia, el valor agudo de DL50 por administracion oral
es de 2,6 g/kg en ratas [211]. Otras especies de salvia producen otros compuestos
toxicos. Por ejemplo, S. divinorum contiene la molécula psicotrdpica salvinorina A, que
tiene efectos disociativos, alucinégenos y sobre la memoria (recuerdo/reconocimiento)
[215]. La salvia roja (S. haematodes Wall.) tiene efectos anticonvulsivantes y depresores
del sistema nervioso central [216]. Del mismo modo, S. miltiorrhiza una hierba

tradicional china muy conocida y sin efectos adversos graves. En varios extractos de
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esta planta, la DL50 fue superior a 2,5 g/kg en modelos animales [217], mientras que la
del danshensu (acido 3-(3,4 dihidroxifenil) lactico), uno de sus compuestos activos, fue

de 2,4 g/kg en ratones tras una tnica dosis intravenosa [218].

2.8. Aplicaciones alimentarias de extractos polifenolicos de romero y salvia

La oxidacion de los lipidos es una de las principales causas del deterioro de la
calidad de los alimentos. Los lipidos son susceptibles de sufrir procesos oxidativos en
presencia de catalizadores como el calor, la luz, las enzimas, los metales, las
metaloproteinas y los microorganismos. El desarrollo de sabores extrafios en los
alimentos y la pérdida de aminodcidos esenciales, vitaminas liposolubles y otras

moléculas bioactivas son algunos de los efectos nocivos experimentados [219].

Desde hace anos, los extractos de romero y salvia han sido utilizados para
aplicaciones alimentarias debido a sus propiedades como conservantes (Tabla 4). Sin
embargo, la mayoria de estos estudios se han realizado con productos carnicos,
probablemente porque estos alimentos son mas propensos a la oxidacion y necesitan
estabilizarse, y por su fuerte sabor pueden enmascarar mejor los aromas que suelen

aportar los EP como el romero y la salvia.
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Tabla 4. Aplicaciones de romero y salvia en matrices alimentarias.

F t
Productos Condiciones ormato PAM Dosis Analisis Resultados Ref.
extracto
Hamburguesas . DPPH, TBARS, color Reduccién procesos
H .1-
de salmén -18°C; 90 d °) as.secas S 0.50;1;1,5 CIELab, pH, aw; PAG, oxidativos [220]
) molidas % (plp) . o o .
frescas y parrilla microbioldgico y efecto antimicrobiano
Hambureuesas Polvo Volatiles, L. Reduccion de oxidacion
& 4°C;11d . R 200 mg/kg  monocytogenes, E. Coli, y crecimiento [106]
de pescado comercial . . s
Coliformes microbioldgico
deomers poto 1sicipoa POy R 001003 ColorClELabp, M RERLEEEIY
P ' liquido 0,06% acidez, TBARS ploogica.
y pavo Aceptacion sensorial
o 300 mg/kg e
Hamburguesas 4°C;6d Polvo TBARS, oxidacion - s
. R + , . Estabilidad lipidica [221]
de cerdo frescas (600 lux) comercial , proteinas, volatiles
Atmosfera
Hambureuesas Polvo Estabilidad lipidica =
5 -18°C;120d i R 480 mg/kg  Color CIELab, TBARS. BHA. [222]
de pollo comercial . )
Aceptacion sensorial
TBARS. DPPH Reduccién oxidacion paté
. . i ' 4 13
Paté de pollo 4°C;28d Polvo-Etanol RyS 2¢glkg ABTS, FRAP ‘ E‘fecjco‘CA y [13]
microbioldgico extracto
. Inhibicion colinesterasa,
Polvo 150 mg/k Rancimat, PAG, efecto CA, reducciéon
Paté decerdo  4°C;15d : R 88 TBARS, PV, DPPH, pH, crO A, Tedue [223]
comercial (ACR+CS) AW oxidacion lipidica y
microbioldgica
125; 250;
35°C;3d Pol T i6
Paté de higado oo R 500,750  Color CIELab, TBARS Reduccion TBARSy )
1000 lux comercial me/kg decoloracion
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Tabla 4. Continuacion

Formato

Productos Condiciones PAM Dosis Analisis Resultados Ref.
extracto
Polvo 250:500:75 Color CIELab, TBARS, Reduccion oxidacién.
Paté de higado 4°C;48 h Comercial R 0 r;1 /k, tocoferol, acido Composiciéon proximal. [225]
(19% ACR) /%8 ascorbico. Estabilidad ACR
Salchichas de 0,05;0,075; TBARS, L. , . I?e‘dUCCIOI"I Och,laC}O?
3°C 8d Polvoy AE monocytogenes, E. Coli, ~ lipidica y microbioldgica,  [15]
cerdo frescas 0,1 ul/g L ., .
Mesofilos aceptacion sensorial
Salchichas de Reduccion oxidacion
cerdo -18°C;49d Polvo—etanol R 0,2% TBARS, sensorial. lipidica, aceptaciéon [226]
sensorial
Salchichas de 10°C: 32 d Hojas secas R 129 Color CIELab, DPPH, z?:inler};tiofA, red;lc?,(;n [227]
cerdo ' molidas e TPC, bacterias lacticas. crobiana, aFep ado
sensorial
1 IELab, TBAR Reduccié idacié
Salchichas 4°C;21d Hojas secas S 0,050,1; (it(;robro(rzlilosa ;oteicosS, 1? Eicif:fn O)r(i)t;cclj ' [16]
Chinas ’ molidas 0,15% (p/p) Pre ’ picicayp .
grupos triol. aceptacion sensorial
. Color CIELab, TBARS, Reduccion oxidaciéon
Rebozados de Polvo comercial , . . .
4°C;10d R 0,05% (p/p)  proteinas, contenido secundaria y proteica, [228]
cerdo ACR-5% y CS,5% .
hierro no hemo. aumento CA
ts d Pol liquido-
Nuggets de o Olvo y fqHido 150 mg/kg  TBARS, color CIELab, Reduccién oxidacion
pollo -18°C;9m acetona R y . [229]
L (ACR+CS) pH aceptacion sensorial
congelados liquido-metanol
Pollo cocido RC. (nano Sol. 0,5 TBARS, pH, AM, Estabilidad lipidos y
. 4°C;16d . R mohos y levaduras, . o [230]
listo/consumo emulsiones) g/100 mL volatiles microbioldgica
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Tabla 4. Continuacion

F t
Productos Condiciones ormato PAM Dosis Analisis Resultados Ref.
extracto
TBARS, NBV, Reducciéon oxidacion
Carne fresca 4°C;6d Polvo (Etandlico) R 0,2;0,3% estafilococos, . o y [231]
. carga microbioldgica
enterobacterias.
. . A- .
Flletes, de Frito H0]as'secas R infusionad TEAC, PV, PAG Aumer‘lto CA y,re'ducaon [102]
salmén molidas oxidacion lipidos
0 1:4 g/mL
Filetes d 1. 0,1%;4 . . Reduccid i
retes ge 3°C;20d Polvo (Etandlico) RyS 50 0', / Putrescina y cadaverina ¢ 1,1C.C,101’1 Armmnas [232]
sardina min bidgenas
Filetes de Polvo etandlico + Recubrimi DC, PV, p-AV, AV, Reduccion oxidacién
anguila 4°C;30d . . R ento Pseudomonas spp., lipidos y control [233]
Aceite esencial . e 1 . .
ahumada comestible bacterias lacticas microbiano
Inmersién Reduccion oxidacion
Fllete§ de 4°C:20d Polvo R sol. 0,1%; VP, TBARS, . hp.1d1,ca. y control 3 234]
sardina . NBV, AM microbioldgico, aceptacion
2%;2 min .
sensorial
Inmersion Reduccion oxidacion
Pol PV, TBARS, acid . .,
Dorada frita 4°C;5d © VO_ R sol. . acdos lipidos, aceptacion [235]
comercial o grasos libres .
2:2,5:3% sensorial
PV, pentanal, Reduccion oxidaciéon
Leche d Pol ; 9
eche e. cabray 2°C;12d © VO, R 0,03,0,06% hexanal, hexanol, lipidos, estabilidad a- [76]
soja comercial (p/p)
1-penten-3-ol tocoferol
Libre y s
DPPH, PAG, color Aumento CA, estabilidad
4 o . _ 4 4 4 236
Requeson 4°C7d Polvo-etanol R encz;l::)sula CIELab AG y color [236]
Aceite delino 60 °C;24h Polvo-Etanol R - PV, anisidina Estabilidad lipidica [237]

primaria y secundaria
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Tabla 4. Continuacion

F t
Productos Condiciones ormato PAM Dosis Analisis Resultados Ref.
extracto
Polvo
Aceit .,
S gnd mesd K awmghy  (POTUTC ameecusbein g,
& (70% ACR) ocotero’, ' oxidacion lip
Aderezos para Polvo Estabilidad oxidativa
40 °C; 12 R . . . 239
ensaladas 0°C;12d (Acetona) yS 600 mg/kg PV, DC, Hexanal primaria secundaria [239]

Abreviaturas: CA: Capacidad antioxidante; ABTS: 2, acido 2'-Azino-Bis-3-Etilbenzotiazolina-6-Sulfénico; ACR: acido carndsico; AM: aerobios mesofilos;
aw: actividad de agua; CS: carnosol; DPPH: 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo; d: dias; DC: dienos conjugados; FRAP: Poder antioxidante reductor férrico; m:
meses; min: minutos; NBV: nitrégeno basico volatil; PV: valor peroxido; PAG: perfil de acidos grasos; PAM: plantas aromatico-medicinales; RC:
recubrimiento comestible; Ref: referencia; R: romero; Sol: solucion; S: salvia; TPC: contenido polifendlico total; TBARS: Sustancias reactivas del acido
tiobarbittrico; VE: vitamina E.
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Asi tenemos, la adicion de RE o SE (indistintamente de la concentracién o
formato) en hamburguesas de carne o pescado, en las que se observo una
reduccidn en la produccion de compuestos secundarios (MDA y 1-Penten-3-ol,
hexanal), proteccion del color [24,106,220-222] y en el control del crecimiento de
L. monocytogenes, E. Coli, o coliformes totales [24,106,220]. Por otro lado, la adicion
de RE inhibi6 la rancidez de las hamburguesas sin afectar la aceptabilidad del
consumidor en las dosis usadas [24,222]. Asi mismo, Pires et al., (2017) [222]
concluyeron que el romero era igual de efectivo que el BHA (E-320) para
ralentizar la oxidacion secundaria (medida con TBARS) y la decoloracion de las
hamburguesas, por lo que podria usarse como sustituto de este antioxidante
sintético. Similarmente, RE fue mas efectivo inhibiendo la oxidacion de las
proteinas de hamburguesas de cerdo que el antioxidante sintético BHT (E-321)

[221].

Otros estudios con patés de pollo y cerdo concluyeron que la adicion de
RE o SE aumento la CA [223]; disminuy0 el contenido de MDA [13,223-225];
evitdo la decoloracion [224,225]; redujo el crecimiento de Enterococos,
Enterobacteriaceae, Pseudomonas [223] y contribuyd en la estabilidad de los AGPI
[223].

Doolaege et al., (2012) [225], observaron que cuando afiadieron RE al paté
de higado, las concentraciones de a-tocoferol tendian a mantenerse mas altas en
comparacion con los patés control. Segin los autores se debe a que el acido
carndsico presente en el RE interacttia con el a-tocoferol y evita que se degrade.
En otro estudio observaron que patés con aceite de colza y RE contenian un
mayor indice de perdxidos que los patés control. Sin embargo, los valores TBARS
de patés con RE fueron menores que los no tratados. Por otro lado, Haile, (2015)
[224], encontraron que el RE es un potente antioxidante contra la oxidacion

lipidica (medida con TBARS), mientras que el ascorbato sodico (E-301) es mejor
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contra la decoloracion de los patés de higado, y concluyeron que una
combinacién de RE y ascorbato sddico puede mejorar el potencial antioxidante,
aunque sugirieron prestar atencion a los posibles efectos antagoénicos y

sinérgicos.

En otros estudios con salchichas de pollo y cerdo, la adicion de RE o SE
aumentd el contenido polifenolico total y la actividad antioxidante (medida con
DPPH) [227]; redujo la oxidacion secundaria (medida con TBARS),
[15,226,227,240]; mantuvo el color [16,227]; retardd la oxidacion de las proteinas
[16]; y contribuyd al control microbiologico de aerobios mesofilos totales,
Salmonella spp., L. monocytogenes, E. coli y bacterias lacticas [15,227]. Ademas, la
aceptabilidad de las salchichas no se vio afectada por la adicion de RE y SE en las
dosis usadas [15,16,227]. Mientras que Bianchin et al., (2017) [226], concluyeron
que la eficiencia del RE para prevenir la oxidacion secundaria de los lipidos
(medida con TBARS), fue superior al antioxidante sintético eritorbato sodico (E-
316), y el andlisis sensorial determind una aceptacion del 75% en salchichas

enriquecidas con RE.

La aplicacion de RE en rebozados de pollo y cerdo, pollo cocido y carne
fresca también exhibieron un menor contenido de compuestos secundarios
(medidos con TBARS) [12,228,230,231]; menor produccidon de nitrégeno basico
volatil total [230]; mayor estabilidad del color [12,228]; y menor recuento
microbiano de estafilococos, enterobacterias, mohos y levaduras [230,231]. Asi
mismo, Huang et al., (2020) [230], aplicaron como recubrimiento comestible una
nano-emulsion con gelatina, quitosano y romero en pollo listo para el consumo,
y concluyeron que la liberacion del compuesto activo hacia la superficie de la
carne redujo los recuentos totales de bacterias viables, mohos y levaduras, y los
cambios de pH, prolongando 6 dias méas la vida ttil que las muestras no tratadas.

