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RESUMEN EJECUTIVO Y PALABRAS CLAVES
RESUMEN

Se extrajeron aceites esenciales de Coriandrum sativum L., Apium graveolens L. y Thymus
vulgaris L. mediante destilacion por arrastre con vapor; los rendimientos obtenidos fueron
mayores para el material vegetal seco que para el fresco. Para Thymus vulgaris L. los
rendimientos fueron superiores a las otras dos especias. Se emple6 un disefio estadistico de
mezcla para determinar las proporciones de los aceites esenciales correspondientes a los
puntos de medicion de actividad antioxidante. Se utilizaron dos técnicas
espectrofotométricas para evaluar dicha actividad antioxidante: FRAP y ABTS. Para los
resultados por el método FRAP, los mejores ajustes correspondieron al modelo lineal, tanto
para los aceites extraidos a partir del material foliar fresco como seco; para los obtenidos a
través del método del radical ABTS, el modelo de mejor ajuste resultd ser del tipo especial
cuartico. Las mezclas optimizadas de los tres aceites esenciales se caracterizaron por
presentar un porcentaje de aceite de Thymus vulgaris L., significativamente superior y se
determind que existia sinergia o potenciacion de la actividad antioxidante en todos los
casos. La mezcla de mayor capacidad antioxidante contenia 79,3 % de Thymus vulgaris L.,
10,3 % de Coriandrum sativum L. y 10,4 % de Apium graveolens L. y puede ser utilizada

como aditivo para mejorar la funcionalidad y prolongar la vida atil de los alimentos.
PALABRAS CLAVES

Thymus vulgaris L., Coriandrum sativum L., Apium graveolens L., disefio de mezclas,

actividad antioxidante, espectrofotometria
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ABSTRACT AND KEYWORDS
ABSTRACT

Essential oils from Coriandrum sativum L., Apium graveolens L. and Thymus vulgaris L.
by steam distillation were extracted; the yields obtained were greater for the dry plant
material than for the fresh. For Thymus vulgaris L. the yields were higher than for the other
two spices. A statistical mixture design in order to determine the proportions of the
essential oils corresponding to the measuring points of antioxidant activity was used. Two
spectrophotometric techniques for antioxidant activity evaluation were used: FRAP and
ABTS. For the results obtained by the FRAP method, the best fits corresponded to the
linear model for both of the oils extracted from fresh and dry foliar material; for the results
obtained through the ABTS radical method, the best fitting model was the special quartic.
The optimized mixtures of the three essential oils were those having a significantly higher
percentage of Thymus vulgaris L. oil and it was determined that there was synergy or
potentiation of the antioxidant activity in all cases. The mixture with the highest
antioxidant capacity contained 79,3 % of Thymus vulgaris L., 10,3 % of Coriandrum
sativum L. and 10,4 % of Apium graveolens L. oils and it can be used as an additive to
improve functionality and extend the shelf life of foods.

KEYWORDS

Thymus wvulgaris L., Coriandrum sativum L., Apium graveolens L., mixture design,

antioxidant activity, spectrophotometry
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CAPITULO I.
1. INTRODUCCION

Los compuestos con potentes propiedades antioxidantes estan ganando interés entre los
fabricantes de alimentos y los consumidores a nivel mundial (Kukula-Koch et al., 2015,
2016). La actividad antioxidante de los productos naturales ha sido ampliamente estudiada
en los Gltimos afos, tanto en modelos in vitro como in vivo, y se han demostrado sus
importantes propiedades en la eliminacion de radicales libres. Esta actividad farmacoldgica
influye en una variedad de procesos bioguimicos y ralentiza la progresion de enfermedades
graves de la civilizacion, como: enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades

inflamatorias o infecciones (Kukula-Koch et al., 2015, 2016).

Sobre la base de las preocupaciones crecientes acerca de la seguridad de las sustancias
sintéticas que se agregan a los productos alimenticios, las industrias han comenzado a
buscar fuentes naturales de antioxidantes como los aceites esenciales, que pueden ser
utilizados como conservantes de alimentos, a la vez que afiaden propiedades Utiles desde el

punto de vista nutricional (Ebrahimi & Khosravi-Darani, 2013).

Los aceites esenciales son sustancias aromaticas que se encuentran en numerosas plantas y
pueden ser extraidos de diferentes partes como: hojas, tallos, flores y raices. Son mezclas
complejas de hidrocarburos, terpenos, alcoholes, compuestos carbonilicos, aldehidos
aromaticos y fenoles. Los provenientes de especias y condimentos son cada vez mas
utilizados en la industria de los alimentos y farmacéutica. De los diferentes métodos de
extraccion de aceites esenciales, los mas frecuentes son: la destilacion por arrastre con
vapor, la extraccion con disolventes, la extraccion con fluidos supercriticos y por medio

del uso de microondas y asistida por ultrasonido (Peredo-Luna et al., 2009).

Las mezclas de aceites esenciales preparadas mediante la combinacién de los aceites
esenciales individuales extraidos de plantas comestibles, pueden tener un perfil

antioxidante méas potente en comparacion con un solo aceite esencial (Baj et al., 2018).

En afios recientes se ha empleado disefios estadisticos de mezclas para optimizar las

propiedades antioxidantes de combinaciones de aceites esenciales.

Los experimentos de mezclas son una clase especial de experimentos de superficie de

respuesta en los que el producto objeto de investigacion se compone de varios



componentes o ingredientes. Los disefios para estos experimentos resultan Gtiles porque
muchas actividades de disefio y desarrollo de productos en situaciones industriales
implican formulas o mezclas. En estas situaciones, la respuesta depende de las

proporciones de los diferentes ingredientes incluidos en la mezcla.

En el experimento de mezclas méas simple, la respuesta (la calidad, actividad o rendimiento
del producto) depende de las proporciones relativas de los ingredientes. Las cantidades se
pueden establecer como: medidas en peso, volumen o alguna otra unidad (Pulido et al.,
2012).

Algunas plantas aromaéticas frecuentemente empleadas en la elaboracion de alimentos son:
Coriandrum sativum L. (cilantro), Apium graveolens L. (apio) y Thymus vulgaris L.
(tomillo), entre otras muchas (Sirocchi et al., 2017).

Para demostrar actividad antioxidante existe una diversidad de métodos analiticos
espectrofotométricos, como: DPPH, ABTS y FRAP (Granados, 2012).

Para ejecutar el método ABTS (Acido 2,2 —azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico), se
genera quimicamente el radical ABTSe, utilizando persulfato de potasio, a temperatura
ambiente, en ausencia de luz, en un tiempo entre 12 a 16 horas. El persulfato de potasio y
el ABTS reaccionan estequiomeétricamente. La actividad se mide por inhibicion de la
coloracion del radical y lectura de absorbancia a una longitud de onda de 730 nm (Alvarez
et al., 2008).

