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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE in vitro DE LOSACEITES
VOLATILESDE CUATRO PLANTASDE USO TRADICIONAL MEDIANTE LA M EDICION
DE LA PEROXIDACION LIPIDICA DE ACEITE

RESUMEN

Se evalud efecto retardador de la degradacion oxidativa de lipidos, presentado
por varios aceites esenciales en un sistema lipidico modelo. La oxidacion se
indujo por exposicion a la radiacion UV-B.

Se determinaron las siguientes disminuciones en la concentracion de hexanal,
sustancia empleada para medir la actividad antioxidante de los aceites esenciales
agregados al aceite de girasol en concentraciones de 10 y 20 g/Kg: 48 y 50%
para el cilantro (Coriander sativum L.), 31 y 50% para el romero (Rosmarinus
officinalis L.), 50 y 63% para Lippia alba (Mill.), y 23 y 46% para el ylang-ylang

NEL SON CONTRERASC.
Quimico, Ms.C.

Profesor Auxiliar

Universidad Tecnologica de Pereira
ncontrer@utp.edu.co

JAIRO RENE MARTINEZ
Quimico, Ph.D.

Profesor Titular

Universidad Industrial de Santander
rene@tucan.uis.edu.co

(Cananga odorata) respectivamente.
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In this work, we tested several essential oils for their effect to retard oxidative

degradation, accelerated by UV- exposure.

The antioxidant activity of essential oils was evaluated by measuring the
change in the hexanal content found in the lipid matrix during lipid
peroxidation. The decreases in hexanal concentration caused by the addition
of essential oils at 1 and 2 %(w/w) to sunflower oil were as follows: 48 and
50% for cilantro (Coriander sativum L.), 31 and 50% for rosemary
(Rosmarinus officinalis L .), 60 and 68% for Lippia alba (Mill.) and 23 and

46% for ylang-ylang (Cananga odorata), respectively.
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1. INTRODUCCION

La exposicion a la radiacion ultravioleta (UV) ha sido
asociada con varios problemas de salud en los seres
humanos tales como quemaduras solares, envejecimiento
prematuro, cataratas, inmunosupresion y cancer de piel.
De este tltimo se conoce que los casos han amentado a
mas de 900.000 por afio. Este incremento se asocia con la
sobreexposicion a este tipo de radiacion [23].

El componente UV de la luz solar ha sido implicado
como un factor determinante de varias patologias
relacionadas [2, 8, 25]. Una hipoétesis unificada para estos
efectos producidos por este tipo de radiacion es:

La luz UV induce la formacion de radicales;

Las defensas antioxidantes contrarrestan los radicales,
pero altas dosis de luz UV conducen a disminuir
notoriamente las defensas antioxidantes;

Los radicales, producto de la radiacion ultravioleta,
pueden causar dafios a componentes celulares tales como
proteinas, lipidos y ADN, lo que origina alteraciones en
las funciones celulares [2].
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Las plantas y las sustancias que de ellas se derivan han
sido utilizadas por varios siglos en campos como la
medicina y la bioquimica [10, 24]; su uso en perfumeria
y conservacion de alimentos es también importante.
Recientes investigaciones estan encaminadas a dilucidar
actividades benéficas en procesos bioldgicos de animales
y en los seres humanos [12-14].

Ante la creciente oposicion al uso de antioxidantes
sintéticos en la industria, las investigaciones se han
encaminado a buscar productos naturales que presenten
actividades antioxidantes similares o mayores y que
puedan en poco tiempo sustituirlos [3, 6]. Ademas se
busca aprovechar la biodiversidad de nuestro pais y darle
valor agregado a las especies materia de estudio

buscando nuevos usos e incentivando su produccion a
futuro.