Por otro lado, la adicion de RE a rebozados de cerdo generé mayor CA (medida
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con ORAC) que aquellos tratados con ascorbato sodico (E-301). Estos autores
también observaron que los rebozados con RE o ascorbato sédico mostraron un
mayor contenido de hierro no hemo que las muestras sin aditivos, y concluyeron
que el RE podria ser una alternativa como aditivo natural [228]. En otro estudio
concluyeron que la adicion de RE (polvo o liquido) a la maxima dosis permitida
(150 mg acido carndsico + carnosol/kg), no generd alteraciones sensoriales en

nuggets de pollo con los formatos usados [12].

La aplicacion de RE o SE en productos pesqueros se ha investigado
principalmente por inmersioén o recubrimiento comestible. Leung et al., (2019)
[102], detectaron que los filetes de salmon frito con aceite infusionado con RE,
redujo la peroxidacidn lipidica al disminuir la formacién de hidroperoxido y 4-
hydroxynonenal; disminuy¢ también el desarrollo de aldehidos tdxicos de los
acidos araquidonico y docosahexaenoico y el contenido de acidos grasos
saturados. Se ha comprobado también la efectividad de RE o SE sobre el
crecimiento microbiano de aerobios mesoéfilos, Pseudomonas spp. y bacterias
lacticas [233]. En otro estudio observaron que la inmersién de filetes de sardina
en solucion de RE y SE y conservadas en atmosfera protectora, redujo
significativamente la acumulacién de amoniaco, histamina, trimetilamina,
putrescina y cadaverina. Este efecto también se detectdé después de 20 dias de
almacenamiento [232]. Por otro lado, la aplicacion de RE ya sea como
recubrimiento comestible o inmersion, ha tenido efectos inhibidores en la
formacion de compuestos de la oxidacion de los lipidos primarios (medidos
como dienos conjugados, perdxidos) y secundarios (medidos con TBARS,
nitrédgeno basico total) [234,235]; asi como una menor formacion de acidos grasos
libres [235]. Choulitoudi et al., (2017) [233], también encontraron mayor efecto
protector frente a la oxidacién lipidica (primaria y secundaria) en filetes de
anguila ahumada, con recubrimiento comestible de carboxilmetilcelulosa con RE

y aceite esencial de romero, y concluyeron posibles efectos sinérgicos en la
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matriz. Ozogul et al., (2010) [234] observaron que el uso de RE (1 y 2%) mejord la
calidad sensorial tanto de la sardina cruda como de la cocida, aunque fue mejor
valorada la sardina tratada con 1% de romero. Resultados similares se obtuvieron
con filetes de dorada fritos, los cuales obtuvieron mejor aceptabilidad que

aquellos sin tratar, indistintamente de la dosis usada (2 - 3%) [235].

En otros alimentos como leche de cabra y soja, requesdn, aceites vegetales
y aderezos para ensaladas, la aplicacion de RE o SE fue efectiva para aumentar
los TPC y la CA (medida con DPPH y ABTS) [237,238]; minimizar la formacion
de compuestos primarios (medidos PV y DC) [76,236-239]; y retrasar la
formacion de compuestos volatiles oxidados como pentanal, hexanal, hexanol, 1-
penten-3-ol [76,239]. Asi mismo, varios autores encontraron que el RE o SE fueron
eficientes para mantener la estabilidad del a-tocoferol, durante la vida util de
aderezos para ensaladas y leche de cabra y soja enriquecidos con aceite de
pescado [76,239]. Por otro lado, en un estudio con aceite de lino (rico en omega-
3) al que se afiadid RE, se registro una menor oxidacion lipidica en comparacion
con otros conservantes (a-tocoferol y el BHT (E-321)), y se concluy6 que el RE
tiene un alto potencial como conservante natural en alimentos ricos en omega-3
para sustituir a los sintéticos. Asi mismo, Ribeiro et al. (2016) [236] observaron
que los quesos con RE microencapsulado, mantuvieron sus propiedades
antioxidantes (DPPH y FRAP) de forma mas eficiente que los quesos con RE sin
encapsular (7 dias de almacenamiento). No obstante, no se observaron
diferencias en el perfil de dcidos grasos de los quesos. En otro estudio, Yang et al.
(2016) [238] analizaron los aceites vegetales de soja, salvado de arroz y semilla de
algodon, enriquecidos con RE (rico en carnosol) y con antioxidantes sintéticos
(BHA + BHT), y encontraron que los aceites con RE tuvieron mayor estabilidad
quimica, incluyendo un mayor periodo de induccién de CA, TPC y menor PV,
aunque también observaron una ligera disminucion del contenido de tocoferoles

y PUFAs.
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2.9. Factores que afectan la eficacia de los antioxidantes

El procesamiento de alimentos es una herramienta critica en el desarrollo
de productos de consumo enfocados con beneficios para la salud. Por lo que
resulta fundamental considerar como las distintas fases del procesamiento de
alimentos pueden alterar la estabilidad, la biodisponibilidad y la actividad
biologica final de los polifenoles [241]. La susceptibilidad de los polifenoles al
estrés térmico (secado, pasteurizacion, horneado, tostado, entre otros) ha sido
objeto de estudio en multiples matrices, incluidas frutas, verduras, té, galletas,

etc. [9,242-244]

Si bien existen variaciones en el grado de sensibilidad entre las clases de
polifenoles y entre las matrices de alimentos, se ha informado que los
mecanismos generales y la cinética de las reacciones de degradacion de
polifenoles siguen consistentemente la degradacion térmica de primer orden
[241]. Asi, las pérdidas de compuestos fenodlicos libres pueden variar segtn la
extension del procesamiento con una disminucion entre el 15 y 60 % durante la
pasteurizacion del zumo de manzana [242], a pérdidas entre el 60 y 90 % en
procesos térmicos mas intensos, como el horneado y la extrusién de cereales

[243].

Doolaege et al., (2012) [225], analizaron el 4cido carndsico después de la
coccidn al vapor a 75 °C durante 90 minutos, y almacenamiento durante 48 horas
en paté de higado, y determinaron que el 4cido carnosico era estable ya que
apenas se degrad en las condiciones estudiadas. En otro ensayo, Ou et al., (2018)
[9] estudiaron la estabilidad del acido rosmarinico, resveratrol y epicatequina
tras la coccion de las galletas a 190 °C durante 10 minutos, y concluyeron que el
acido rosmarinico fue el compuesto mads estable, ya que se recuperd hasta el

73,4%, seguido del resveratrol (26,7%), mientras que la epicatequina sélo la
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cuantificaron un 9,9%. En el caso de las antocianinas se ha observado que la

magnitud y la duracién del calentamiento tienen una fuerte influencia en su

estabilidad [244].

Por otro lado, los productos se formulan con ingredientes adicionales, las
interacciones entre los macronutrientes y los micronutrientes en los productos

terminados también pueden afectar la estabilidad de los polifenoles [241].

Las interacciones entre los antioxidantes en el sistema alimentario son mas
complejas, no sélo por los diferentes tipos de antioxidantes, sino también por las
interacciones con otros componentes del alimento. El efecto de la matriz
alimentaria puede ser importante, ya que las interacciones entre los antioxidantes
hidrofilicos y lipofilicos se producen en la interfaz entre las fases acuosa y lipidica

[245].

2.9.1. Eficacia de los antioxidantes en emulsiones

Para seleccionar antioxidantes eficaces en alimentos emulsionados, hay
que tener en cuenta la complejidad de los sistemas de emulsidn, los cuales
engloban diferentes fases y constituyentes que afectan a la eficacia de los
antioxidantes, debido a su localizacion e interacciones. Asi, la naturaleza
heterofasica de las emulsiones alimentarias hace que, en la mayoria de ellas, la
oxidacidn lipidica y los mecanismos antioxidantes sean mas complejos que en los

aceites puros [246].

Se han realizado numerosos trabajos para evaluar la eficacia de los
antioxidantes en las emulsiones en relacion con sus propiedades de particion,
debido a que los antioxidantes pueden ubicarse en al menos tres fases diferentes:

la fase acuosa (por ej., acidos fendlicos polares o glucosidos flavonoides), la fase
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oleosa (por ej., agliconas de flavonoides) y la interfaz aceite-agua (por ej., acidos
fendlicos de polaridad media y flavonoides) [247,248]. Dado que la oxidacion de
los lipidos en las emulsiones se inicia en la interfaz, la ubicacién de los
antioxidantes en un sistema de emulsion determinado es crucial para su eficacia
[246]. La gran superficie de las emulsiones también facilita las interacciones entre
los lipidos y los prooxidantes solubles en agua, como los iones de metales de
transicion [249]. No obstante, existen otros factores que pueden acelerar la
oxidacion de los lipidos en sistemas emulsionados. Estos factores incluyen los
ingredientes, la composicion de la superficie (interfaz), es decir, el tipo y la
concentracion del emulsionante, la carga superficial, el pH de la emulsion, la

viscosidad, las condiciones del proceso, etc. [246].

El emulsionante es un compuesto tensioactivo que mantiene el aceite
disperso en la fase acuosa (emulsion aceite/agua) o la fase acuosa dispersa en la
fase oleosa (emulsién agua/aceite). Ademads, la mayor concentracién de
emulsionante se encuentra en la interfaz donde se inicia la oxidacion de los
lipidos. La carga de un emulsionante (puede ser iénico o no iénico) afectard a la
carga de la interfaz, lo que puede influir en la eficacia de los antioxidantes. Por
ejemplo, el acido cafeico afiladido en emulsiones aceite/agua se vio afectado por
el tipo de emulsionante Citrem (emulsionante aniénico) y Tween 80
(emulsionante no ionico) [250]. A pH 6, con Tween como emulsionante, el acido
cafeico promovid la formacién de productos de oxidacion secundarios; mientras
que con Citrem, el acido cafeico no tuvo ningun efecto sobre la formacion de
volatiles con hierro afiadido, e incluso tuvo un ligero efecto antioxidante sin

hierro anadido [250].

Por otro lado, la concentracion del emulsionante también puede influir en
la actividad antioxidante, ya que una alta concentracion dard lugar a estructuras

de micela en la fase acuosa. Panya et al., (2012) [251], evaluaron la actividad

53



Revision bibliogrifica

antioxidante de los rosmarinatos (butilo, dodecilo y eicosilo) en emulsiones con
una mayor concentracion de emulsionante (Tween 20); es decir, una mayor
formacion de micelas de tensioactivos. La presencia de micelas de tensioactivos
solo mejoro la actividad antioxidante del rosmarinato de eicosilo. Las micelas de
tensioactivos promovieron la migracion del eicosil rosmarinato fuera del ntcleo
de la gota de emulsion mediante la formacion de co-micelas de Tween y eicosil
rosmarinatos. Estos autores, subrayaron que la razén de la eficacia mejorada fue
debido al facil intercambio entre las co-micelas en la fase acuosa y la interfaz de
la gota, la reubicacion del eicosil rosmarinato desde el nucleo de la gota de
emulsion a la fase acuosa como co-micelas [251], y concluyeron que la actividad
antioxidante aumenta para otros antioxidantes no polares con el aumento de la

concentracion de emulsionante en la emulsion.

También se ha observado que el pH de la emulsion puede influir en la
degradacion y por tanto en la eficacia de los antioxidantes. Por ejemplo, la
concentracion tanto del acido clorogénico como del acido cafeico disminuia
debido a la degradacién con el aumento del pH (rango 5,0-9,0) [252]. Por otro
lado, la adicion de (-)-epigalocatequina-3-galato a matrices de bajo pH (pH < 4)
dio lugar a efectos prooxidantes [253]. Ademas, la galamida, el galato de metilo
y el acido galico fueron antioxidantes a pH 7 en emulsiones estabilizadas no
ionicas, independientemente de la concentracién (5 y 500 uM); en cambio, fueron
prooxidantes a pH 3 o ineficaces a baja concentracidn, y antioxidantes a altas
concentraciones [254]. Ademads, el pH de las emulsiones es crucial para el
progreso de la oxidacion de los lipidos, cuando el hierro metélico estd presente
en emulsiones estabilizadas anidnicas con compuestos fendlicos como
antioxidantes [250,254]. Por lo tanto, si los antioxidantes pueden degradarse o
actuar como prooxidantes a determinados valores de pH, habria que tenerlo en

cuenta al seleccionar los antioxidantes para los distintos productos alimentarios.
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Otro pardmetro importante que puede afectar la eficacia de los
antioxidantes en las emulsiones es la concentracion de los antioxidantes.
Algunos antioxidantes como el palmitato de ascorbilo, pueden convertirse en
prooxidantes a altas concentraciones [255]. También hay estudios que recogen
efectos prooxidantes entre antioxidantes enddgenos y afiadidos. Por el contrario,
otros antioxidantes afiadidos artificialmente, pueden actuar en sinergia con los
componentes enddgenos de los alimentos (por ejemplo, otros polifenoles,
carotenoides y los compuestos que contienen azufre, entre otros), contribuyendo
al resultado antioxidante final [256,257]. Las interacciones entre los distintos
componentes pueden ser sinérgicas, aditivas y antagdnicas. Aunque existen tres
tipos distintos de interacciones antioxidantes, la interaccion sinérgica es la de
mayor interés porque puede tener varias ventajas: (1) una mayor eficacia que
conduce a una mayor calidad y a la prolongacion de la vida util de los alimentos;
(2) la reduccidn de la cantidad de antioxidantes necesarios, lo que supone un
menor coste de produccidn; (3) la reduccion del uso o la sustitucion total de
antioxidantes sintéticos, que podrian tener efectos adversos para la salud; y (4)
las combinaciones sinérgicas pueden proporcionar una distribuciéon mas

completa de los antioxidantes en algunos alimentos [258].