Para la determinacién espectrofotométrica de la actividad antioxidante mediante el método
FRAP (Ferric ion reducing antioxidant Power), el complejo férrico: 2,4,6 — tripiridil-s-
triazina (TPTZ) incoloro es reducido a complejo ferroso coloreado en medio acido. Se

registran las absorbancias a una longitud de onda de 593 nm (Leos-Rivas et al., 2016).

1.1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

¢Cual seria la proporcién 6ptima de los aceites esenciales extraidos de Coriandrum
sativum L. (cilantro), Apium graveolens L. (apio) y Thymus vulgaris L. (tomillo), que

garantizaria la mayor actividad antioxidante de la mezcla resultante?



1.2. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una mezcla, optimizada en cuanto a actividad antioxidante, de aceites
esenciales extraidos de Coriandrum sativum L. (cilantro), Apium graveolens L. (apio) y

Thymus vulgaris L. (tomillo) que pueda ser empleada como aditivo alimentario.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el rendimiento de la destilacion por arrastre con vapor de aceites esenciales
a partir de C. sativum, A. graveolens y T. vulgaris.

2. Optimizar la actividad antioxidante de la mezcla de aceites esenciales sobre la base de
los métodos FRAP y ABTS.



CAPITULO II.

2. FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION

2.1.- PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES

Las plantas aromaticas, por definicidn, son aquellas que desprenden de sus hojas o flores
un aroma mas 0 menos intenso. En cuanto a sus posibles usos cotidianos, cabe destacar los
siguientes (Castafieda et al., 2007):

1) Condimentos de alimentos para aportar sabor y aroma.

2) Remedios medicinales curativos o preventivos.

3) Repelentes naturales de plagas.

2.1.1.- Thymus vulgaris L. (TOMILLO)

Es una especie de planta con flores de la familia de la menta, nativa del sur de Europa,
desde el Mediterraneo occidental al sur de Italia (Tabla 1). Es un arbusto de hoja perenne,
de base arbolada, con pequefias hojas aromaticas de color gris-verde y racimos de flores de
color purpura o rosa (Dorling, 2008). El tomillo crece bien en un clima de templado a

calido, seco y soleado (Hosseinzadeh et al., 2015).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Thymus vulgaris L. (Tomillo)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia | Nepetoideae
Tribu Mentheae
Género Thymus L. 1753

Fuente: (Dorling, 2008)

Thymus vulgaris L., presenta en su composicion metabdlica, monoterpenos oxigenados:
56,53 %, hidrocarburos monoterpénicos: 28,69 %, hidrocarburos sesquiterpénicos: 5,04 %
y sesquitepenos oxigenados: 1,84 % (Kaya et al., 2013).

La especie fue utilizada desde la antigiiedad por los griegos como un aromatizante en sus
templos y por los romanos en la cocina. Actualmente se usa en la industria alimentaria,

farmacéutica y cosmética (Shabnum & Wagay, 2011). Posee propiedades antioxidantes,
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antibacterianas, antiinflamatorias, antivirales y como insecticida (Marino & Bersani,
1999).

2.1.2.- Coriandrum sativum L. (CILANTRO).

Es una hierba anual, sus semillas y hojas son muy utilizadas en las cocinas tradicionales de
América Latina, India y China (Tabla 2). Es una fuente potencial de lipidos y su aceite

esencial es rico en linalol (Sahib et al., 2013).

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Coriandrum sativum L. (Cilantro)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Apiales

Familia Apiaceae

Subfamilia | Apioideae

Tribu Coriandreae

Género Coriandrum
Fuente: (Torres-Aguirre et al., 2018)

La composicién metabdlica del cilantro se basa principalmente en aceites esenciales, entre
ellos d-linalol, 70 a 90 % pineno, dipenteno, geraniol, felandreno, borneol, limoneno,
cineol, canfeno, citronelol, coriandrol y linalol (Infoagro, 1997).

En los paises en vias de desarrollo, Coriandrum sativum L., es utilizado en alimentos y
como medicamento natural por sus variadas propiedades, a nivel casero e industrial
(Morales, 1995).

Sus actividades farmacoldgicas principales son: como antimicrobiano, antioxidante,
antidiabético, ansiolitico, antiepiléptico, antidepresivo, antimutagénico, antiinflamatorio,

antidislipidemico, antihipertensivo, neuroprotector y diurético (Sahib et al., 2013).

2.1.3 Apium graveolens L. (AP10O)

Apium graveolens es una planta nativa de la llanura de Italia, donde se extendio a Suecia,
Egipto, Argelia, Etiopia e India. Las flores son pequefias y blancas, los dientes del céliz son
absolutos (Tabla 3). Posee cinco pétalos ovados agudos con puntas enharinadas (Fazal &
Singla, 2012).

En los paises en desarrollo, el apio es utilizado en alimentos y medicinas. Se emplea
directamente en la cocina tradicional y en la industrializacion, como aditivo funcional
(Kooti et al., 2014).
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Tabla 3. Clasificacion taxonomica de Apium graveolens L. (Apio)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Apiales
Familia Apiaceae
Género Apium

Fuente: (Kooti et al., 2014)

2.2.- ACEITES ESENCIALES Y SU IMPORTANCIA EN LA
ALIMENTACION

Los aceites esenciales son sustancias aromaticas que se encuentran en numerosas plantas y
pueden ser extraidos de diferentes partes como: hojas, tallos, flores y raices. Las plantas
contienen de 0,01 a 10 % de contenido de aceite esencial. La cantidad media que se
encuentra en la mayoria de las plantas aromaticas es alrededor de 1 a 2%. Son mezclas
complejas de hidrocarburos, terpenos, alcoholes, compuestos carbonilicos, aldehidos
aromaticos y fenoles. Los provenientes de especias y condimentos son cada vez mas
utilizados en la industria de los alimentos y farmacéutica (Peredo-Luna et al., 2009).
Después de la extraccion generalmente son liquidos y rara vez solidos o pastosos.
Numerosas investigaciones han permitido establecer su actividad antioxidante,
antibacteriana, antimicdtica, antiparasitaria, antiviral e insecticida (Alzamora, et al., 2001).

2.2.1.- USOS EN LA INDUSTRIA

En la industria de alimentos se emplean como condimentos y saborizantes, en la industria
cosmética para la fabricacion de perfumes y aromatizantes y en la farmacéutica como
saborizantes (Cerutti & Neumayer, 2004).

Los aceites esenciales de plantas aromaticas tienen propiedades conservantes como
antioxidantes y antimicrobianos y se obtienen de fuentes comestibles (Suhaj, 2006). Varias
investigaciones han dado a conocer sobre las actividades antioxidantes de productos
naturales como aceites esenciales (Sacchetti et al., 2005).