Con esta investigacion se desarrolld una metodologia
reproducible y altamente sensible que permitiera
determinar la actividad antioxidante in-vitro de sustancias
de origen natural en sistemas lipidicos sometidos a
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condiciones oxidantes, en este caso, a la radiacion UV.
Una aplicacion importante de esta metodologia estd en la
blsgueda de sustancias que eviten o disminuyan los
procesos oxidativos. Se escogieron las plantas de Ylang-
Ylang (Cananga Odorata), Lippia aba (Mill), romero
(Rosmarinus  officinalis) 'y cilantro (Coriandrum
sativum), ya que estudios realizados por Stashenko y
colaboradores [9, 21, 22] demostraron €l efecto protector
de éstas en €l proceso de degradacion oxidativa, ya sea
por degradacién térmica o inducida por el reactivo de
Fenton, y se presentaba interés de estudiar su actividad
protectora en sistemas lipidicos, sometidos a la radiacion
uv.

Una vez determinada la actividad antioxidante de estos
aceites esenciales, ésta fue comparada con la de la
vitamina E, la cual es la sustancia natural més conocida
gue presenta alta actividad antioxidante [1, 17], y con la
de un antioxidante sintético a saber, € butilhidroxianisol
(BHA), muy utilizado en la industria de conservacién de
alimentos.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiales.

La vitamina E y la pentafluorfenilhidracina (PFPH)
fueron suministradas por Aldrich Chemical Co. Inc.
(Milwaukee, WI, USA); € ter-butilhidroxianisol (BHA)
fue adquirido de Merck (Darmstadt, Germany). El aceite
de girasol de marca comercial “Girasoli” fue obtenido en
el mercado local. Los aceites esenciales de ylang-ylang
(Cananga odorata), Lippia adba (Mill), romero
(Rosmarinus officinalis L.) y cilantro (Coriandrum
sativum) se obtuvieron a partir de plantas conseguidas en
el mercado local, utilizando para su extraccion el método
de hidrodestilacion.

2.2. Métodos

2.2.1. Sistema lipidico modelo para € estudio de la
actividad antioxidante.

Este sistema consistié en una matriz lipidica (aceite de
girasol) la cual fue sometida a la accién de los rayos UV
durante un tiempo seleccionado experimentalmente, €l
cua permitié obtener el hexana (producto final de la
degradacién oxidativa del acido linoléico, acido graso
presente en mayor proporcién en €l aceite de girasol) en
cantidades apreciables para su posterior determinacion
por HRGC/ECD en forma de su derivado hidrazénico. En
el proceso de estandarizacion del método se tuvo en
cuenta € tiempo de irradiacién que presentd6 mayor
generacion de hexanal y la cantidad de matriz lipidica
suficiente, para garantizar una buena reproducibilidad
[2,7,24].
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2.2.2. Derivacion y extraccion del hexanal en €
sistema lipidico modelo.

Los compuestos carbonilicos generados en el proceso de
peroxidacion lipidica son muy volétiles y atamente
solubles, lo cua es un inconveniente para nuestro
objetivo de lograr una alta selectividad, una buena
reproducibilidad y una mejor sensibilidad en la
determinacion de estas sustancias. Es por ello que su
andliss se rediz6 acompafiado de la derivacion,
empleando como agente derivante la
pentafluorofenilhidracina (PFPH), obteniéndose
pentafluorofenilhidrazonas de  los  compuestos
carbonilicos generados, los cual es tienen baja solubilidad
en agua, son semivoldtiles y presentan una ata respuesta
a detectores especificos como €l detector de captura de
electrones (ECD) y € detector de nitrégeno y fésforo
(NPD) en € andlisis por cromatografia de gases de alta
resolucion (HRGC) con lo cua se meoran
ostensiblemente los niveles de sensibilidad requeridos
para su determinacion, ya que estos compuestos, por 1o
general, se encuentran presentes al nivel de trazas en los
productos oxidativos [19,20].