Ademads, otros parametros como la viscosidad y las condiciones del
procesado pueden influir en la eficacia del antioxidante. La viscosidad puede
influir en la movilidad de los distintos componentes entre las fases y, por tanto,
en el efecto de los antioxidantes. Mientras que las diferentes condiciones del
procesado pueden cambiar la composicidn y el grosor de la interfase, asi como la
ubicacion del antioxidante, que puede afectar a las interacciones con el
emulsionante y a las reacciones con los componentes prooxidantes, y por tanto a

su eficacia en las emulsiones alimentarias [246].
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2.10. Métodos para evaluar la actividad antioxidante en alimentos

Como se ha descrito anteriormente, los antioxidantes pueden actuar a
través de varios mecanismos de accion, por lo que es necesario evaluarlos con
distintos métodos de analisis para comprender mejor su comportamiento. Son
muchos los métodos que se utilizan para evaluar la efectividad de los EP en
sistemas alimentarios (Tabla 4). No obstante, nos centraremos en los utilizados

en esta tesis doctoral.

2.10.1. Eliminacion de radicales

Dependiendo de las reacciones quimicas implicadas, estos ensayos se
dividen en dos categorias: ensayos basados en la reaccion de transferencia de
atomos de hidrogeno (TAH) y ensayos basados en la reaccion de transferencia de
electrones simples (TE) (Tabla 5). Los antioxidantes pueden eliminar los
radicales libres u otras ERO (peroxido de hidrégeno y peroxidos lipidicos)
mediante TAH y TE, lo que conduce a los mismos resultados finales,
independientemente del mecanismo implicado, aunque la cinética y el potencial

de las reacciones secundarias varian [259].
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Tabla 5. Ensayos basados en la eliminacion de las principales especies reactivas del

oxigeno (ERO) y basados en el potencial redox.

Mecanismo . .,
Ensayo ) Oxidante Sonda Deteccion
dominante

Ensayos de barrido de ERO

Radical peroxil

ORAC TAH generado Fluoresceina Fluorometria
AAPH
. . Espectrofotometria
DPPH TE Radical DPPH  Radical DPPH
o RPE
Catién radical ~ Cation radical ,
TEAC TE Espectrofotometria
ABTS ABTS
Ensayos de potencial REDOX
FRAP TE Fes+ Ferricianuro  Espectrofotometria
CARCUP TE Cu? Neocuproina Espectrofotometria
Plasmon
Reductor Nanoparticula o
TE Ag* superficial
Ag* de Ag .
resonancia
Reductor

Nanoparticula Voltamperometria
Au* TE Au3 L
de Au ciclica

Abreviaturas: TAH: Transferencia de atomos de hidrégeno; TE: Transferencia de electrones RPE:
Resonancia paramagnética electrénica; CARCUP: Capacidad antioxidante reductora del ctiprico;
AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropano) dihidrocloruro). Adaptado de Zhong et al., (2015) [219]

2.10.2. Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (en inglés ORAC)

El método capacidad de absorcion de radicales de oxigeno mide la
capacidad de donacion de atomos de hidrégeno de los antioxidantes y es, por
tanto, un método basado en TAH. El1 ORAC mide la capacidad de ruptura de la
cadena de radicales de los antioxidantes mediante el control de la inhibicién de
la oxidacion inducida por los radicales peroxilo. Los radicales peroxilo son los
radicales libres predominantes en la oxidacién de los lipidos en los alimentos y

los sistemas bioldgicos en condiciones fisioldgicas. En este ensayo, el radical
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peroxilo producido por un generador reacciona con una sonda fluorescente
dando lugar a la pérdida de fluorescencia, que se registra con un fluorimetro.
Como referencia se utiliza un antioxidante estandar, normalmente el trolox, y los
valores ORAC de los antioxidantes ensayados se presentan como equivalentes

de trolox [219].

Aunque originalmente se desarrolld para medir antioxidantes hidrofilicos,
el ensayo ORAC también se ha adaptado para detectar antioxidantes tanto
lipofilicos como hidrofilicos alterando la fuente de radicales y el disolvente [260].
Por otro lado, también se observo que algunos antioxidantes pueden formar un
complejo con los iones metalicos, lo que conlleva a subestimar la capacidad de
barrido de radicales peroxilo. Para eliminar esta interferencia se utilizé el
quelante de metales, el 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) que aumentd

significativamente los valores ORAC medidos [261].

2.10.3. Eliminacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (en inglés

DPPH)

El barrido del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo es uno de los ensayos
mas utilizados y ofrece el primer enfoque para evaluar la actividad antioxidante.
Es un método basado en la TE, siendo el mecanismo TAH solo una via de
reaccion marginal en el ensayo [259]. El DPPH es un radical cromogeno estable
de color purpura intenso. Este ensayo se basa en la donacion de electrones de los
antioxidantes para neutralizar el radical DPPH, lo que va acompanado de un
cambio de color que se mide a 517 nm; la decoloracién acttia como indicador de
la eficacia del antioxidante y puede notificarse como EC50, que se define como la
concentracion del antioxidante necesaria para disminuir la concentracién inicial
de DPPH en un 50%. Ademas, puede utilizarse el TEC50, que es el tiempo

necesario para alcanzar el estado estacionario con el EC50. El ensayo DPPH es
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una técnica sencilla y sélo requiere un espectrofotometro UV o un espectrémetro
EPR (resonancia paramagnética de electrones). El ensayo del DPPH, aunque es
simple y robusto, debido a su sensibilidad hay una serie de factores que pueden
verse afectados, como el tipo y la cantidad de disolvente utilizado, la presencia y
la concentracion de iones metalicos e hidrégeno, y la frescura del reactivo del
DPPH [219,262,263]. Una de las principales limitaciones del ensayo DPPH es la
superposicion de los espectros de los compuestos que absorben en el mismo
rango de longitudes de onda que el DPPH. Por ejemplo, las antocianinas tienen
una fuerte absorcidon en el mismo rango de longitudes de onda (500-550 nm) que
el DPPH, por lo que pueden introducir interferencias en los resultados y su

interpretacion [219].

2.10.4. Capacidad antioxidante equivalente a trolox (en inglés TEAC)

El ensayo de CA equivalente a trolox se desarrollé por primera vez como
un método para la determinacion de la CA total [264]. El ensayo mide la
capacidad de los antioxidantes para eliminar el cation radical estable ABTSe+
(acido 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), un cromoforo azul-verde
con absorcion maxima a 734 nm que disminuye su intensidad en presencia de
antioxidantes. Los antioxidantes pueden neutralizar el catiéon radical ABTSe+,
generado a partir del ABTS, ya sea por reduccion directa a través de la donacion
de electrones o por el apagado del radical a través de la donacién de atomos de
hidrogeno, y el equilibrio de estos dos mecanismos estd generalmente
determinado por la estructura del antioxidante y el pH del medio [259]. Por lo
tanto, aunque el ensayo TEAC suele clasificarse como un método basado en la
TE, el mecanismo TAH también es aplicable. El grado de decoloracién del color
azul-verde, cuantificado como una disminucién de la absorbancia a 734 nm,

depende de la duracién de la reaccidn, la actividad antioxidante intrinseca y la
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concentracion en la muestra. Al igual que otros ensayos de barrido de radicales
comentados anteriormente, el ensayo TEAC puede controlar la disminucion de
la absorbancia con el tiempo o la caida en un punto final determinado. Cuando
se realiza como un ensayo de punto final, el método TEAC requiere la
determinacion fiable de un punto final de la reaccion para la evaluacion
cuantitativa de la actividad antioxidante [265]. Los resultados obtenidos por el

ensayo TEAC se expresan como equivalentes de trolox.

2.10.5. Métodos basados en el potencial redox

Los antioxidantes, también conocidos como reductores, no sélo permiten
eliminar los radicales libres y otras sustancias reactivas de oxigeno derivados del
oxigeno, sino que también reducen los elementos de mayor valencia a su estado
de menor valencia. El potencial redox o el poder reductor de los antioxidantes es
un importante indicador de su eficacia antioxidante y se mide mediante la
reaccion redox con diversos iones metdalicos como hierro, cobre, cromo y cerio,

entre otros [219].

2.10.6. Quelacion de metales

En general, la capacidad de quelacidon de metales se determina midiendo
el efecto quelante de los antioxidantes para el ion ferroso. El sulfato ferroso y la
ferrozina son las fuentes de iones ferrosos mas utilizadas. Una pérdida de
absorbancia a 485 nm (para el sulfato ferroso) o a 562 nm (para la ferrozina) tras
la adicion de antioxidantes representa la formacion de un complejo metal-
antioxidante, y la capacidad de quelacién de metales del antioxidante afiadido
puede cuantificarse espectrofotométricamente. La propiedad antioxidante de los

quelantes de metales se evala cuando se forma un complejo entre el
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antioxidante y el metal, de manera que los iones metalicos ya no pueden actuar
como iniciadores de la oxidacion lipidica. Por lo tanto, la capacidad de quelacion
de metales también se utiliza como indicador de la actividad antioxidante,

normalmente en combinacidn con otros ensayos antioxidantes [219].

2.10.7. Poder antioxidante reductor férrico (en inglés FRAP)

El ensayo del poder antioxidante reductor férrico es un método basado en
la TE que mide la reduccidon del complejo de iones férricos (Fe**)-ligando al
complejo ferroso (Fe?*) de color intenso por parte de los antioxidantes en un
medio dcido. La actividad antioxidante se determina como el aumento de la
absorbancia a 593 nm, y los resultados se expresan como equivalentes pumolares
de Fe?* o en relacion con un estandar antioxidante [266]. A diferencia de otros
métodos basados en la TE, el ensayo FRAP se lleva a cabo en condiciones de pH
acido (3,6) para mantener la solubilidad del hierro y, lo que es mas importante,
impulsar la transferencia de electrones. Esto aumentara el potencial redox,
causando un cambio en el mecanismo de reacciéon dominante [267]. El ensayo
FRAP es sencillo, rdpido y no requiere equipo especializado. Originalmente se
empled para medir el poder reductor en plasma, pero su uso se ha extendido para
evaluar la actividad antioxidante en otros fluidos bioldgicos, alimentos y
extractos de plantas. Sin embargo, se ha observado que los valores FRAP pueden
variar en funcion del tiempo de andlisis ya que la reaccion entre los antioxidantes
y el Fe* puede darse en minutos u horas [268]. Por lo tanto, un punto final de
absorcion nico puede no representar una reaccion completa, ya que diferentes

antioxidantes requieren diferentes tiempos de reaccidon para su detecciéon [259].
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2.10.8. El contenido fendlico total (en inglés TPC)

El método TPC es otro parametro importante de la CA total y se utiliza
ampliamente para la evaluacion de extractos antioxidantes, incluidos los de
hierbas, especias, frutas, cereales y legumbres, entre otros. El ensayo de Folin-
Ciocalteu es como un ensayo de TE y se basa en la reduccion del reactivo de Folin-
Ciocalteu por compuestos fendlicos en condiciones alcalinas. Este reactivo
contiene complejos de acido fosfomolibdico/fosfotingstico que se reducen,
dando lugar a un cromoforo de color azul con absorcion maxima a 765 nm. Este
ensayo, adaptado para analizar los componentes fenodlicos del vino, se convirtio
en un andlisis de rutina para la evaluacion antioxidante de los alimentos y los
extractos de plantas. Los resultados suelen expresarse como equivalentes de
acido galico que es el estandar de referencia comunmente utilizado, aunque
ocasionalmente suelen expresarse como equivalentes de catequina, acido cafeico,
acido clorogénico o acido fertlico, lo que hace necesaria la estandarizacion de los
resultados reportados [269]. El uso del ensayo TPC tiene muchas ventajas,
incluyendo su simplicidad, reproducibilidad y robustez. Sin embargo, presenta
varios inconvenientes como la sensibilidad al pH, la temperatura y el tiempo de
reaccion [269]. Ademads, la sobreestimacion del TPC es una preocupacion
importante para el ensayo de Folin-Ciocalteu, debido a la contribucién de los
agentes reductores no fenodlicos, como los azucares reductores y ciertos
aminodcidos presentes en el sistema que pueden contribuir a la reduccion del
reactivo [270]. Por lo tanto, los resultados del TPC pueden estar sobreestimados
en un orden de magnitud en comparacion con los obtenidos por métodos de

HPLC.
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2.10.9. Ensayo de la Desoxirribosa

El método de la desoxirribosa puede ofrecer una informacion muy valiosa
sobre el mecanismo de accion de los antioxidantes afiadidos en los alimentos. Los
radicales hidroxilos generados por reaccion de un complejo de hierro (III)-EDTA
con HOzen presencia de acido ascdrbico, ataca a la desoxirribosa para formar
productos que, al calentarse con acido tiobarbiturico (ATB) a pH bajo, producen
un cromogeno rosa, el aducto MDA-ATB. Los antioxidantes que actian como
“atrapadores” (“scavengers”) de radicales, pueden actuar como antioxidantes
primarios captando los radicales hidroxilos, disminuyendo la formacion de
cromogeno y, por tanto, la absorbancia a A=532 nm; o bien se puede detectar si
actan como antioxidantes secundarios impidiendo el dafio a la desoxirribosa

[271].