En los ultimos afios se ha pretendido introducir aceites esenciales como fuente principal de

antioxidantes en diferentes tipos de alimentos (Olmedo et al., 2012).
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Dentro de los alimentos funcionales elaborados con la adicion de aceites esenciales estan,

productos cérnicos (Medina, et al., 2003) y alimentos de origen lacteo, tanto funcionales

como fortificados y enriquecidos, que representan un beneficio para la salud del

consumidor (Santillan-Urquiza, et al., 2014).

La actividad antioxidante de un el aceite esencial estd relacionada con su composicion

quimica (Guimaraes et al., 2010).

2.2.2.- COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES

ESENCIALES

2.2.2.1.- Aceite esencial de Thymus vulgaris L. (Tomillo)

En la tabla 4 se resume la composicidn quimica de estos aceites.

Tabla. 4. Composicion quimica de los aceites esenciales de Thymus vulgaris L.

COMPUESTO % COMPUESTO % COMPUESTO %
G- thujene 2,84 | thymol methyl ether 1,78 | terpinolene 0,19
G- pinene 2,97 | thymol 46,2 | linalool 0,13
B- pinene 0,71 | carvacrol 2,44 | terpinen-4-ol 3,99
octan-1-en-0-01 0,48 | terpinyl acetate 0,68 | B- bisabolene 0,33
mycrene 3,45 | eugenol 0,10 | 6- cadinene 0,14
& — phellandrene 0,42 | B- bourbonene 0,09 | caryophyllene oxide 0,21
G — terpinene 2,69 | B- elemene 0,14 | y-terpinene 14,1
p-cymene 9,91 | methyl eugenol 0,21 | cis-sabinen hydrate 0,25
limonene 1,23 | B- caryophyllene 1,64 | & humulene 0,40
1,8-cineole 1,96 | germacrene D 0,16 | B- copaene 0,17

Fuente: (Shabnum & Wagay, 2011)

2.2.2.2.- Aceite esencial de Coriandrum sativum L. (Cilantro)

En la tabla 5 se aprecia la composicion quimica de estos aceites.

Tabla. 5. Composicion quimica de los aceites esenciales de Coriandrum sativum L.

COMPUESTO % | COMPUESTO % COMPUESTO %
g-Thionodecalactone 0,2 | Anisle, P-allyl 0,3 Dodecanal 1,3
1,2-Decanediol 0,5 | Benzene 0,1 Dodecanoic acid 2,6
n-Cetyl alcohol 0,4 | Cinene 0,1 E-11-tetradecenoic acid 13
2.4-Dimethylheptane 0,2 | Z-Nonene 0,1 Ethylidenecyclooctane 0,3
2-Decenoic acid 30 | Cyclododecane 2,5 Eucalyptol 0,3
2-Dodecanal 1,3 | Cyclooctanol 0,6 1-Pentadecene 0,1
2-Tridecenal, (E) 1,0 | Decahydroazulene 0,4 Caryophyllene 0,3
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2-Undecenal 3,9 | Decamethylene glycol 1,2 Pinene 0,5
4-Allylphenyl acetate 0,2 | Decanal 1,4 m-Mminoaniline 0,3
5-Nonanol ,5-methyl 0,3 | d-Limonene 0,2 Capric acid 13
Nonanoic acid 1,2 | Oxirane tetradecyl 0,1 Undecanal 0,3
Nonanol 0,4 | Oxirane, octyl 0,3 Undecanoic acid 2,1
Octanoic acid 0,6 | 2-Ethyl-3-methyl thiophane 0,2 Undecyl alcohol 6,4
0-Cymene 0,1 | Undecanoic acid 5,0 Undecylenic acid 0,3
Oleic acid 0,6 | Tridecanoic acid 55
Fuente: (Sahib et al., 2013)
2.2.2.3.- Aceite esencial de Apium graveolens L. (Apio)
En la tabla 6 se aprecia la composicidn quimica de estos aceites.
Tabla. 6. Composicion quimica de los aceites esenciales de Apium graveolens L.
COMPUESTO % | COMPUESTO %
D-Limonene 57,7 | Trans-Limonene Oxide 0,3
Myrcene 18,7 | a - Terpinolene 0,3
4-Terpineol 8,60 | a-selinen 0,2
3 —Selinene 8,10 | Trans-3-butylidenephthalide | 0,1
B -pinen 2,40 | a - Muuroloene 0,1
B - caryophyllene 0,50 | Cis-Limonene Oxide 0,1
Carnone 0,30 | Linalool 0,1
Trans-ocimene 0,10 | a- pinen 0,1
Fuente: (Kooti et al., 2015)
23 METODOS DE OBTENCION DE ACEITES
ESENCIALES

2.3.1 Extraccion con disolventes

En este método se utilizan muestras frescas o secas y molidas y disolventes volatiles como:
etanol y cloroformo, entre otros. Los disolventes solubilizan la esencia y extraen otras
sustancias (grasas y ceras) en forma de una oleorresina o extracto impuro. Se utiliza
generalmente solo a escala de laboratorio, por los elevados costos de los disolventes
organicos (Martinez, 2003; Molina, et al., 2016).

2.3.2 Extraccién por microondas

Es una alternativa para la extraccion de aceites esenciales, la técnica puede utilizarse como
un método convencional como la hidrodestilacion. Es necesario modificar un horno de
microondas haciendo un orificio en la parte superior y conectando un matraz con un

sistema de refrigeracion (Bayramoglu et al., 2008).



Los beneficios son: la reduccion del tiempo y la disminucion de la energia que se consume.
Este método se puede emplear a escala industrial mediante reactores si se requiere un buen

manejo y seguridad (Bousbia et al., 2009).
2.3.3 Destilacion por arrastre de vapor

La muestra vegetal fresca o seca, cortada en trozos pequefios, entra en una camara que es
sometida a una corriente de vapor de agua sobrecalentado. Asi, se arrastra la esencia
condensada, recolectada y separada de la fraccion acuosa. Este método se utiliza a nivel
industrial debido a su rendimiento y no se necesita de tecnologia sofisticada. (Peredo-Luna
et al., 2009).

El equipo més conocido para la destilacion por arrastre con vapor es la llamada trampa
Clevenger, considerada internacionalmente como la méas adecuada para la determinacion
del contenido total del aceite esencial de una planta aromaética. La trampa estd compuesta
por un balén, donde se deposita la materia prima molida y una cantidad conocida de agua
pura. Se le calienta constantemente y el aceite esencial, con el agua, se evaporan
continuamente. Un condensador acoplado al balon y un reservorio final permite separar el

aceite esencial de la mezcla condensada (Peredo-Luna et al., 2009).

2.4.- ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE
PLANTAS

Los antioxidantes son compuestos que pueden inhibir o retardar la oxidacion de otras
moléculas inhabilitando la iniciacion o propagacion de las reacciones en cadena de los
radicales libres (Avello & Pastene, 2005; Chavez, et al., 2011).