Después de ser irradiados por el espacio de tiempo que
generaba una cantidad apreciable de hexana (24 horas),
los tubos de poli(propileno), que contenian las muestras
de aceite (1 gramo), se bgaron del reactor UV y se
sometieron a enfriamiento durante 5 minutos a 4°C en
una nevara industrial marca INDUFRIAL. A cada
muestra, se le realizo € proceso de derivacion con PFPH
dejando un lapso de media hora entre € tratamiento de
cada muestra; después de esto, se adicionaron 160 L de
solucion de PFPH en hexano (80 mg de PFPH en 5 mL
de hexano), se agitaron y se aforaron a 2 mL en hexano.
Las mezclas se agitaron por espacio de 1 min a 1800 rpm.
Después de la agitacion, las mezclas se envasaron, y se
inyect6 luego 1 pL a HGRC/ECD, para su andisis
cromatogréfico.

2.2.3. Validacién del sistema lipidico modelo

Para la validacion del método de antioxidacion se
evaluaron los efectos protectores de la vitamina E y €l
BHA “dopando” 1 g de aceite de girasol con cada una de
estas sustancias en concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 2y 4%
(p/p). Las muestras fueron sometidas a proceso de
degradacién oxidativa, acelerada por la radiacién UV.
Todos |os ensayos se hicieron por triplicado.

El grado de proteccion de los antioxidantes sobre el
sistema lipidico, se calcul6 con base en la generacién del
hexanal, empleando la siguiente relacion:

Ao—Ax.100

Gradodeproteccion(%) =
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Donde:

A,: area del pico cromatografico del hexanal medida en
el sistema sometido a radiacion UV sin antioxidante.

Ay: area del pico cromatografico del hexanal medida en
el sistema sometido a radiaciéon UV con antioxidante.

2.2.4. Evaluacion de la actividad antioxidante de los
aceites esenciales en estudio.

Una vez establecidas las condiciones experimentales
(tiempo de exposicion a la radiacion UV del sistema
lipidico y concentracion de reactivos), que permitieron
obtener resultados reproducibles en el proceso de
degradacion de acidos grasos y, por consiguiente, en la
determinacion de la concentraciéon de los productos
finales, se procedi6 a evaluar la posible actividad
antioxidante in vitro de los aceites esenciales que se
mencionaron anteriormente, los cuales fueron obtenidos
en el Laboratorio mediante la técnica de hidrodestilacion.
El material vegetal en estudio se obtuvo en el comercio
local. Los AE de las plantas en estudio se obtuvieron por
la técnica de hidrodestilacion. Inicialmente, se tomo
aproximadamente 1 kg de material vegetal fresco,
previamente picado, el cual se colocd en un balon de 6L,
a éste se agregaron 4L de agua destilada hasta alcanzar la
superficie del material vegetal. El sistema se sometio a
calentamiento hasta ebullicion por espacio de 2 horas.
Los AE obtenidos se colectaron y secaron con sulfato de
sodio anhidro durante 24 horas. Después de esto, los AE
se almacenaron en frascos ambar y fueron refrigerados a
4°C para su posterior andlisis y pruebas de actividad
antioxidante. Los ensayos para determinar la posible
actividad antioxidante de los diferentes aceites esenciales
son los mismos que se utilizaron para evaluar el sistema
lipidico modelo. En todos los ensayos se utilizaron
blancos de aceite de girasol irradiados por el tiempo
determinado experimentalmente.

2.2.5. Andlisis cromatogr éfico.

El analisis cromatografico se realizé en un cromatédgrafo
de gases HP-5890 Series II, equipado con un puerto de
inyeccion split/splitless, columna HP-5 (30 m, 0.25 mm
di, 0.25 pm fe.) y detector de captura de electrones
(ECD, 63Ni), un inyector automatico HP 7683, y un
sistema de datos HP ChemStation HP Rev. A.06.03
[509]. Las temperaturas del inyector y detector
permanecieron a 260 y 280°C, respectivamente. La
programacion de temperatura de la columna fue de
100°C (5 min) hasta 250°C (2 min) por 10°C/min. Se
utiliz6 helio como gas de arrastre (99.995%, Aga-Fano
S.A.) con el flujo en la columna de 1.0 mL/min (70 °C),
relacion split 10:1 y como gas auxiliar en el ECD
argon/metano (9:1) con flujo de 20 mL/min.
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3.RESULTADOSY DISCUSION

Se empled el aceite de girasol, por su alto contenido de
acido linoléico, para determinar el tiempo de exposicion
del sistema lipidico a la accion de la radiacion UV.