2.11. Determinacion de los productos de oxidacion de los lipidos

Los antioxidantes pueden suprimir las reacciones de oxidacion en las
grasas y los aceites, e inhibir la formacion de productos de oxidaciéon tanto
primarios como secundarios, los cuales pueden medirse por diferentes métodos

utilizando una variedad de marcadores de oxidacion (Tabla 6).

63



Revision bibliogrifica

Tabla 6. Ensayos de actividad antioxidante que miden los productos de oxidacién.

Marcador de ) .,
Ensayo L Reactivo Deteccion
oxidacion
Yoduro de potasio Valoracion
Valor Peroxido Hidroperéxido Tiocianato o xilenol ~ Espectrofotometria
naranja
Dienos Dienos ,
] ) - Espectrofotometria
conjugados conjugados
Equivalentes de
TBARS MDA Acido tiobarbittrico  Espectrofotometria
Valor de p- 2-alquenales y L ,
L. ] Anisidina Espectrofotometria
anisidina 2,4-alkadienales
Carbonilos Compuestos 2,4- ,
. L. o . Espectrofotometria
totales carbonilos Dinitrofenilhidrazina
. Compuestos )
Espacio de Espacio de cabeza

L. volatiles (hexanal -
cabeza volatil CG
propanal)

Abreviaturas: CG: Cromatografia de gases; MDA: Malondialdehido; TBARS: Sustancias reactivas
del acido tiobarbitarico. Adaptado de Zhong et al., (2015) [219].

2.11.1. Determinacion del Valor Perdxido (en inglés PV)

La Tabla 6, muestra algunos métodos para la determinacion del PV, entre
ellos: la valoracion yodométrica, la espectrofotometria de medicion del complejo
de iones férricos, y la espectroscopia infrarroja son los mas utilizados [272]. EI PV
es un indicador de las etapas iniciales del cambio oxidativo, y la inhibicién de la
formacion y/o la accidn de estas especies inestables por parte de los antioxidantes
puede utilizarse para evaluar la actividad antioxidante. El ensayo de valoracion
yodométrica, que se basa en la oxidacion del ion yoduro (I-) a yodo por parte de
los hidroperoxidos, es la base de los métodos estandar actuales para la
determinacién de PV. El yodo liberado (I2) se valora con una solucién

estandarizada de tiosulfato de sodio y almidén como indicador del punto final.
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El PV se calcula y se informa como miliequivalentes de oxigeno por kilogramo
de muestra (meq/kg). Aunque la valoracion yodométrica es el método mas
comunmente practicado para la medicion del PV, requiere mucho tiempo y
trabajo e introduce dificultades en la determinacion del punto final de la
valoraciéon, aunque este ultimo problema puede solucionarse utilizando un

valorador automatico.

Alternativamente, el PV puede determinarse espectrofotométricamente
midiendo la capacidad de los hidroperdxidos lipidicos para oxidar los iones
ferrosos a férricos, que son acomplejados por el tiocianato o el naranja de xilenol
para formar cromoéforos rojo-violeta o azul-ptrpura, respectivamente [273]. Los
métodos espectrofotométricos son rapidos, sencillos y mds sensibles que el
método de valoracion yodométrica. Sin embargo, debido a que muchos factores,
como la cantidad de muestra de aceite, el disolvente utilizado y la fuente de
reactivos, como el naranja de xilenol, pueden afectar al coeficiente de absorcion,
es necesario conocer la naturaleza de los hidroperdxidos presentes en la muestra
de aceite y controlar cuidadosamente las condiciones utilizadas para obtener

mediciones precisas [274].

2.11.2. Dienos y trienos conjugados

Ademads del marcador de hidroperoxido, los dienos conjugados y los
trienos pueden utilizarse como indicadores del grado de oxidacion y de la
inhibicion por parte del antioxidante. Debido al hecho de que las grasas y aceites
poliinsaturados son generalmente de naturaleza metilénica, se forman dienos y
trienos  conjugados tras la  oxidacion, que pueden  medirse
espectrofotométricamente a 234 y 268 nm, respectivamente, en la region
ultravioleta (UV) [275]. Un aumento de la absorcién UV refleja tedricamente la

formacion de productos de oxidacion primaria en las grasas y los aceites. Por lo
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tanto, la actividad antioxidante puede evaluarse mediante mediciones de la fase
de retardo y el porcentaje de inhibicion en presencia de un determinado
antioxidante [266]. Se ha observado una buena correlacion entre los dienos
conjugados y el valor del peréxido [276]. La deteccion ultravioleta de dienos
conjugados es sencilla, rdpida y no requiere reactivos quimicos, y sdlo se
necesitan pequenas cantidades de muestras. Sin embargo, este método tiene
menos especificidad y sensibilidad que la medicion PV. Ademas, el resultado
puede verse afectado por la presencia de compuestos que absorben en la misma

region, como los carotenoides [275].

2.11.3. Sustancias reactivas del acido tiobarbituarico (en inglés TBARS)

Los PV y los dienos conjugados son productos de oxidacién primarios. Son
inestables y se descomponen en productos de oxidacion secundaria mas estables,
como una variedad de compuestos de carbonilo, incluyendo aldehidos y cetonas.
Por lo tanto, los productos de oxidacion primarios se suelen determinar en
combinacion con la medicion de los productos de oxidacion secundarios para
obtener una imagen mas completa del proceso de oxidacion. Entre los productos
de oxidacién secundarios producidos a partir de la descomposicion de los
hidroperdxidos, los TBARS son un marcador bien conocido del proceso de
oxidacion, tanto por su aparicion temprana cuando se produce la oxidacién como
por la sensibilidad del método analitico [277]. Los TBARS se presentan como
equivalentes de malonaldehido o malondialdehido (MDA). El MDA es un
producto de degradacion de los 4cidos grasos poliinsaturados, que reacciona con
el reactivo TBA y forma un complejo MDA-TBA de color rosa que tiene una
absorcion maxima de 530 a 535 nm. Dado que algunos productos de oxidacién
distintos del MDA también reaccionan con el TBA y contribuyen a la intensidad

del color, el término TBARS se utiliza para incluir una serie de sustancias,
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principalmente compuestos carbonilicos, que reaccionan con el TBA en un
mecanismo similar al del MDA. Estas sustancias incluyen alcanos, 2-alquenos,
2,4-alquenos, cetonas, cetoesteroides, acidos y ésteres, entre otros. A pesar de la
falta de especificidad y sensibilidad [278], el ensayo de TBA se encuentra entre
las pruebas mas utilizadas para evaluar la oxidacion de grasas y aceites. En un
sistema de matriz alimentaria mas complicado, pueden surgir interferencias de
otros componentes no lipidicos como proteinas, sacarosa, urea, piridinas y
pirimidinas, entre otros [279,280]. Para mejorar la especificidad y la sensibilidad,
se ha propuesto modificar la prueba del TBARS, utilizando la tecnologia
infrarroja por transformada de Fourier para la deteccion directa del MDA, y la
HPLC para la separacion y caracterizacion de las especies individuales del
TBARS [280]. En los sistemas de aceite que contienen antioxidantes, se puede
cuantificar la disminucion de la cantidad de TBARS total o de un aldehido

especifico para evaluar la eficacia de los antioxidantes.

2.11.4. Determinacion de compuestos volatiles

La medicion de los volatiles en el espacio de cabeza como aldehidos
volatiles totales o especificos, ha sido una herramienta eficaz para evaluar la
oxidacion de los lipidos y la eficacia de los antioxidantes en sistemas modelo que
contienen lipidos. Algunos de los productos secundarios de la oxidacion son
volatiles con valores umbrales variables, y contribuyen al mal sabor de los aceites
oxidados a través de diferentes rutas y mecanismos, dependiendo de la
naturaleza del aceite y de las condiciones de oxidacion. En los aceites ricos en
acidos grasos omega-6, como la mayoria de los aceites vegetales, el hexanal es el
principal compuesto volatil que se forma tras la oxidacion del acido linoleico,
mientras que los aceites marinos ricos en acidos grasos omega-3 producen

principalmente propanal [281]. La cromatografia de gases (CG) equipada con un
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muestreador de espacio de cabeza se utiliza para determinar los productos de
oxidacién volatiles secundarios. La técnica de microextraccion en fase solida del
espacio de cabeza (HS-SPME) también se ha utilizado para el andlisis de
productos de oxidacion volatiles [282]. Ademads de los aldehidos volatiles, los
acidos organicos volatiles, principalmente los acidos férmico y acético, se
producen como productos secundarios de oxidacion volatil a altas temperaturas,
simultdneamente con los hidroperoxidos. Ademas, otros productos secundarios,
como los alcoholes y los compuestos carbonilicos, pueden oxidarse atin mas

hasta convertirse en acidos carboxilicos [283].

2.11.5. Productos oxidados del colesterol

Los procedimientos analiticos para determinar el grado de oxidacion del
colesterol en los alimentos, sobre todos aquellos sometidos a tratamiento térmico
y/o almacenamiento, incluyen la cromatografia de gases capilar [284],
espectrometria de masas [285,286] y cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC) [287].

Los oxiesteroles presentes en alimentos o tejidos animales se encuentran
en bajas concentraciones (ppm o ppb). Por ello, los procedimientos analiticos que
separan los productos de oxidacién de esteroles de otras sustancias que
interfieren en la cuantificacion de los oxiesteroles, son dificiles. La separacion
implica dos pasos: una separacion de la fraccion de esteroles de otros materiales
lipidicos y la eliminacion del colesterol. La separacion inicial se puede lograr ya
sea por saponificacion-extraccion o por cromatografia en columna de silice [288].
A esto debe seguir una cromatografia en columna de capa fina o de fase inversa
para eliminar el colesterol que podria interferir con los analisis posteriores. En
estudios anteriores se empleaba la saponificacién de los lipidos extraidos con

alcali caliente. Este paso, es importante porque libera la mayor parte de los
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lipidos del residuo de esterol y también convierte el colesterol esterificado en
esterol libre. Sin embargo, algunos 6xidos de colesterol importantes, como el 7-
cetocolesterol, son inestables a los alcalis acuosos calientes [288]. La solucion a
este problema fue la saponificacion en frio y ahora es el procedimiento estandar

para la extraccion de oxiesteroles antes de la separacion analitica [289].

2.11.6. Rancimat

El nivel de oxidacién de los lipidos puede medirse mediante métodos
quimicos, fisicos y mediante pruebas que miden la estabilidad de un aceite en
condiciones que favorecen la oxidacion natural. El indice de estabilidad oxidativa
(IEO) es el principio que determina la estabilidad a la oxidaciéon de un aceite
haciendo pasar una muestra, sometida a un tratamiento controlado por una
corriente de aire, lo que facilita la rdpida degradacion de los lipidos a 4cidos
organicos volatiles. La corriente de aire captura los acidos volatiles liberados y
los solubiliza en un depdsito lleno de agua destilada; los acidos solubilizados se
disocian en iones, provocando asi un cambio en la conductividad de esta agua.
La duracion de la fase de induccion es la que da informacion sobre la estabilidad
de un lipido. Cuanto mas largo es el tiempo de induccidon, mas estable es el lipido.
El valor IEO se define por el tiempo (en horas) necesario para que la
conductividad alcance un valor predeterminado [290]. Este método es interesante
porque no requiere una preparacion previa de la muestra. Debido a su facilidad
de uso y a la reproducibilidad de los resultados obtenidos, el ensayo Rancimat es
muy utilizado para determinar la estabilidad de los aceites de los diferentes

antioxidantes en la industria alimentaria [291].
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2.11.7. Autooxidacion del acido linoleico

Para la evaluacion de la CA en el tiempo, también se utiliza la técnica del
sistema del acido linoleico. Esta técnica consiste en la incubacion de una solucion
de acido linoleico con la muestra a analizar, bajo condiciones desfavorables (por
ejemplo, 40 °C y durante un largo periodo de tiempo), emulando el
almacenamiento del alimento. Esta técnica mide el grado de inhibicién de la
autooxidacion del acido linoleico, el contenido de los peroxidos formados se
mide espectrofotométricamente con una solucion de etanol, tiocianato de amonio
y FeClz, y se expresan como porcentaje de inhibicion [292]. Asi, cuanto menor sea

la autoxidacién del 4cido linoleico mayor es la CA del compuesto.

2.11.8. Peroxidacion de liposomas de fosfolipidos

La inhibicion de la peroxidacion de los fosfolipidos es una forma de
comprobar directamente la CA de una sustancia. Consiste en examinar si inhibe
la peroxidacién de sistemas lipidicos artificiales (liposomas) mediante la
eliminacion de radicales peroxilo. La formacion de radicales peroxilo es el paso
mads importante en la peroxidacion lipidica, aunque también pueden formarse
radicales peroxilo en sistemas no lipidicos. Estos radicales pueden generarse en

los alimentos y en el cuerpo humano [292].

2.12. Analisis sensorial

La evaluacion sensorial se puede utilizar en multiples ambitos de la
industria alimentaria, entre ellos: el desarrollo de nuevos productos; evaluacion
de prototipos de productos; ajuste del concepto de producto; reduccion de costos

por sustitucion o modificacidén de ingredientes; cambio de procesos; respaldo de
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actividades de marketing e investigacion de mercados; comparacion de calidad
con los productos de la competencia; asi como, evaluacion de la vida util de los

productos alimenticios [293].