Los antioxidantes naturales con la consabida seguridad de no ser toxicos han dado lugar a
una gran cantidad de estudios sobre el potencial antioxidante de los aceites esenciales. Esto
permite sustituir el consumo mayoritario de antioxidantes sintéticos comunes como:
butilhidroxianisol (BHA) y butilhidroxitolueno (BHT), que no garantizan la salud humana
(Amorati et al. 2013).

2.5.- METODOS DE DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

Cada método se relaciona con la generacion de un diferente radical, que actta a través de

una variedad de mecanismos (Alvarez et al., 2008).



2.5.1.- DPPH

El método de eliminacion de radicales DPPH es adecuado para la evaluacién de la
efectividad antioxidante porque este radical es més estable que los radicales hidroxilos o
superdxido. EI DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es un radical resistente que pierde su
color pdrpura cuando acepta un electron de una molécula antioxidante (Bajalan et al.,
2017).

El fundamento del método DPPH, consiste en que este radical tiene un electron
desapareado y se decolora hacia amarillo palido por la reaccion de oxidacion reduccion en
presencia de una sustancia antioxidante. La medida espectrofotométrica se realiza a 517
nm. Por diferencia de absorbancia se determina el porcentaje de captacion de radical libre
DPPH a una concentracion de 20 mg/L (Brand-Willams et al. 1995; Guija-Poma et al.,
2015; Rather et al., 2012).

2.5.2.- Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)

El método ORAC consiste en medir la disminucion en la fluorescencia de una proteina

como resultado de la pérdida de su conformacion cuando esta sufre un dafio oxidativo
causado por una fuente de radicales peroxidos (ROO-).

El método evalla la capacidad de los antioxidantes en la muestra para proteger la proteina
del dafio oxidativo (Leos-Rivas et al., 2016).

2.5.3.- Método de captacion del radical ABTS.”

El cation radical ABTS [2,29-azinobis- (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) acido)] es la base
de uno de los métodos espectrofotométricos que se han aplicado a la medicion de la
actividad antioxidante total de disoluciones de sustancias puras, mezclas acuosas y
bebidas.

Es una técnica de decoloracion en la que el radical se genera directamente en una forma
estable antes de reaccion con supuestos antioxidantes (Pellegrini et al., 1999).

El ABTS se disuelve en agua hasta una concentracion de 7 mM. El cation radical ABTS se
prepara con persulfato de potasio 2,45 mM. Se mezcla y se deja en reposo durante 12- 16
horas antes de su uso, obteniendo su color oscuro caracteristico. Para el estudio de

compuestos fendlicos y alimentos extractos, la disolucion ABTSe, se diluyd con etanol y
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para antioxidantes plasmaticos con PBS, a un pH 7,4, a una absorbancia de 0,70 a 734 nm
y equilibrada en 30 °C (Re et al., 2005).

El método descrito mide actividad antioxidante de; carotenoides, compuestos fendlicos y
algunos antioxidantes del plasma, determinados por la decoloracion del ABTSe, midiendo
la reduccidn del cation radical como el porcentaje de inhibicidn de la absorbancia 734 nm
(Re et al., 2005).

2.5.4.- Método FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power)

Este método se basa en la capacidad que tiene la sustancia antioxidante para reducir el Fe**
a Fe?*. El complejo férrico: 2, 4, 6 — tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro es reducido a
complejo ferroso coloreado. Se empleard una curva de calibracion confeccionada con
patron de TROLOX (Leos-Rivas et al., 2016).

Las muestras se prepararan mediante dilucion 1:1000 v/v con metanol y se conservaran a
4°C si fuese necesario. Luego se colocaran 80 pL de esta disolucién de muestra en un
matraz de 10 mL y se adicionaran 5 mL de disolucion de FRAP. Se enrasara con agua
destilada. Se dejard reposar en una estufa a 37 °C por 30 minutos. Se registraran las

absorbancias a una longitud de onda de 593 nm (Leos-Rivas et al., 2016).

2.6 DISENO ESTADISTICO DE MEZCLAS

Los experimentos de mezclas son una clase especial de experimentos de superficie de
respuesta en los que el producto objeto de investigacion se forma de varios componentes o
ingredientes. Los disefios para estos experimentos resultan datiles porque muchas
actividades de disefio y desarrollo de productos en escenarios industriales implican
férmulas 0 mezclas. En estas situaciones, la respuesta depende de las proporciones de los
diferentes ingredientes incluidos en dicha mezcla.

En el experimento de mezclas mas simple, la respuesta (la calidad, actividad o rendimiento
del producto) depende de las proporciones relativas de los ingredientes. Las cantidades se
pueden establecer como: medidas en peso, volumen o alguna otra unidad (Pulido et al.,
2012).
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CAPITULO III.
3. METODOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. LOCALIZACION

La investigacion se realizo en el laboratorio de Quimica de la Universidad Estatal
Amazonica (UEA), ubicada en el km 2 Y2 via al Tena, provincia Pastaza con una altitud de
940 m.s.n.m., latitud de 0° 59" -1” y longitud de 77°49" 0" W.

3.2. TIPO DE INVESTIGACION

Se llevd a cabo una investigacion de tipo aplicada, fundamentada en la experimentacion.

3.3. METODOS DE INVESTIGACION

Se emplearon métodos cuantitativos que permitieron controlar las variables
independientes; se realizaron calculos numéricos y andlisis estadisticos basados en el
disefio de mezclas para establecer modelos de comportamiento y optimizar la actividad

antioxidante.

3.4. DISENO DE LA INVESTIGACION

3.4.1. EQUIPOS, MATERIALES, UTENSILIOS, REACTIVOS
E INSTRUMENTOS

« Balanza analitica ADAM. Alemania o Agua destilada

 Balanza técnica THOMAS Scientific. « Metanol, MERCK. Alemania
TSXB4200C. Estados Unidos. Etanol, MERCK. Alemania
« Extractor de aceites esenciales. Acido clorhidrico 40 mM

FIGMAY®. Argentina. e 2,4,6 —tripiridil — s -triazina (TPTZ).

« Micropipeta Eppendorf Research Plus 100 SIGMA-ALDRICH. Alemania.

—1000 pL. Alemania e acido 2,2’-azinobis (3-

« Micropipeta Eppendorf Research Plus 10 — etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTYS).
100 pL. Alemania SIGMA-ALDRICH. Alemania.
 Espétulas de laboratorio e cloruro de hierro 11l. MERCK. Alemania
 Viales de plastico 2 y 10 mL « acetato de sodio. MERCK. Alemania
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« Cristaleria comdn de laboratorio, incluido e persulfato de potasio 2,45mM. MERCK.
material volumétrico Alemania

 Espectrofotometro UV-Vis Thermo « Apio, Tomillo y Cilantro frescos

Electron Corporation. Estados Unidos.

e pH-metro Thermo Electron

Corporation. Estados Unidos.
3.4.2. SELECCION Y PREPARACION DEL MATERIAL
VEGETAL

Las especies vegetales comestibles: Coriandrum sativum L. (cilantro), Apium graveolens
L. (apio) y Thymus vulgaris L. (tomillo) fueron adquiridas en el mercado local por tratarse
de plantas domesticadas, de alto consumo por la poblacién.