En la Figura 1, se puede observar, que a medida que
aumenta el tiempo de exposicion del aceite de girasol a la
luz UV, la cantidad del hexanal en el sistema lipidico
aumenta, pero es de resaltar, que entre las 24 y 72 horas
de exposicion, este incremento no es sustancial, es por
ello que se determind fijar el tiempo de irradiacion del
sistema lipidico modelo en 24 horas, para luego
determinar el efecto protector de aceites esenciales contra
la degradacion oxidativa del aceite de girasol.

4,0E+05
3,0E+05
2,0E+05

10E+05
0,0E+00

Area (cuentas*s)

0 1 2 6 12 24 48 72

Tiempo de exposicién (horas)

Figura 1. Generacién de hexanal en el aceite de girasol,
sometido a la irradiacion con luz UV durante diferentes tiempos
de exposicion.

La cuantificacion del hexanal se bas6 en la determinacion
de las areas cromatograficas generadas por el derivado
PFPH del hexanal, al ser éste el compuesto carbonilico
volatil generado en mayor proporcion durante la
degradacion oxidativa del aceite de girasol, lo que
también fue demostrado en los estudios realizados por
Fuentes [7], y otros autores [11, 16, 22]. Este compuesto
fue identificado comparando su tiempo de retencion (tg),
con los de los derivados PFPH obtenidos a partir de
estandares de compuestos carbonilicos volatiles (Ver
Figura 2).

/ Hexanal

B. /chanal
o o
L L

8 10 12 14 16 18 20 min

Figura 2. Perfiles cromatograficos tipicos en la columna HP-5
(30 m) usando ECD de: A. Aceite de girasol irradiado durante
24 horas. B. Aceite de girasol sin irradiar, y C. Derivados
hidrazénicos de aldehidos saturados C; -C,.
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La vitamina E ha sido ampliamente estudiada, por ser el
mayor antioxidante (AO) en la membrana celular, y es
vista como la "ultima linea de defensa“contra la
peroxidacion de los lipidos de la membrana. Es uno de
los AO lipidicos mas potentes in vitro y el mas
importante de los que se encuentran en la circulacion
sanguinea [17]. Ademas de su accion como AO, la
vitamina E puede funcionar como protector solar ya que
estudios recientes demuestran que absorbe la radiacion
UV-B [4]. En cuanto al BHA, se ha mencionado, que es
uno de los AO sintéticos mas utilizados en la industria de
alimentos, pero recientes investigaciones estan
encaminadas en la busqueda de AO de origen natural,
que puedan reemplazar este tipo de AO sintéticos, ya que
los sintéticos han presentado efectos secundarios que
potencialmente pueden ser nocivos para la salud humana,
y también alterar la naturaleza de los alimentos en donde
se encuentran mezclados [11,16]. Se determiné que la
adicion de la vitamina E y el BHA, al aceite de girasol en
concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 2 y 4% (w/w) disminuye
la generacion de hexanal, obteniéndose, para la vitamina
E, un efecto protector de 84 % para la concentracion de
2% (p/p), y para el BHA, un efecto protector de 66 %
para la misma concentracion (Figura 3).

100 - 20,1% ®0,5% O01,0% B2,0% @4,0%

90 -
80 -
70 4
60 4
50 -
40 -
30 -
20 4
10

Efecto Protector, %

BHA Vit. E

Figura 3. Evaluacion del efecto protector de la vitamina E y del
BHA, contra la peroxidacion lipidica del aceite de girasol,
acelerada por la radiacion UV.