La evaluacion sensorial se define como “una disciplina cientifica utilizada
para evocar, medir, analizar e interpretar las reacciones a aquellas caracteristicas
de los alimentos y materiales tal como son percibidas por los sentidos de la vista,
el olfato, el gusto, el tacto y el oido” [294,295]. La evaluacion sensorial, al igual
que otros métodos cientificos se basa en tomar medidas de manera precisa y
exacta, considerando la sensibilidad y con el objetivo de evitar resultados falsos
positivos [295]. Para ser considerado un método fiable, el andlisis sensorial debe
basarse en las habilidades de un analista sensorial para optimizar la definicion
del problema (lo que debe medirse) y el disefio de la prueba (producir la precision
deseada de los resultados), instrumentacion (expertos seleccionados y formados)

e interpretacion de los resultados [294].

Al evaluar las caracteristicas de un producto alimenticio, primero
evaluamos su apariencia, después el olor, textura/consistencia y sabor/gusto
[293]. La reaccién a un estimulo sensorial, por otro lado, se puede dividir en tres
dimensiones diferentes: percepcion cualitativa, percepcion cuantitativa y
reaccion hedodnica. Para obtener esa informacion, debemos utilizar métodos
analiticos o afectivos durante la evaluacidn sensorial [293,296]. El propdsito de
las pruebas analiticas es evaluar en detalle la calidad sensorial de un producto,
mientras que las pruebas afectivas se utilizan para medir la aceptabilidad o
preferencia de un producto por parte de los consumidores. El objetivo basico al
elegir los métodos de evaluacién sensorial es hacer coincidir la prueba correcta

con la pregunta correcta que queremos responder [297].

Las pruebas analiticas son aquellas que son evaluadas principalmente por

jueces expertos (Tabla 7). Las pruebas mas simples son las discriminativas que

71



Revision bibliogrifica

Unicamente tratan de establecer si existen diferencias entre dos o mas muestras;

no indican la magnitud ni el sentido de la diferencia, solo si ésta existe.

Basicamente, consisten en comparar dos muestras (A y B) y decir si son o no

diferentes; difieren entre si en el nimero de unidades de cada muestra que se

presenta simultdneamente, y en la existencia o no de una muestra de referencia

[298]. Entre ellas podemos encontrar: prueba triangular, prueba duo-trio, y

prueba dos de cinco.

Tabla 7. Tipos de pruebas de evaluacién sensorial

Tipo Tipo de prueba

Pregunta

Triangular

Discriminacion Do o trio

Dos de cinco

;Qué muestra es diferente?
(Qué muestra es diferente de
la muestra de referencia?
(Qué tres muestras son del

mismo tipo?

Comparacion

pareada

Analitica Calificacion Clasificacion

Puntuacién

;Qué muestra es mas (dulce,
amarga, etc.)?

Enumere las muestras en
orden creciente de intensidad
para un atributo seleccionado
(dulce amargo etc.).

(Como de (dulce, amarga etc.)

es la muestra?

Analisis Descriptivo
Cuantitativo (inglés

(Son diferentes los productos

- QDA) L )
Descriptiva ) y en qué se diferencian?
Perfil del sabor
Perfil de textura
Perfil de libre eleccion
Comparacion (Cual prefieres?
pareada ¢Cual te gusta mas?
. . Clasificacion Clasificar el producto por
Hedonica Afectiva

Prueba de puntuacién

hedodnica

preferencia
Evalta el grado de
placer/gusto que le dan los

productos en la escala.

Adaptada de Swiader et al., (2021) [293]
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La prueba triangular se usa para determinar si existe una diferencia
sensorial entre dos productos. Esta prueba es util en situaciones en los que los
efectos de un tratamiento han producido cambios que no pueden ser
caracterizados por la variacion individual de 1 o 2 atributos. Tiene una buena
eficacia estadistica, 1/3, sin embargo, es de aplicacion limitada en productos que
producen fatiga, regusto o adaptacion, y con ciertos jueces. Entre sus aplicaciones

tenemos:

» Estudiar las diferencias causadas por un cambio de ingredientes,
procesado, embalaje o almacenamiento.

> Estudiar si existe una diferencia global, sin existir un atributo especifico
caracteristico de esa diferencia.

> Seleccionar y entrenar jueces (habilidad para discriminar diferencias

dadas).

En la medida en que se conozca la naturaleza de las diferencias entre los
productos, podemos utilizar una prueba de calificaciéon, como la prueba de
comparacion pareada, para posicionar diferentes productos de acuerdo con sus
caracteristicas sensoriales. Estas pruebas de clasificacidon sirven para evaluar
diferencias notables entre varios productos segun la intensidad de la diferencia,
y se puede utilizar una prueba de puntuacion para evaluar la intensidad

especifica de las caracteristicas sensoriales de los productos [293].

En las pruebas analiticas descriptivas (llamadas perfil sensorial), se usan
muy a menudo para describir y evaluar tanto la intensidad como la calidad de
las caracteristicas percibidas del producto, entre ellas: Analisis Descriptivo
Cuantitativo (en inglés QDA), perfil de textura, entre otras. Estas pruebas deben

ser realizadas por jueces seleccionados y adiestrados, aunque el grado de
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adiestramiento necesario varia en funcion de la prueba que se utilice y del

objetivo del analisis [293,299].

Asi, el QDA se basa en el principio de la capacidad de un panelista para
verbalizar y expresar sus percepciones de forma fiable, acerca de un producto.
Este método requiere de un procedimiento formal de entrenamiento de los
jueces, el desarrollo y uso de un lenguaje especifico sensorial, asi como, la
valoracion de los productos en repetidas pruebas para obtener una descripcion

cuantitativa completa [298]. En este andlisis se incluye lo siguiente:

Listado completo de los atributos sensoriales (basado en las percepciones).
» Orden de aparicion de dichos atributos.

Medida relativa de intensidad para cada uno de los atributos a valorar en

multiples ensayos.

> Analisis estadistico de los resultados obtenidos.

Una de las dificultades mas relevantes del QDA es el tiempo necesario
para su implementacion. Seleccionar y capacitar evaluadores sensoriales para
una aplicacion especifica puede llevar de 10 a 120 horas de prueba, dependiendo

de los objetivos de la prueba y la complejidad del producto [300].

Por ultimo, las técnicas sensoriales llamadas pruebas afectivas o
hedonicas que son las utilizadas para investigar la opinién del consumidor. El
método mas directo de enfrentar un problema es ofrecer al consumidor diversos
productos y establecer si existe una preferencia significativa por un determinado
producto por parte de la mayoria de los jueces. Este tipo de pruebas afectivas se
denomina prueba de preferencia y sirve, por tanto, para determinar qué muestra,
entre dos o tres, es la preferida o seleccionada. Sin embargo, esta metodologia no
es muy informativa acerca de la magnitud de la aceptaciéon o rechazo de los

sujetos. Por ello, a finales de los afios 40, se creo la primera escala heddnica por
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parte del U.S. Army Food and Container Institute. Consistia en usar una escala de 9
puntos para expresar el grado de satisfaccion ante los alimentos, con una
categoria central neutra y puntos superiores e inferiores que trataban de crear
una escala numérica equidistante con adverbios que representaban una escala

hedonica [301].

Finalmente, las pruebas de aceptacion nos indican el grado de aceptacion
de un producto por sus potenciales consumidores; es decir, si estarian dispuestos
a adquirirlo teniendo en cuenta factores como su relacion “calidad/precio”, etc.
El principal &mbito de aplicacion de estas pruebas es el estudio de mercados, y
deben ser realizadas por grupos muy grandes de jueces no entrenados, y que
representen al publico o clase social sobre la que se quiere obtener informacion

[298].

Como hemos visto, la evaluacion sensorial proporciona importantes datos
cuantitativos y cualitativos que ayudan en el desarrollo de productos, e influyen
en las decisiones comerciales y de marketing. Aunque, los evaluadores humanos
pueden proporcionar una visidon unica de las caracteristicas sensoriales de los
alimentos, esas ideas a veces son subjetivas y pueden verse influenciadas por
factores externos. El uso de paneles sensoriales altamente capacitados puede
eliminar el sesgo que a menudo resulta de los paneles de consumidores; sin
embargo, son caros y requieren mucho entrenamiento antes de que puedan
evaluar con precisiéon los productos alimenticios [302]. Cuando se realizan
pruebas sensoriales con la finalidad de medir la rancidez de un producto, se
suelen utilizar pruebas de grado de satisfaccion y se utilizan escalas heddnicas
(miden sensaciones agradables o desagradables), las cuales pueden ser verbales
o graficas. Hay que decir, que los atributos sensoriales como el sabor y el aroma
son mas dificiles de correlacionar con datos obtenidos por analisis fisicoquimicos.

Asi, aunque las técnicas analiticas no estan directamente asociadas con la calidad
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sensorial de los alimentos, proporcionan medidas objetivas de su estabilidad y
calidad, especialmente para los alimentos a base de aceite y grasa donde se miden
las moléculas de oxidacion. Con frecuencia, las mejores estimaciones de la
calidad de los aceites y grasas y de los alimentos que los contienen, se evaltian

utilizando una combinacién de métodos sensoriales y analiticos [302].
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Justificacion y objetivos

3.1. Justificacion

Las aplicaciones alimentarias de los subproductos de las PAM son objeto
de un namero creciente de investigaciones a nivel nacional e internacional [303].
Los aceites esenciales son muy eficaces como conservantes, pero suelen ser muy
agresivos sensorialmente, mientras que el empleo de EP tiene un mayor margen
sensorial y también aportan buenas propiedades tecnoldgicas. Numerosas
investigaciones han demostrado la eficacia de estos EP como conservantes
(antioxidantes y antimicrobianos) en los alimentos [9,13-16], lo que ha impulsado
la oferta de productos mas “naturales” elaborados con polifenoles en sustitucion
de aditivos. Sin embargo, a dia de hoy, las PAM contintian siendo una fuente
desaprovechada de polifenoles para uso alimentario, salvo excepciones como el
romero [304]. La mayor parte de los estudios consultados se limitan a aplicar EP
comerciales para conservar alimentos con mas o menos éxito, si bien hay estudios
que abordan la seleccién previa de los EP en base a su CA [305]. En general, las
aplicaciones alimentarias desarrolladas son todavia escasas y se centran
principalmente en productos carnicos, transformados de la pesca o grasos. Por
otro lado, los EP de subproductos de las PAM pueden aportar polifenoles
biodisponibles a la dieta con potenciales propiedades funcionales [306], por
tanto, introducidos en el alimento adecuado, podrian aportar beneficios para el

propio alimento y para la salud.
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3.2. Hipotesis de partida

1. Es posible obtener EP con un perfil polifendlico estandarizado a partir de
subproductos de destilacion de plantas de romero y salvia seleccionadas
y cultivadas.

2. La aplicacion de estos EP en matrices alimentarias (caramelos, salsas de
yogur y patés de salmon) podria aportar propiedades antioxidantes y/o
antimicrobianas, e incrementar su estabilidad y vida atil.

3. Si la tolerancia sensorial de los EP y la estabilidad de sus compuestos
activos en el alimento procesado son adecuadas, los EP, dependiendo de
la dosis alcanzada, podrian ser considerados ingredientes con potencial

actividad funcional.

3.3. Objetivos

3.3.1. Objetivo general

Por todo lo expuesto, la presente tesis estd orientada a la revalorizacion de
subproductos de la destilacion de romero y salvia, obtenidos a partir de plantas

pertenecientes a ecotipos con un alto rendimiento en polifenoles.

El objetivo general fue desarrollar nuevas aplicaciones alimentarias para
EP obtenidos de subproductos de romero y salvia en tres alimentos
nutricionalmente mejorados, y determinar su potencial como conservantes

naturales y/o posibles ingredientes funcionales.
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3.3.2.

Objetivos especificos

Disefiar caramelos de goma mas saludables con una composicion
mejorada con fibra soluble (inulina y FOS) y Stevia rebaudiana como
edulcorante natural, como base para la adicion de EP. Evaluar el efecto de
la adicidon de un extracto etanolico de propoleo como antioxidante natural
de referencia sobre las propiedades sensoriales, antioxidantes y
fisicoquimicas de los caramelos, incluyendo la estabilidad de los

polifenoles de propoleo (Articulo N° 1).

Evaluar la aplicacion de dos extractos hidrosolubles de romero con
diferente contenido polifendlico sobre las propiedades sensoriales,
antioxidantes y fisicoquimicas de los caramelos de goma mejorados

(Articulo N2 2).

Evaluar la aplicacion de dos extractos hidrosolubles de salvia con
diferente contenido polifendlico sobre las propiedades sensoriales,
antioxidantes y fisicoquimicas de los caramelos de goma mejorados

(Articulo N¢ 3).

Disefiar una salsa de yogur con una composicién mas saludable basada en
la sustitucion parcial del aceite de girasol por inulina como base para la
adiciéon de EP. Evaluar la aplicacion de dos extractos hidro y liposolubles
de romero con diferente contenido polifendlico sobre la propiedades
sensoriales, antioxidantes y fisicoquimicas de salsa de yogur recién

pasteurizada (Articulo N° 4).

Evaluar la aplicaciéon de dos extractos hidrosolubles de salvia con

diferente contenido polifendlico sobre la estabilidad microbioldgica y
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oxidativa de la salsa de yogur pasteurizada y mantenida en condiciones

de venta al por menor (Articulo N° 5).