Se separd el material foliar, se lavé con agua corriente y agua destilada, parte del
material vegetal se sometio posteriormente a secado al aire, a temperatura ambiente y a
la sombra, durante 72 horas y se dividié finamente con la ayuda de tijeras previo a la

extraccion.

3.4.3. EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE LAS
PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES: Coriandrum
sativum L. (CILANTRO), Apium graveolens L. (APIO) vy
Thymus vulgaris L. (TOMILLO)

Se empled la destilacion por arrastre con vapor mediante un equipo extractor de aceites
esenciales a escala laboratorio, fabricado por FIGMAY® (Argentina) para separar los
aceites mas ligeros que el agua (Figura 1).

Se colocaron cantidades exactamente pesadas de material vegetal fresco o seco de cada
especie vegetal en el extractor y se realizo la extraccion de los aceites esenciales durante 30
minutos.

Posteriormente se separ0 la fase oleosa (fase superior) del agua a traves del dispositivo de

separacion del equipo.
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Figura 1. Equipo extractor de aceites esenciales FIGMAY® (Argentina).

Se determind cuantitativamente el rendimiento para cada uno de los aceites esenciales a

partir del peso seco y fresco de cada planta aromaética, a través de la siguiente férmula:

Pa * 100 1)

R(%0) = Pm

Donde:
R (%) — rendimiento
Pa — peso del aceite (g)

Pm — peso del material vegetal seco ()

3.4.4. DISENO ESTADISTICO DE MEZCLA PARA LA
OPTIMIZACION DE LA COMPOSICION DE ACEITES
ESENCIALES SOBRE LA BASE DE SU ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE.

Se empled un disefio: “Simplex-Lattice” (S-LD) (Cornell, 2011; Goupy & Creighton,
2006) para determinar los puntos de medicion de actividad antioxidante (proporciones de
los aceites esenciales). Este tipo de sistema posee puntos experimentales simétricamente
distribuidos y una ecuacién polinomial bien seleccionada para representar la superficie de

respuesta.
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El efecto del S-LD sobre la actividad antioxidante fue analizado utilizando el método de
regresion multiple de cuadrados minimos. Para este experimento se emplearon ecuaciones
de regresion mdltiple tipicas, tales como:

Modelo lineal:

Y = D1« X1+ Do« Xo+ D3+ X3 (2)

Modelo cuadratico:

Y = D1x X1+ Dox Xo+ D3x X3 + D12 # Xg % Xo + D13 » X1 X3 + D2z« X2 » X3 (3)

Donde, y-es la variable respuesta (actividad antioxidante), xi- representan los ingredientes
de la mezcla (puntos independientes o, de entrada), y bj, bjj, bijk, dij- son los coeficientes de
la funcion de regresion (Yolmeh et al., 2017).

Los modelos descritos anteriormente, utilizando una funcién polinomial de 3* grado,
fueron usados para describir la superficie de respuesta. Los siguientes parametros: suma de
cuadrados, media de los cuadrados, grados de libertad, prueba F, valores de probabilidad,
R-cuadrado (R?), R-cuadrado ajustado, fueron considerados cuando se selecciond el
modelo estadistico apropiado (Cornell, 2011; Goupy & Creighton, 2006).

El disefio propuesto se detalla en la Tabla 7.

Tabla 7. Disefio experimental de mezclas empleado para la optimizacion de la actividad

antioxidante

Mezcla Thymus vulgaris L. | Coriandrum sativum L. | Apium graveolens L.

(A) (B) ©

1 0,1667 0,6667 0,1667

2 0,5 0 0,5

3 0 0 1

4 0,5 0,5 0

5 1 0 0

6 0,6667 0,1667 0,1667

7 0 1 0

8 1 0 0

9 0 0 1

10 0,1667 0,1667 0,6667

11 0 1 0

12 0 0,5 0,5

13 0,3333 0,3333 0,3333

Fuente: Simplex-Lattice” (Cornell, 2011; Goupy & Creighton, 2006).
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Como variable respuesta se emple6 la actividad antioxidante calculada
espectrofotométricamente por dos metodos: FRAP y ABTS (Pulido et al., 2000).

3.4.5. EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

3451 METODO FRAP (FERRIC ION REDUCING
ANTIOXIDANT POWER).

Este método se basa en la capacidad que tiene la sustancia antioxidante para reducir Fe** a
Fe?*. El complejo férrico: 2,4,6 — tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro es reducido a
complejo ferroso coloreado. Se empled una curva de calibracion confeccionada con patron
de TROLOX. El reactivo FRAP se preparo de la siguiente manera:

Primero, se prepard el buffer de acetato 0,3 mM a pH 3,6, para lo cual se pes6 6,1 mg de
acetato de sodio trihidratado, se disolvié en 200 mL de agua, se ajustdé el pH con una
disolucién de &cido clorhidrico 40 mM y finalmente se aforé a 250 mL con agua destilada.
Para preparar la disolucion de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), se pes6 31,2 mg y se
disolvié en &cido clorhidrico 40 mM hasta aforar en 10 mL.

Luego se prepar6 una disolucion 20 mM de cloruro de hierro Ill, a partir de la sal
hexahidratada, para lo cual se pes6 135,2 mg y se disolvid en agua destilada hasta aforar en
25 mL.

Finalmente, cada disolucién se mezcld en proporcion 1:1:10 de TPTZ: cloruro de hierro 111
: buffer acetato para obtener el reactivo FRAP (Leos-Rivas et al., 2016).

Las muestras se prepararon mediante dilucion 1:1000 v/v con metanol y se analizaron
inmediatamente. Luego se colocaron 40 pL de esta disolucion de muestra en un matraz de
10 mL y se adicionaron 5 mL de disolucion de FRAP. Se enraso con agua destilada. Se
dejo reposar en una estufa a 37°C por 30 minutos. Se registraron las absorbancias a una
longitud de onda de 593 nm.

Los célculos se realizaron empleando el modelo matematico de la curva de calibracion de
TROLOX (patron de antioxidantes):

A (4)
€= 0,1879

A — valor de absorbancia de las muestras.
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3.4.5.2. METODO DEL RADICAL ABTS.

El radical ABTS®" se gener6 a partir de su precursor el acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS); es un compuesto de color verde-azulado,
estable.

Métodos de generacion del radical ABTS®":

- Disolucién de ABTS 7mM. Se disolvieron 0,0384 g de sal amonica cristalizada de
ABTS en 10 mL de agua destilada.

- Disolucién de persulfato de potasio 2,45mM. Se disolvieron 0,0662 g del reactivo en
100 mL de agua destilada.

- Etanol al 96 % v/v.

- Preparacion radical ABTS®". Se mezcl6 a partes iguales la disolucion de ABTS 7mM
y la de persulfato de potasio 2,45mM. Se mantuvo en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 16 horas para la formacion del radical. Se diluy6 con etanol para
obtener una absorbancia de 0,8730 (absorbancia inicial) a 730 nm.

- Preparacion de las muestras de ensayo. En la cubeta del espectrofotémetro se
colocaron 20 pL de las diferentes mezclas, diluidas 1:1000 v/v en metanol y se
adicionaron 3 mL de la disolucion del radical ABTS®". Se esperd 7 minutos hasta
estabilizacién de la absorbancia y se realizé la lectura a 730 nm.

Los célculos se realizaron empleando el modelo matematico de la curva de calibracion de
TROLOX (patron de antioxidantes):

A—0,7252 (5)
—0,1304

A — valor de absorbancia de las muestras.
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CAPITULO IV.
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. SELECCION Y PREPARACION DEL MATERIAL
VEGETAL

Se empleé material vegetal fresco y seco de Coriandrum sativum L. (CILANTRO),
Apium graveolens L. (APIO) y Thymus vulgaris L. (TOMILLO), con el propoésito de
evaluar comparativamente la actividad antioxidante de los aceites esenciales extraidos
y sus mezclas. Para la obtencion del material seco se seleccioné el método de secado al
aire, a temperatura ambiente y a la sombra, durante 72 horas, para lograr en lo posible

que se volatilizaran los aceites a emplear.

4.2. EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES DE LAS
PLANTAS AROMATICAS COMESTIBLES: Coriandrum
sativum L. (CILANTRO), Apium graveolens L. (APIO) vy
Thymus vulgaris L. (TOMILLO)

Se utilizo la destilacion por arrastre con vapor pues es un método muy eficaz y de amplio
uso a nivel de laboratorio para la separacion de aceites esenciales a partir de material
vegetal (Peredo-Luna et al., 2009).

Los rendimientos calculados para cada uno de los aceites esenciales, sobre la base del peso

seco Yy fresco de cada planta aromatica, se reflejan en la Tabla 8.

Tabla 8. Rendimientos de aceites esenciales sobre la base de los pesos seco y fresco para

cada especie vegetal en estudio.

Rendimiento | Apium graveolens L. | Coriandrum sativum L. | Thymus vulgaris L.
Fresco (%) 0,01788 0,04250 0,3051
Seco (%) 0,1268 0,2247 0,3289

Fuente: Elaboracion propia

Los rendimientos mas elevados, a partir de materia fresca, se obtuvieron para Thymus

vulgaris L. Debido a que esta planta posee un nivel de humedad muy bajo (7,8 %), no
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existe una diferencia apreciable entre el rendimiento sobre la base de materia seca y el
calculado para materia himeda.

Para Apium graveolens L. y Coriandrum sativum L., los porcentajes de humedad oscilaron
entre el 90 y el 95 %, por lo que la diferencia fue significativa en cuanto a rendimiento de
aceites esenciales. Cabe esperar, en estos casos, una mayor diferencia en cuanto a
composicion de ambos aceites (a partir de materia seca o fresca) por el secado prolongado
que es necesario practicar en condiciones de temperatura ambiental y sombra durante el
cual pudiera haberse perdido alguna fraccion mas volatil.

Adicionalmente, es importante destacar que los aceites obtenidos a partir de materia seca

poseian coloraciones mas intensas que aquellos extraidos de material vegetal fresco.

4.3. OPTIMIZACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE MEZCLAS DE ACEITES ESENCIALES DE TRES
ESPECIES VEGETALES COMESTIBLES.

El objetivo de la optimizacion fue encontrar una combinacion de los tres aceites en estudio
que garantizaran una mayor actividad antioxidante.
Las variables respuesta obtenida en cada caso, para cada uno de los métodos de analisis y

los materiales empleados en las mezclas, se observan en la Tabla 9.

Tabla 9. Disefio experimental de mezclas para la optimizacion de la actividad antioxidante

Exp.| T.vulgaris| C.sativum| A.graveolens| *ABTS (%l) *eljf?fofgg eff?fofgg
1 0,166667 | 0,666667 0,166667 63,3687 56,2799 75,5721
2 0,5 0 0,5 98,351 167,11 185,205
3 0 0 1 0,824499 14,9548 19,9042
4 0,5 0,5 0 95,053 142,496 180,548
5 1 0 0 99,7031 269,159 268,228
6 0,666667 | 0,166667 0,166667 94,4774 175,226 199,574
7 0 1 0 1,41343 7,50399 8,96062
8 1 0 0 99,5249 247,206 298,164
9 0 0 1 3,41578 16,0192 24,0553

10 0,166667 | 0,166667 0,666667 55,2415 64,396 71,3145
11 0 1 0 0,824499 5,32198 7,50399
12 0 0,5 0,5 1,41343 5,00266 10,8568
13 0,333333| 0,333333 0,333333 84,0989 99,7871 99,8914

Leyenda: * Resultados correspondientes a material fresco

Fuente: Elaboracion propia
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Una vez realizado el andlisis estadistico del disefio planteado se observé que el software
empleado (Design Expert version 10), como es usual, arrojé posibles resultados 6ptimos en
correspondencia con toda una serie de diferentes modelos matematicos viables.

Para el caso de los resultados de actividad antioxidante obtenidos mediante el método
FRAP, los mejores ajustes correspondieron al modelo lineal, tanto para los aceites
extraidos a partir del material foliar fresco como seco. En el caso de los resultados de
actividad antioxidante obtenidos a través del método del radical ABTS, el modelo de mejor

ajuste resulto ser del tipo Especial Cuértico (Tabla 10 y Anexo 1).

Tabla 10. Coeficientes de determinacion (R?) para los modelos de mejor ajuste en cuanto a

la actividad antioxidante evaluada

Método R’ ajustado R? predicho
FRAP (material fresco) | 0,9866 0,9812
ABTS (material fresco) | 0,9990 0,9697
FRAP (material seco) 0,9810 0,9752

Fuente: Elaboracion propia

Para cada modelo matematico obtenido, el valor de R? ajustado concordd razonablemente
con el de R? predicho (Tabla 10), con una diferencia muy inferior a 0,2. La falta de ajuste
resultd ser no significativa con un valor de p > 0,05, lo cual sugirié que los tres modelos
fueron adecuados para los datos experimentales con un nivel de confianza del 95%
(Anderson et al., 2018).