. Disenar un paté de salmon con una composicion mas saludable basado en
la sustitucion parcial de aceite de girasol por semilla de lino. Evaluar la
aplicacion de un extracto liposoluble de romero sobre la estabilidad
oxidativa del paté de salmon pasteurizado y mantenido en condiciones de

venta al por menor (Articulo N° 6).
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Materiales y métodos

4.1. Diseno experimental

La presente tesis forma parte del proyecto nacional de investigacion
titulado "Cultivo y seleccion clonal de plantas élite de salvia, romero, mejorana y
espliego para su aplicacion innovadora en el ambito de la salud y la alimentacion
humana”, subproyecto 4%, “Desarrollo de nuevas aplicaciones alimentarias con
EP obtenidos a partir de PAM”, financiado por el Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) (RTA2017-00031-C04-
04) del Ministerio de Economia, Industria y Competitividad. La investigacion
basicamente consistid en desarrollar nuevas aplicaciones alimentarias de
extractos de plantas aromatico-medicinales como posibles conservantes

naturales y/o ingredientes funcionales.

Para ello, se planificaron 6 ensayos:

4.1.1. Ensayo 1. Desarrollo de caramelos de goma con y sin azucar,

enriquecidos con extracto etandlico de propodleo (producto de referencia)

Se planificé un primer ensayo para desarrollar los caramelos de goma
(matriz rica en carbohidratos, baja en agua y sin lipidos), testar un posible
ingrediente funcional como referencia y poner a punto los métodos de andlisis
previstos. Una colaboracién con la Profesora Maria Cristina Marcucci de la
Universidad Andangueira (Sao Paulo, Brasil) brindo la oportunidad de trabajar
con extracto etandlico de propoleo (PEE, en inglés), un producto rico en
polifenoles comercializado con éxito como ingrediente funcional en caramelos
duros. También se cont6 con el asesoramiento técnico de la Dra. Maria Dolores
Esteban Maestre, de la empresa de nutracetiticos MARNYS (Cartagena, Murcia),

especialistas en la fabricacion de caramelos con propoleo.
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Se desarrollaron caramelos de goma con dos formulaciones: convencional
(azucares y almidon) (S) y mejorada nutricionalmente [Fructooligosacaridos
(FOS) y Stevia rebaudiana] (F); tres sabores frutales (fresa, menta y naranja); y tres

niveles de dosificacion de PEE: 0; 0,1 y 0,2 g/kg caramelo.

Se estudio el efecto de la adicion de PEE sobre diferentes caracteristicas de

los extractos y caramelos:

» Tolerancia sensorial del PEE en los caramelos (identificacion de sabores
herbales y alteraciones del sabor detectadas por consumidores).

> Identificacion y cuantificacion por HPLC-DAD de los polifenoles del PEE.

> Estabilidad de los principales compuestos activos de propdleo (Artepellin-
Cy acido p-Cumarico) en los caramelos después de la fabricacion.

> La CA del PEE y caramelos (Contenido Polifendlico Total (TPC), DPPH,
ABTS].

» Propiedades fisicoquimicas usadas para controlar la calidad de los
caramelos de goma (humedad, pH, solidos solubles, color CIELab y

textura).

4.1.2. Ensayo 2. Aplicacion de extractos hidrosolubles de romero en

caramelos de goma sin azucar.

En base a los resultados del ensayo 1, se decidi6 fabricar solo caramelos de
goma mejorados nutricionalmente (FOS y Stevia rebaudiana) con sabor a fresa

(aromatizacion frutal representativa).

Las plantas “élite” de romero se cultivaron en la finca experimental del
Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo Agrario y Medioambiental
(IMIDA), ubicada en la Alberca (Regién de Murcia). Los extractos hidrosolubles

de romero (RE) fueron obtenidos a partir de los subproductos de la destilacion
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del aceite esencial, en los laboratorios del Grupo de Investigacion en Cultivos de

Secano para el Desarrollo Rural del IMIDA.

Se fabricaron caramelos enriquecidos con extractos hidrosolubles de
romero de bajo (RE74) y alto (RE146) contenido polifendlico (mg/g), aplicando 4
niveles de dosificacion: 0; 0,13; 0,26 y 0,52 g/kg caramelo.

Se estudio el efecto de la adicidn de los RE sobre diferentes caracteristicas

de los extractos y caramelos:

> Andlisis sensorial descriptivo cuantitativo (QDA, en inglés) para fijar los
limites de deteccion (panel entrenado).

» Identificacion y cuantificacion por HPLC-DAD de los polifenoles de los
RE.

> Estabilidad del principal compuesto activo del RE (acido rosmarinico) en
los caramelos después de la fabricacion.

» CA delos RE, caramelos e ingredientes (TPC, Desoxirribosa, TEAC).

> Propiedades fisicoquimicas usadas para controlar la calidad de los
caramelos de goma (pH, solidos solubles, humedad, actividad de agua,
color CIELab y textura).

» Tolerancia sensorial de los RE en los caramelos (identificacion de sabores

herbales y alteraciones del sabor detectadas por consumidores).

4.1.3. Ensayo 3. Aplicacion de extractos hidrosolubles de salvia en

caramelos de goma sin azucar.

A partir de los resultados obtenidos en el ensayo 2 se plante6 la posibilidad
de usar extractos de PAM con menos impacto sensorial, que permitieran a su vez
incrementar la cantidad de polifenoles afiadida a los caramelos de goma. Entre

los extractos hidrosolubles de hoja destilada disponibles para el proyecto, se opto
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por utilizar dos extractos de salvia (SE) denominados SE38 (38 mg/g extracto, con
acidos salvianico como principal polifenol) y SE70 (70 mg/g extracto, con acido
rosmarinico como principal polifenol). Ambos extractos presentaban un suave
sabor a manczanilla y, a priori, eran menos amargos y astringentes que los

extractos de propoleo y romero.

Las plantas “élite” de salvia también se cultivaron en la finca experimental
del IMIDA. Los extractos hidrosolubles de salvia (SE) fueron obtenidos a partir
de los subproductos de la destilacion del aceite esencial, en los laboratorios del

Grupo de Investigacion en Cultivos de Secano para el Desarrollo Rural del

IMIDA.

Se fabricaron caramelos de goma enriquecidos con SE38 y SE70 a cuatro

niveles de dosificacion: 0; 0,25; 0,50 y 0,75 g/kg caramelo.

Se estudid el efecto de la adicion de los SE sobre diferentes caracteristicas

de los extractos y caramelos:

» Tolerancia sensorial de los SE en los caramelos (identificacion de sabores
herbales y alteraciones del sabor por panel entrenado).

» Identificacion y cuantificacién por HPLC-DAD de los polifenoles de los
SE.

> Estabilidad de los principales compuestos activos de los SE (&cidos
rosmarinico y salvidnico) en los caramelos después de la fabricacion.

» Propiedades fisicoquimicas usadas para controlar la calidad de los
caramelos de goma (pH, sélidos solubles, humedad, color CIELab).

» CA delos SE y los caramelos (TPC, ABTS, DPPH, FRAP, DR).
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4.1.4. Ensayo 4. Desarrollo de salsas de yogur con inulina y extractos de

romero.

Este ensayo sirvié para desarrollar salsas de yogur (pasteurizada y
refrigerada) con una formulacion mejorada mediante la sustitucion de una parte
del aceite de girasol por inulina, asi como testar la fraccion hidrosoluble (RE146)
y liposoluble (RE120) de extracto de romero. Tratamientos: (1) Control, (2) IN2
(inulina 2%), (3) IN5 (inulina 5%), (4) RWE (0,3 g/kg), (5) RLE (0,3 g/kg), (6) RWLE
(RWE + RLE) (1:1) (0,15+0,15 g/kg), y (7) IN5 + RWLE.

Se evalud el efecto de la sustitucion de aceite de girasol por inulina, y la

adicion de los RE sobre las caracteristicas de las salsas recién fabricadas:

» Tolerancia sensorial de los RE en las salsas (identificaciéon de sabores
herbales y alteraciones del sabor detectadas por panel entrenado).

> Identificaciéon y cuantificacion por HPLC-DAD de los polifenoles de los
RE.

» CA de las salsas e ingredientes (secuestrador de radicales OH, DPPH).

> Estabilidad lipidica (peroxidacion lipidica, Rancimat, autooxidacion del
acido linoleico).

» Propiedades fisicoquimicas usadas para controlar la calidad de las salsas

(pH y color CIELab).

4.1.5. Ensayo 5. Aplicacion de extractos hidrosolubles de salvia en salsas

de yogur con inulina.

Analizados los resultados del ensayo 4 se decidio6 fabricar solo salsas de

yogur mejoradas (5% de inulina), utilizando otros extractos menos estudiados
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como los extractos de salvia del ensayo 3 (con diferente contenido polifendlico

pero igual CA), pero cambiando el disefio experimental.

Por un lado, se fabricaron salsas de yogur enriquecidas con SE38 y SE70 a
la misma dosis usada para los RE (0,3 g/kg), y, por otro, se fabrico una salsa de
yogur con una dosis reducida de SE70, denominada SE70/2 (0,16 g/kg) para
poder comparar salsas con la misma cantidad total de polifenoles de salvia.
Adicionalmente, se realiz6 un estudio de la estabilidad oxidativa y

microbioldgica del producto en refrigeracion.

Se evaluo el efecto de la adicion de los SE sobre diferentes caracteristicas
de la salsa de yogur recién fabricada (dia 0) y mantenida en condiciones de venta

al por menor (42 dias; 4°C; 600 Lux).

> Estabilidad de los principales compuestos activos de los SE (&cidos
rosmarinico y salvidnico) en la salsa.

» CA delos SE y las salsas (TPC, ABTS, DPPH, FRAP).

» Oxidacién primaria y secundaria de los lipidos [Dienos conjugados (DC)
y Trienos Conjugados (TC), Valor Perdéxido (PV), TBARS].

> Propiedades fisicoquimicas relacionada con la calidad de las salsas
(composicion proximal, pH y color CIELab).

> Anadlisis microbiologico (L. monocitogenes, mohos y levaduras, aerobios

mesofilos totales).

4.1.6. Ensayo 6. Aplicacion de extracto liposoluble de romero en paté de

salmon con semilla de lino.

En este experimento se testé un nuevo extracto lipidico de romero (RLE)

rico en diterpenos, con 334 mg de polifenoles totales/g de extracto, en paté de
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salmon con semilla de lino (emulsion de pescado muy grasa rica en acidos grasos
poliinsaturados). Se aplicaron 4 niveles de dosificacién: (1) Control sin tratar; (2)
RLE21 (0,21 g/kg); (3) RLE42 (0,42 g/kg) y (4) RLE63 (0,63 g/kg). El tratamiento
RLE63 equivalia a 150 mg de 4cido carndsico + carnosol por kg de paté, la dosis

maxima autorizada por el Reglamento 1129/2011/EU.

Se estudio el efecto de la adicion de RLE sobre diferentes caracteristicas
del paté recién fabricado (dia 0) y mantenido en condiciones de venta al por

menor (dia 42; 4°C; 600 Lux):

> Identificaciéon y cuantificacion por HPLC-DAD de los polifenoles del RLE.

> Estabilidad de los principales compuestos activos de los RLE (4cido
carnosico y carnosol).

» Composicion proximal (proteinas, grasa, humedad).

> Estabilidad de lipidos (perfil de acidos grasos, DC, TC, PV, TBARS,
esteroles y productos de la oxidacion del colesterol y compuestos
organicos volatiles).

» Parametros fisicos relacionados con la oxidacion (pH y color CIELab).

4.2. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos, aunque se realizaron para cada experimento (ver
detalles en cada articulo del compendio), en todos los casos se aplicéd un disefio
aleatorio donde el efecto del principal tratamiento (formulaciones
experimentales) se determind mediante ANOVA simple (formulaciones
simples), ANOVA bifactorial (formulaciones combinadas) y ANOVA con disefio
de medidas repetidas (estudios de estabilidad en refrigeracién). En todos los

casos se utilizo el test de homogeneidad de Tukey para un nivel de significacion
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de p < 0,05. La relacion entre variables dependientes se determind mediante
coeficientes de correlacion de Pearson y se utilizé analisis discriminante para
clasificar las muestras en funcion de multiples variables. Los datos se analizaron
con los programas Statistix 8,0 para Windows (Analytical Software, Tallahassee,

FL, USA) y Statgraphics 5,0 Plus (Statpoint Technologies, Warrenton, VA, USA).
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- Identificacién polifenoles SE HPLC- DAD.

1
:
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- Identificacion polifenoles PEE HPLC- DAD. X
! - Estabilidad acidos rosmarinico y salvianico.
I
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- Estabilidad Artepellin-C y p-Cumarico en
caramelos.

- CA caramelos y PEE (TPC, DPPH, ABTS).
- Humedad, pH, color y textura.

- CA caramelos, RE e ingredientes (TPC, DR,
TEAC).

- pH, °brix, humedad, actividad de agua, cenizas,
color y textura.

- Tolerancia sensorial con consumidores.