Debido al elevado coeficiente de determinacion encontrado, el modelo lineal propuesto
para el caso de los aceites esenciales obtenidos a partir de material vegetal fresco y la
evaluacion de sus mezclas por el método FRAP, podra ser posteriormente utilizado para
evaluar el efecto estadistico de la composicion de las mezclas de los aceites esenciales,
sobre la base de la actividad antioxidante, expresada como miligramos equivalentes de
TROLOX (Figura 2). EI modelo de regresion para el experimento fue el siguiente (Anexo
2):

Y = 264,88-A+7,25-B+21,06-C 6

A-tomillo, B-cilantro y C-apio
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Como se puede observar en la figura 2, el software empleado, a través del modelo
matematico evaluado, propuso como Optima, dentro de las mezclas integradas por tres
componentes, la que contenia un 79,2 % de Thymus vulgaris L. (tomillo), 10,3 % de
Coriandrum sativum L. (cilantro) y 10,5 % de Apium graveolens L. (apio), con una
actividad de 212,833 mg equivalentes de TROLOX.

En la tabla 11 se reflejan los cinco mejores resultados de mezclas en cuanto a actividad
antioxidante. A pesar de que el primer lugar lo ocupo el aceite puro de Thymus vulgaris L.,
el propdsito principal de la investigacion estuvo encaminado a encontrar una mezcla con
una elevada actividad antioxidante y que mejorara la funcionalidad y las caracteristicas
organolépticas de algunos alimentos.

Tabla 11. Mejores resultados en cuanto a actividad antioxidante de mezclas de aceites

esenciales extraidos de material vegetal fresco (FRAP).

No. Thymus vulgaris L. Coriandrum sativum L. Apium graveolensL. FRAP

1 1 0 0 264,877
2 0,792 0,103 0,105 212,833
3 0,674 0,058 0,268 184,603
4 0,549 0,451 0 148,583
5 0,511 0 0,489 145,687

Fuente: Elaboracion propia

Al comparar la actividad antioxidante de la mezcla seleccionada con la suma simple del
aporte individual de cada componente a la actividad final, en la proporcién propuesta, se
observd un incremento del 7 %, lo que indicé una posible potenciacion de la accién o

sinergismo (Alonso, et al., 1999).
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Figura 2. Modelo lineal de superficie de respuesta (FRAP fresco).

Para analizar la validez del modelo de regresion (Figura 3A), se realizd un analisis de

residuo, el cual se muestra graficamente (Figura 3B).
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Figura 3. Correlacion entre los valores experimentales y aproximados (A) y gréafico de los

residuos vs. valores normales esperados (B).

Para las mezclas de aceites esenciales extraidos de material vegetal fresco, evaluados por el

método ABTS, el coeficiente de determinacién encontrado para el modelo Especial
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Cuértico hallado es igualmente elevado (Tabla 10) y de igual manera podra ser utilizado
para evaluar el efecto de la composicion de las mezclas de aceites esenciales, sobre la base
de la actividad antioxidante (Figura 4). EI modelo de regresion calculado para este

experimento fue el siguiente (Anexo 2):

Y =99,69-A+1,19-B+2,19-C+179,61-AB+190,80-AC 7

En la figura 4 se puede apreciar que la mezcla de tres componentes propuesta como 6ptima
fue en este caso: 72,6 % de Thymus vulgaris L. (tomillo), 0,6 % de Coriandrum sativum L.
(cilantro) y 26,8 % de Apium graveolens L. (apio), con porcentaje de inhibicidn propuesto
de 109,691 (Tabla 12).

Tabla 12. Mejores resultados de actividad antioxidante de mezclas de aceites esenciales
extraidos de material vegetal fresco (ABTS).

No. Thymusvulgaris L. Coriandrum sativum L. Apium graveolensL.  ABTS

1 0,718 0 0,282 110,818
2 0,7 0 0,3 110,506
3 0,726 0,006 0,268 109,691
4 0,67 0 0,33 109,683
5 0,863 0 0,138 108,908

Fuente: Elaboracion propia

Esto puede explicarse, en primer lugar, porque a través de ambos métodos el programa
propuso mezclas que, si bien guardan relacion en cuanto a la abundancia relativa de cada
componente, no tienen exactamente la misma composicién. En segundo lugar, porque,
aunque las dos técnicas de determinacion de la actividad antioxidante: ABTS y FRAP se
basan en reacciones de oxidacion - reduccion, las diferencias en las respuestas pueden
deberse al pH del medio. En ABTS el pH es neutro mientras que en FRAP se ajusta el pH a
3,6; esto disminuye el potencial de ionizacién implicado en la transferencia de electrones,
por lo que se incrementa el potencial “redox” y cambia el mecanismo de reaccion
dominante (Olaya & Restrepo, 2012).

Los resultados obtenidos concordaron con los informados recientemente para otras mezclas
de aceites con actividad antioxidante y con potencial uso agroindustrial como aditivos
alimentarios (Baj et al., 2018).
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En la figura 5 se observa la comparacion de los datos empiricos con los aproximados a
través de la cual se comprueba la validez del modelo de regresion (Figura 5A), y el analisis
de residuo (Figura 5B).
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Figura 4. Modelo Especial Cuartico de superficie de respuesta (ABTS)
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Figura 5. Correlacion entre los valores experimentales y aproximados (A) y gréfico de los
residuos vs. valores normales esperados (B).
Para los datos obtenidos a través de los métodos de determinacion de la actividad

antioxidante: FRAP y ABTS, para material vegetal fresco, se llevo a cabo un analisis de
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regresion, con vistas a evaluar la correspondencia entre los resultados alcanzados (Figura
6). EI modelo matemético que relaciona los resultados de los dos métodos resultd

exponencial y el coeficiente de determinacion (R2 = 0,9444) indic6 un ajuste adecuado.

300

250 y = 8,236560'0323X

200
R? = 0,9444

FRAP
I
o

100

50

0 20 40 60 80 100 120
ABTS

Figura 6. Relacion entre los resultados de actividad antioxidante obtenidos por los métodos
ABTS y FRAP

Finalmente, como se expresé en el Capitulo 111, se evalud la actividad antioxidante, por el
método FRAP para el material vegetal seco con la intencion de evaluar si se incrementa o
no la actividad bioldgica esperada.

El modelo de regresion lineal propuesto para la evaluacion de las mezclas de aceites

esenciales (Figura 7), fue el siguiente (Anexo 2):

Y =297,69-A+14,05-B+25,13-C 8

En este analisis la mezcla 6ptima de tres componentes propuesta fue: 79,3 % de Thymus
vulgaris L. (tomillo), 10,3 % de Coriandrum sativum L. (cilantro) y 10,4 % de Apium
graveolens L. (apio), una actividad de 239,962 mg equivalentes de TROLOX (Tabla 13 y
Figura 7).
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Tabla 13. Mejores resultados de actividad antioxidante de mezclas de aceites esenciales
extraidos de material vegetal seco (FRAP).