- CA caramelos, SE (TPC, ABTS, DPPH, FRAP,
DR).
- pH, brix, humedad, color.
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Resumen

Enrichment with phenolic compounds is proposed as a strategy to obtain more
stable and healthier candy products. A green propolis ethanolic dry extract (PEE)
from Braccharis dracunculifolia (Brazilian Alecrim-do Campo) was assessed as
an antioxidant in jelly candies. Three levels (0, 0.01, and 0.02% w/w) of PEE were
tested in jelly candies alternatively made with two carbohydrate bases (sugars or
fructans) and three fruity dyes and flavours (menthe, orange, or strawberry).
Propolis polyphenol content (identified by HPLC-MS and quantified by HPLC-
DAD/UV-Vis), antioxidant capacity (total phenolics and radical scavenging

activity), physical properties (moisture, pH, CIELab colour, and texture profile



analysis), and flavour were studied in candies. PEE was rich in polyphenols
(>8.7%), including several prenylated p-coumaric, caffeoylquinic and diterpenic
acids, and flavonoids, with Artepillin-C (3.4%) as the main bioactive compound.
The incorporation of PEE into the hot liquor at 80 °C for 5 min before moulding
allowed a good retention of propolis polyphenols in the final product (recovery
percentages of up to 97.4% for Artepillin-C). Jelly candies made with sugars or
dietetic fructans have poor antioxidant properties, which depend on the dyes and
flavours used. Using PEE (at 0.02%) strongly improved the antioxidant capacity
(relative increases of up to 465%) of candies without altering the pH, colour, or
texture, although off-flavour may appear. Propolis, due to its good antioxidant

properties, has potential for use as a functional ingredient in jelly candies.
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Resumen

Enrichment with rosemary antioxidants is proposed as a possible strategy to
obtain healthier jelly candies. Two aqueous rosemary extracts (RE) containing
73.9 (RE74) and 145.6 (RE146) mg polyphenols per g fresh weight were assessed
as antioxidants in jelly candies based on fructooligosaccharides, inulin and stevia.
Up to 15 phenolic acids, flavonoids and diterpenes were determined in the
extracts, with rosmarinic acid as the main active compound. Sensory tolerance,
physical properties, rosmarinic acid recovery, polyphenol content, and

antioxidant capacity were determined in jelly candies. The threshold of sensory



detection was established at 0.26 g RE146/kg of raw candy, below which
rosemary off-flavours were avoided without altering pH, brix, texture, CIELab
colour, and consumer acceptance. Adding 0.26 g RE146 per kg increased (p <
0.001) polyphenol content from197 to 411 pg GAE/g and the antioxidant capacity
from 1.77 to 4.14 umol Trolox/g. Rosemary polyphenols resulted in being
resistant to cooking, acted as secondary antioxidants and showed good
interaction with the other jelly ingredients. Aqueous extracts from rosemary
distillation by-products can be incorporated at acceptable levels to jelly candy
formulations leading to higher oxidative stability and an increased content of

dietary polyphenols.
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Resumen

Sage (Salvia lavandulifolia Vahl) aqueous extracts (SE) obtained from distillation
by-products were assessed as antioxidants for nutritionally enhanced jelly
candies. Two experimental SEs with a different content of phenolic acids and
flavonoids were tested: (i) SE38 (37.6 mg/g) and (ii) SE70 (69.8 mg/g), with
salvianic and rosmarinic acids as main polyphenols, respectively. Flavour
alteration, stability of sage polyphenols, physical quality traits and antioxidant
capacity (AC) were studied in strawberry candies formulated without sugars and
enriched with SEs at 0.25, 0.50 and 0.75 g/kg. Despite their different quantitative
composition, SE38 and SE70 provided similar antioxidant properties, which were
dose dependent. Salvianic and rosmarinic acids were stable without degrading
to candy processing (up to 80 °C), keeping their antioxidant potential. There were
no relevant differences in flavour or physical traits (pH, °Brix and CIELab colour)



between untreated and SE-enriched strawberry candies. The addition of 0.75 g
SE/kg resulted in relevant increases of candy AC: (i) from 30 to 38 mg GAE/100 g
(Total phenolics); (ii) from 10 to 17 mg TE/100 g (DPPHe radical scavenging
assay); (iii) from 5 to 13 mg TE/100 g (ABTSe+ radical scavenging assay); (iv) from
84 to 163 umol Fe?*/100 g (FRAP capacity) and (v) from to 75 to 83% (inhibition
of deoxyribose damage). Sage distillation by-products can be revalorized as a
source of natural antioxidants to produce healthier candies.
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Resumen

Yoghurt sauces are considered fatty products which are quite susceptible to
oxidation and must be stabilised using antioxidants. Novel formulations for
yoghurt sauces often involve replacement of fat with dietary fibres and use of
natural preservatives. The aim of the present research was to design healthier
formulations for yoghurt sauces based on the replacement of sunflower oil (SO)
with chicory inulin (IN) and the use of rosemary extracts (RE) as natural
antioxidants. Different sauces were developed by adding IN at 2 and 5% w: w
and/or 300 mg/kg lipo- and/or water-soluble rosemary extracts (RLE and/or
RWE) containing 120 and 146 mg polyphenols per g extract, respectively.
Nutritional value (proximate composition and caloric contribution), some
physical properties (pH and CIELab colour) and antioxidant status (deoxyribose,
DPPH radical scavenging, Rancimat, lipid peroxidation and linoleic acid assays)
were assessed in the sauces. Replacement of SO with IN (5%) reduced fat content
by 30%, roughly 15% low calories, thereby obtaining healthier sauces. As
expected, the RLE was more effective than the RWE in improving antioxidant



activity in lipidic environment. Using RLE enhanced the antioxidant capacity of
lipid peroxidation by 44%. In the Rancimat test, this increased the oxidative
protection of the sauce made with and without IN (5%) by around 20% or 45%,
respectively. Similarly, using RLE doubled protection against linoleic acid
oxidation. Application of IN in yoghurt sauce has nutritional (replacement of
lipids with dietary fibre) and technological interest (foaming agent) and can be
combined with RE of high polyphenol content as a potential functional
ingredient capable of stabilising the sauces against oxidation.
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Resumen

Sage by-product extracts (SE) are a valuable source of phenolic acids and
flavonoids for food applications. The objective was to test two SE as antioxidants
in pasteurised chilled yoghurt sauces against oxidation. Two SE of different
polyphenol total content and profile were selected: SE38 (37.6 mg/g) and SE70
(69.8 mg/g), with salvianic and rosmarinic acid as the main polyphenols,
respectively. Four experimental low-fat yoghurt sauces were formulated:
untreated; SE70/2 (0.16 g/kg); SE38 (0.3 g/kg); and SE70 (0.3 g/kg). The stability of
phenolic acids, microbiological quality (mesophilic bacteria, moulds and yeasts,

and L. monocytogenes), and oxidative stability (lipids, colour, and pH) were



studied in the sauces after pasteurisation at 70 °C for 30 min (day 0) and stored
by refrigeration (day 42). Pasteurisation and further chilling ensured the
microbiological quality and inhibition of microbial growth could not be
evidenced, although SE70 showed some antimicrobial potential. Both SE showed
good properties as antioxidants for yoghurt sauces. This finding was based on
two results: (i) their main polyphenols, salvianic and rosmarinic acids, resisted
to mild pasteurisation and remained quite stable during shelf life; and (ii) SE
improved radical scavenging capacity, delayed primary and secondary lipid
oxidation, and increased colour stability, contributing to sauce stabilisation. SE38
had a better antioxidant profile than SE70; therefore, the selection criteria for SE
should be based on both quantity and type of polyphenols. Due to their stability
and antioxidant properties, sage polyphenols can be used as natural antioxidants

for clean-label yoghurt sauces.
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Resumen

The use of natural plant extracts with standardised antioxidant properties is a
growing strategy to stabilise food products. The use of a rosemary lipophilic
extract (RLE), obtained from the by-product of high-yield selected plants and rich
in polyphenols (334 mg/g, with diterpenes such as carnosic acid and carnosol as
main compounds), is here proposed. Four RLE doses (0, 0.21, 0.42 and 0.63 g/kg)
were tested in a salmon paté formulated with sunflower oil and linseed, which
was pasteurised (70 °C for 30 min) and subjected to storage at 4 °C and 600 lux
for 42 days. Rosemary diterpenes resisted pasteurisation without degrading and
showed antioxidant activities during the shelf-life of pasteurised paté. RLE
addition led to increased peroxide value (from 3.9 to 5.4 meq O2/kg), but inhibited
formation of secondary oxidised lipids such as malondialdehyde (from 1.55 to
0.89 mg/g) and cholesterol oxidation products (from 286 to 102 ug/100 g) and



avoided discolouration (slight brownness) in the refrigerated paté. However, this
did not entail relevant changes in fatty acid content or in the abundance of
volatile organic compounds from oxidised lipids. Increasing the RLE dose only
improved its antioxidant efficacy for some oxidation indexes. Thus, the oxidative
deterioration of these types of fish emulsion can be naturally controlled with
rosemary extracts rich in diterpenes.

URL: https://doi.org/10.3390/antiox11061057



https://doi.org/10.3390/antiox11061057













Conclusiones

El desarrollo de la presente tesis doctoral ha permitido ampliar el
conocimiento existente sobre importantes propiedades tecnologicas (sensoriales,
antioxidantes y retencion de compuestos activos) de los extractos de romero y
salvia aplicados en distintos alimentos. También sobre la eficiencia de la

metodologia de andlisis empleada para evaluar la utilidad de estos extractos.

Las conclusiones de la presente tesis doctoral son las siguientes:

1. Los subproductos de destilacion de plantas clonicas seleccionadas
y cultivadas de romero y salvia pueden revalorizarse como fuente de
antioxidantes naturales para aplicaciones alimentarias, ya que permite obtener

extractos ricos en polifenoles con un contenido y perfil reproducibles.

2. Los extractos de romero son los mads ricos en polifenoles totales,
seguidos por los de propdleo y salvia. Su perfil polifendlico es muy diferente. Los
extractos de propdleo son ricos en acidos fendlicos como p-cumarico y Artepillin
C, los extractos hidrosolubles de romero y salvia son ricos en acidos fendlicos y
flavonoides, como los 4dcidos rosmarinico y salvidnico, mientras que los extractos
liposolubles de romero son ricos en diterpenos como el acido carnodsico y el
carnosol. El subproducto de romero permite obtener extractos de distinta

solubilidad para su uso especifico en alimentos con mas o menos grasa.

3. La actividad antioxidante potencial de estos extractos esta
relacionada con su contenido total en polifenoles, tal como se observa en los
extractos de romero, pero también con el tipo de polifenoles, como se observa en
los extractos de salvia. Ello aconseja basar los criterios de seleccion de estos

extractos antioxidantes, tanto en la cantidad total, como en el perfil de
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polifenoles, para intentar obtener extractos con un contenido en polifenoles lo

mas alto y equilibrado posible.

4. Los caramelos de goma son una matriz versatil que permite
incorporar ingredientes menos caldricos y/o potencialmente funcionales como
fibra de inulina y fructooligosacaridos y edulcorantes naturales como la Stevia.
La adicién de extractos de propdleo, romero y salvia a los caramelos presenta
limitaciones sensoriales debido a su sabor amargo y astringencia. Los extractos
de salvia tienen mejor sabor y pueden usarse a mayores dosis. A las dosis usadas
(0,2-0,75 g/kg), estos tres extractos aportan entre 0,018 y 0,053 mg de polifenoles
por g de caramelo mejorando sus propiedades antioxidantes. Ello se debe a que
los polifenoles mayoritarios y probablemente otros presentes en estos extractos

apenas se degradan y permanecen activos en los caramelos enriquecidos.

5. La sustitucion de aceite de girasol por inulina mejora el perfil
nutricional de la salsa de yogur, ya que permite incorporar fibra soluble y reducir
el contenido de grasa sin perder cremosidad. A dosis adecuadas (0,3 g/kg) los
extractos de romero no aportan sabores herbales y amargos y solo proporcionan
una ligera tonalidad amarilla. El extracto liposoluble es mas eficaz que el
hidrosoluble en la proteccién contra la oxidacién lipidica, no obstante, ambos
extractos pueden combinarse como ingredientes con potencial antioxidante y/o

funcional.

6. Los extractos de salvia presentan buenas propiedades sensoriales y
pueden emplearse a la misma dosis (0,3 g/kg) como antioxidantes naturales para
salsa de yogur, aunque potencialmente son menos eficaces que los extractos de
romero. Los polifenoles mayoritarios de estos extractos resisten bastante bien la
pasteurizacion y probablemente acttian junto con otros polifenoles como

antioxidantes durante la vida comercial de la salsa, contribuyendo a su
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estabilizacion. Estos extractos ademas también contribuyen a reducir la carga de

bacterias mesofilas en la salsa pasteurizada.

7. La semilla de lino puede ser incorporada al paté de salmoén como
fuente de acidos grasos poliinsaturados (omega-3 y omega-6), fibra y proteina.
Esto permite sustituir parte del aceite de girasol y mantener la estabilidad de la
emulsion, sin perjudicar a su calidad tecnologica y sensorial. La adicion de
extracto liposoluble de romero no altera el sabor del paté. La pasteurizacion no
degrada sus diterpenos mayoritarios y éstos actian como antioxidantes
probablemente junto con otros polifenoles durante la vida comercial del paté,
contribuyendo a su estabilizacion. No resulta necesario adicionar la cantidad
maxima autorizada de diterpenos de romero (0,15 mg/g) para obtener un efecto

antioxidante adecuado.

8. Los extractos polifendlicos obtenidos a partir de subproductos de
destilacién de plantas autdctonas seleccionadas de romero y salvia presentan
buenas caracteristicas para ser utilizados como conservantes naturales o como
ingredientes con potencial funcional en alimentos “clean label”. Futuros estudios
deberian ampliar el conocimiento sobre las propiedades tecnoldgicas y
nutricionales de estos y otros extractos de plantas aromaticas en diferentes
matrices alimentarias para intentar promover su produccion y mejorar la salud

publica.
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Resumen

La presente Tesis Doctoral por compendio de publicaciones se enmarca en
el subproyecto del plan nacional de investigacion titulado “Desarrollo de nuevas
aplicaciones alimentarias con extractos polifendlicos obtenidos a partir de plantas
aromatico-medicinales”  (RTA2017-00031-C04-04), desarrollado por Ila
Universidad de Murcia en colaboracion con el Instituto Murciano de
Investigacion y Desarrollo Agrario y Medioambiental (IMIDA) y otros centros
del antiguo INIA. La propuesta fue intentar revalorizar los subproductos de la
destilacion de los aceites esenciales PAM autdctonas. La estrategia fue obtener y
aplicar EP seleccionados como antioxidantes, antimicrobianos y/o ingredientes
funcionales en alimentos “clean label”. Para ello, se desarrollaron tres tipos de
alimentos con propiedades muy diferentes, caramelos de goma, salsa de yogur y
paté de salmon a partir de formulaciones nutricionalmente mejoradas (reduccion

caldrica y de aditivos conservantes, incorporacion de fibra alimentaria, etc.).

Lo primero fue definir las PAM objeto de estudio. En la Region de Murcia,
la destilacion de plantas de romero y la salvia para obtener aceites esenciales
genera una gran cantidad de subproductos industriales ricos en polifenoles que
son aprovechables. El problema es que estas PAM pueden presentar una alta
variabilidad en su contenido polifenolico, y, por consiguiente, en las propiedades
antioxidantes y antimicrobianas de sus extractos. Por tanto, hubo que
estandarizar el material vegetal de partida para elaborar los diferentes EP. Se
seleccionaron varios ecotipos de romero y salvia cuya composicion en polifenoles

(acidos fendlicos, flavonoides y diterpenos) fue tipificada.

A continuacion, se obtuvieron los diferentes EP. Primero se seleccionaron
dos extractos hidrosolubles de romero (RE) con diferente contenido polifenolico,
RE74 (73,9 mg/g) y RE146 (145,6 mg/g), con el acido rosmarinico como principal
compuesto activo. Tras una segunda extraccion selectiva del mismo material

vegetal, se obtuvieron otros dos RE liposolubles con diferente contenido en
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polifenoles: RLE334 (334mg/kg) y RLE120 (120,28 mg/g), que eran ricos en
diterpenos como el acido carndsico y carnosol. Posteriormente, se obtuvieron dos
extractos hidrosolubles de salvia (SE) con distinto contenido polifenolico, SE38
(37,6 mg/g) y SE70 (69,8 mg/g), ambos ricos en dcido rosmarinico y salvidnico.
Ademas se usd como referencia un extracto etandlico de propoleo (PEE) (87 mg

/g), cuyos polifenoles principales fueron el Artepellin-C y acido p-cumarico.

El siguiente paso fue establecer la tolerancia sensorial a los extractos y las
dosis a introducir en los alimentos. La aplicacion alimentaria de estos extractos
polifendlicos estd limitada por la concentracidon utilizada, ya que se pueden
alterar el sabor y, en menor medida, el color de los alimentos enriquecidos. Este
fendmeno puede ser atribuido al amargor natural de los polifenoles, asi como a
la presencia de otros compuestos herbales que pueden ser incluso mas

determinantes.

Se elaboraron caramelos convencionales (con aztcares y almidon) y
nutricionalmente mejorados, sustituyendo el jarabe de glucosa y la sacarosa por
jarabe de fructooligosacaridos y edulcorante natural (Stevia rebaudiana), y
sustituyendo el almidon por crema de inulina de achicoria. Los caramelos fueron
preparados con colores y sabores a menta, naranja y fresa. Se modifico el
tratamiento mecdnico y se redujo la temperatura de cocinado a menos de 100 °C
con el objeto de proteger a los ingredientes termosensibles, entre ellos, a los EP.
Los caramelos mejorados presentaron una excelente calidad sensorial

comparados con los convencionales.

El primer ensayo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la adiciéon de PEE
sobre la calidad de los caramelos de goma. El propdleo es una resina natural
elaborada por las abejas que se utiliza a escala comercial para elaborar caramelos
duros y suplementos nutricionales. Aligual que los EP de PAM, los PEE son ricos

en polifenoles y tienen un intenso sabor y aroma. Los consumidores no
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detectaron el sabor a propoleo en los caramelos enriquecidos con 0,2 g PEE/kg
(indistintamente del tipo y sabor de los caramelos). Los polifenoles mayoritarios
del PEE, Artepellin-C y el acido p-cumarico, resistieron al cocinado de los
caramelos, ya que se cuantifico casi el 100% de la cantidad afadida. La adicion
de PEE aumento la CA de los caramelos medida por cuatro métodos diferentes y

apenas altero los parametros fisicoquimicos de los caramelos.

Por lo tanto, habiendo demostrado que es posible anadir EP a los
caramelos de goma y que el proceso de fabricacion apenas degrada los
polifenoles afiadidos, nos planteamos hacer estudios similares con dos extractos
acuosos de subproductos de romero (74 y 146 mg polifenoles /g extracto) y de
salvia (38 y 70 mg polifenoles /g extracto) en caramelos de goma mejorados de
fresa, el sabor mas comun en la industria. Los caramelos enriquecidos con RE a
altas dosis presentaron sabores herbales y amargos bastante parecidos a los de
los caramelos enriquecidos con PEE. Por el contrario, los caramelos enriquecidos
con SE tenian mejor sabor, ya que este extracto es menos amargo y tiene un suave
sabor a manzanilla. Las dosis (g/kg) no detectables fueron establecidas en 0,26
para RE y 0,75 para SE. La capacidad antioxidante de los caramelos mejord
claramente con la adicion de ambos tipos de EP (romero y salvia) siendo su efecto
dosis-dependiente en la mayoria de los casos. Los extractos con un perfil
polifendlico mas equilibrado presentaron mejores propiedades antioxidantes en
los caramelos. La incorporacion de 0,75 g/kg de SE no supuso un mayor aporte
de polifenoles totales al caramelo, ni un mejor efecto antioxidante comparado con
dosis menores de PEE y RE. Tampoco hubo cambios fisicoquimicos relevantes en
los caramelos. Los acidos rosmarinico y salvidnico también resistieron al

cocinado, alcanzando niveles de recuperacion cercanos al 100%.

A tenor de las dosis utilizadas, ambos extractos y muy probablemente

otros extractos similares de PAM- parecen iddneos para enriquecer los caramelos
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de goma con polifenoles. La vida comercial de estos caramelos puede llegar a los
dos afios a temperatura ambiente y todo apunta a que la incorporacion de
polifenoles parece contribuir a su estabilidad oxidativa. Ademas, la calidad
nutricional de estos caramelos mejora debido a la aportacion de antioxidantes a
la dieta, aunque estas aportaciones fueron modestas desde un punto de vista
dietético debido a la anteriormente mencionada limitaciéon sensorial. En caso
necesario, las cantidades adicionadas de EP podrian ser incrementadas en

caramelos con un sabor mas compatible.

Teniendo en cuenta el potencial antioxidante de los RE y SE, se plante6
comprobar la efectividad de estos extractos en una matriz alimentaria diferente.
Para ello, se desarroll6 una salsa de yogur nutricionalmente mejorada, utilizando
como orientacion las salsas comerciales disponibles. Se sustituyd parte del aceite
de girasol por crema de inulina como fibra espesante e hipocaldrica. Se realizaron
diferentes ensayos hasta ajustar las proporciones y obtener la textura semiliquida
deseada; también se ajusto los tratamientos de pasteurizacidén y enfriamiento.
Esta salsa es una emulsion donde las proteinas lacteas (caseinas) y los espesantes
(inulina) contribuyen a estabilizar el aceite de girasol, lo que aconsejo probar,
tanto extractos hidrosolubles (RE146), como liposolubles (RLE120). Se
adicionaron 0,3 g de RE146, RLE120 y una mezcla de ambos por kg de salsa,
combinados con dos dosis de inulina (2 y 5%) y se estudio el producto recién
pasteurizado. A nivel sensorial, dichas dosis de RE no afectaron negativamente al
sabor de la salsa. Se consiguié una mejora nutricional por la incorporacion de
fibra y reduccidn de grasa (30%) sin perjudicar a la calidad de la salsa. Ademas,
la adicién de RE, tanto hidro, como liposoluble, tuvo efectos antioxidantes en la
mayoria de los tests ensayados. El extracto liposoluble (RLE120) proporciono
mejores resultados en los indices relacionados con la estabilidad oxidativa de
lipidos (peroxidacién lipidica, Rancimat y autooxidacion del 4cido linoleico) y

puede ser usado solo o combinado con RE146.
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En vista de los buenos resultados obtenidos con los RE en salsas de yogur
recién pasteurizadas, se decidié hacer un estudio de vida comercial en la misma
salsa elaborada pero en este caso con diferentes SE, con menos polifenoles, pero
con mejor sabor que los RE. Se prepararon salsas de yogur con inulina (5%) que
fueron pasteurizadas y mantenidas en condiciones de venta al por menor (4 °C;
600 lux; 42 dias). Se afiadieron 0,3 g de SE38 y 0,15-0,30 g de SE70. Las dosis de
SE usadas no proporcionaron sabores andmalos a las salsas, confirmando que
estos SE son sensorialmente menos agresivos que los RE. La pasteurizacion y el
posterior almacenamiento refrigerado de la salsa garantizaron su calidad
microbiologica y no se pudo evidenciar la inhibicién del crecimiento microbiano,
aunque el uso de SE70 contribuy6 a reducir la carga de bacterias mesdfilas. La
recuperacion de los 4cidos rosmarinico y salvidnico en la salsa recién
pasteurizada fue del 94% y 97%, respectivamente. Tras 42 dias a 4 °C, los valores
de recuperacion disminuyeron al 74% y 39%, respectivamente, debido a la
probable participacion de los polifenoles de salvia en la proteccién antioxidante
de la salsa. Tanto SE38, como SE70, mejoraron los resultados de todas las pruebas
de CA realizadas en la salsa. Se comprobd que SE38 (rico en acido salvidnico)
tenia un mejor perfil antioxidante con menos cantidad de polifenoles, pero mas
equilibrio entre acidos fenodlicos y flavonoides que SE70 (muy rico en acido
rosmarinico). En cambio, la cantidad afiadida de SE70 no resulto relevante para

la estabilidad oxidativa y las propiedades antioxidantes.

Por ultimo, se testd un segundo extracto liposoluble de romero (RLE334)
aun mas rico en polifenoles (334 mg/g extracto), en particular, diterpenos (acido
carndsico y carnosol). La ventaja de contener mas diterpenos es que se necesita
anadir menos extracto para alcanzar la maxima dosis autorizada por la UE (150
mg/kg), y, por tanto, hay menos riesgo de aportar sabor a romero. Para este
experimento se desarroll6 un paté de salmon con un 30% menos de grasa

sustituyendo parte del aceite de girasol por semilla hidratada de lino. Se trata de
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un producto muy rico en grasa polinsaturada, muy susceptible a la oxidacion,
emulsionada con proteinas y espesada con fibras de lino. Se ajustaron los
tratamientos mecanicos y térmico (pasteurizacion) y se definieron las condiciones
de almacenamiento (4 °C; 600 lux; 42 dias). Se afiadieron 0,21; 0,42 6 0,63 g de
RLE334/kg de paté. Primero se verifico que el panel sensorial no detectaba la
dosis maxima de RLE (0,63 g). El paté recién fabricado retuvo casi el 100% del
acido carnosico afiadido y gran parte del carnosol (70-80%). Tras 42 dias, el paté
contenia un 79-90% del acido carndsico y un 45-62% del carnosol anadidos, por
lo que el producto continuaba reteniendo buena parte de estos antioxidantes.
Como resultado, todos los indices de oxidacién (color, oxidacidon primaria y
secundaria de lipidos, y 6xidos del colesterol), mejoraron en el paté con RLE333,
independientemente de la dosis usada. Sin embargo, no se observaron cambios
en el perfil de acidos grasos, ni en la abundancia de compuestos volatiles
marcadores de la oxidacion lipidica. Ademads, se comprobd que con este extracto
no era necesario afiadir la dosis maxima autorizada, ya que con un tercio de ésta
se ralentizaron los indices de oxidacion. En cualquier caso, siempre es posible

afadir mas cantidad de extracto si se quiere extender la vida comercial del paté.

Por tanto, es posible aprovechar los subproductos de destilacion (hoja libre
de aceite esencial) de plantas seleccionadas y cultivadas de romero y salvia para
obtener extractos estandarizados con un alto rendimiento en polifenoles que
pueden ser usados en la industria alimentaria y farmacéutica. La investigacion
realizada ha revelado que estos extractos contienen antioxidantes muy eficaces
que permanecen activos tras el procesado y durante la vida comercial de los
alimentos objeto de estudio. Los distintos ensayos realizados, tanto con los
extractos, como con los alimentos, orientan sobre su potencial tecnologico y/o
funcional. No obstante, serdn necesarios estudios especificos para dilucidar el
potencial funcional (beneficios para la salud) de los antioxidantes ingeridos,

mediante pruebas de biodisponibilidad in vitro e in vivo.
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