No. Thymus vulgaris L. Coriandrum sativum L. Apium graveolens L. FRAP Seco

1 1 0 0 297,686
2 0,793 0,103 0,104 239,962
3 0,784 0,087 0,128 235,311
4 0,579 0,387 0,035 176,786
5 0,549 0,451 0 168,025
6 0,511 0 0,489 162,972

I2EIB.164
7.50399
X1 = AT wlgaris
X2 =B: C. sativum

X3=C: A graveolens
A: T. vulgaris (%)
1

| [3Prediction 230,952

1 0 1
B: C. sativum (%) C: A. graveolens (%)

Figura 7. Modelo lineal de superficie de respuesta

Al igual que en el modelo obtenido para material vegetal fresco, el modelo lineal
propuesto, para el caso de los aceites esenciales obtenidos a partir de material vegetal seco
y la evaluacién de sus mezclas por el método FRAP, podré ser utilizado para evaluar el
efecto de la composicion de las mezclas, sobre la actividad antioxidante, expresada como
miligramos equivalentes de TROLOX

En la figura 8 se ofrece una comparacion de los datos empiricos con los aproximados, lo
cual demuestra la validez del modelo de regresion (Figura 8A), y el analisis de residuo
(Figura 8B).
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Figura 8. Correlacién entre los valores experimentales y aproximados (A) y gréfico de los

residuos vs. valores normales esperados (B).

Finalmente es importante resaltar que, en todos los casos, independientemente del tipo de
material (seco o fresco) y el método empleado para la evaluacién de la actividad
antioxidante los resultados correspondientes a los puntos del disefio de mezclas para los
cuales se evalué un aceite puro permitieron establecer que el orden de actividad fue:

Coriandrum sativum L. < Apium graveolens L. < Thymus vulgaris L.
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CAPITULO V.
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

1. Los rendimientos (%) obtenidos para los aceites esenciales de Coriandrum sativum L.,
Apium graveolens L. y Thymus vulgaris L. fueron mayores para material vegetal seco:
0,2247; 0,1268 y 0,3289, respectivamente, que para el fresco: 0,0425; 0,0178 y 0,3051,
respectivamente. Para Thymus vulgaris L. los rendimientos fueron superiores a las otras

dos especias.

2. Para los resultados de actividad antioxidante obtenidos mediante el método FRAP, los
mejores ajustes correspondieron al modelo lineal, tanto para los aceites extraidos a partir
del material foliar fresco como seco; para los obtenidos a través del método del radical
ABTS, el modelo de mejor ajuste resulto ser del tipo especial cuartico.

3. Las mezclas optimizadas de los tres aceites esenciales: i.- 79,2 % de T. vulgaris; 10,3 %
de C. sativum y 10,5 % de A. graveolens, para material fresco por FRAP, ii.- 72,6 % de T.
vulgaris; 0,6 % de C. sativum y 26,8 % de A. graveolens, para material fresco por ABTS y
ii.- 79,3 % de T. vulgaris; 10,3 % de C. sativum y 10,4 % de A. graveolens, para material
seco por FRAP, se caracterizaron por presentar un porcentaje de aceite de Thymus vulgaris
L., significativamente superior y se determind que existia sinergia o potenciacion de la

actividad antioxidante en todos los casos.

5.2. RECOMENDACIONES

1. Emplear las mezclas optimizadas de aceites esenciales de Coriandrum sativum L.,
Apium graveolens L. y Thymus vulgaris L. como aditivos alimentarios para mejorar la

funcionalidad y prolongar la vida util de los alimentos.

2. Caracterizar los aceites esenciales obtenidos para cada especie vegetal y valorar la

posible variabilidad en cuanto a composicién quimica.
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FRAP fresco

ANEXO 1

ANOVA for Linear Mixture model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type 11

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square  Value Prob.>F
Model 1,06E+05 2 52504,46 442,86 <0.0001 significant
Linear Mixture 1,05E+05 2 52504,46 442,86 <0.0001
Residual 1185,58 10 118,56
Lack of Fit 94166 7 134,52 1,65 0,3673 not significant
Pure Error 243,92 3 81,31
Cor Total 1,06E+05 12
ABTS fresco
ANOVA for Special Quartic Mixture model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type IlI
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob.>F
Model 241829 8 3022,86 1561,81 <0.0001 significant
Linear Mixture ~ 18196,19 2  9098,09 4700,68 < 0.0001
AB 162745 1 162745 840,85 < 0.0001
AC 1836,54 1  1836,54 948,88 < 0.0001
BC 7,72E-05 1 7,72E-05 3,99E-05 0,9953
A?BC 33528 1 335,28 173,23 0,0002
AB*C 33398 1 333,98 172,56 0,0002
ABC? 63,98 1 63,98 33,05 0,0045
Residual 7,74 4 1,94
Lack of Fit 42 1 4,2 3,55 0,1561 not significant
Pure Error 355 3 1,18
Cor Total 24190,65 12
FRAP seco
ANOVA for Linear Mixture model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type 111
Sum of Mean F p-value
Source Squares  df Square Value Prob.>F
Model 1,29E+05 2 64527,33 311,52 <0.0001 significant
YLinear Mixture  1,29E+05 2 64527,33 311,52 <0.0001
Residual 2071,34 10 207,13
Lack of Fit 1862,94 7 266,13 3,83 0,1486 not significant
Pure Error 2084 3 69,47
Cor Total 1,31E+05 12
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ANEXO 2

FRAP fresco
Model Summary Statistics
Std. Adjusted Predicted
Source Dev. R-Squared R-Squared R-Squared PRESS
Linear 10,89 0,9888 0,9866 0,9812 1995,74 Suggested
Quadratic 8,43 0,9953 0,992 0,98 2125,06
Special Cubic 8,44 0,996 0,992 0,9649 3727,01
Cubic 7,89 0,9977 0,993 0,9827 1835,47 Aliased
Special Quartic 7,89 0,9977 0,993 0,9827 183547
Quartic 9,02 0,9977 0,9908 + Aliased
ABTS fresco
Model Summary Statistics
Std. Adjusted Predicted
Source Dev. R-Squared R-Squared R-Squared PRESS
Linear 24,48 0,7522 0,7026 0,5777 10214,65
Quadratic 9,3 0,975 0,9571 0,9075  2237,63
Special Cubic 9,45 0,9778 0,9557 0,66  8224,25
Cubic 1,39 0,9997 0,999 0,9697 732,68 Aliased
Special Quartic 1,39 0,9997 0,999 0,9697 732,68 Suggested
Quartic 1,09 0,9999 0,9994 + Aliased
FRAP seco
Model Summary Statistics
Std. Adjusted Predicted
Source Dev. R-Squared R-Squared R-Squared PRESS
Linear 14,39 0,9842 0,981 09752  3250,98 Suggested
Quadratic 12,98 0,991 0,9846 0,9539  6049,84
Special Cubic 9,96 0,9955 0,9909 0,95 6554,68
Cubic 8,16 0,998 0,9939 0,9183 10716,22 Aliased
Special Quartic 8,16 0,998 0,9939 0,9183 10716,22
Quartic 8,33 0,9984 0,9936 + Aliased
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