En cuanto al efecto protector de los aceites esenciales
(AE) en estudio, en la Tabla 1 se observa que los aceites
de ylang-ylang, romero, Lippia y cilantro, en
concentraciones del 2% (p/p) presentaron el efecto
protector mas alto (46, 50, 68.3 y 50%, respectivamente).

De acuerdo con los resultados obtenidos se observd un
buen efecto protector de estos AE, pero ninguno de ellos
superd la actividad antioxidante ejercida por la vitamina
E en concentracion de 2% (84%). Con respecto al BHA,
su efecto protector (66%) solo fue superado por el AE de
Lippia (68.3%), en concentracion de 2 % (p/p).

Todos los AE en estudio mostraron buenos efectos
protectores, los cuales no estan muy lejos de los ejercidos
por los AO sintéticos. Esto es un buen indicio, ya que
ademas de los resultados de estudios realizados por
Fuentes, Delgado y Salgar, en el Laboratorio de
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Cromatografia de la UIS [5, 9, 15], en los cuales la
degradacion del aceite de girasol se realizO por
termodegradacion, también se muestra la eficacia de los
AE en la proteccion del sistema lipidico modelo sometido
a otro tipo de degradacion como lo es la radiacion UV.

Concentracion

, %(p/p) Efecto protector, %

Cilantro Promedio g CV. %
0.1 10.1 0.22 2.15
0.5 36 1.01 2.84
1.0 48 1.21 2.51
2.0 50 1.12 2.24
4.0 44 1.53 3.52
Romero Promedio g CV. %
0.1 12.6 0.55 435
0.5 31 1.29 4.12
1.0 32 1.21 3.80
2.0 50 2.75 5.49
4.0 41.3 0.92 2.23
Lippia Promedio g CV. %
0.1 53 2.23 423
0.5 58 1.74 2.98
1.0 60 1.71 2.86
2.0 68.3 0.65 0.95
4.0 1.00 0.02 2.00
Ylang-Ylang Promedio g CV. %
0.1 7.3 0.23 3.15
0.5 11.9 0.17 1.45
1.0 23 1.28 5.60
2.0 46 1.58 3.42
4.0 32.1 0.76 2.37

CV: Coeficiente de variacion
o: Desviacion estandar

Tabla 1. Efecto protector de los aceites esenciales en estudio,
sobre el sistema lipidico modelo (aceite de girasol).

Para futuras investigaciones seria interesante evaluar la
actividad antioxidante de aceites volatiles de otras plantas
nativas de nuestro territorio. Los beneficios de plantas
que muestren buenos efectos protectores pueden
incrementar su valor en el mercado y ser fuente de
ingresos para la economia regional y nacional. Ademas
de esto, establecer cual o cuales son los componentes de
los aceites volatiles en estudio que presentan actividad
antioxidante, buscar rutas para aislar estos componentes y
evaluar su actividad protectora.

4. CONCLUSIONES

Se valido el sistema lipidico modelo (aceite de girasol),
en la determinacion del grado de peroxidacion lipidica,
teniendo en cuenta las areas cromatograficas del derivado
hidrazonico del hexanal generadas en el proceso de
degradacion oxidativa, y evaluando el efecto protector
que la vitamina E y el BHA, producen en el aceite de
girasol sometido a condiciones oxidantes generadas por
la radiacion UV.
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Se evaluod el efecto protector sobre el sistema lipidico
modelo, de los cuatro aceites volatiles empleados en el
presente estudio: cilantro, romero, ylang-ylang y Lippia.
Los resultados obtenidos muestran que el AE de Lippia
mostr6 el mayor efecto protector (68.3%).

De los aceites volatiles evaluados, ninguno super6 el
efecto protector de la vitamina E (84%), pero el aceite
volatil de Lippia mostrdé mayor efecto protector (68.3%)
que el BHA (65.9%). Los otros tres aceites volatiles
mostraron un efecto protector cercano al 50%. Estos
resultados demuestran que las cuatro especies en estudio
presentan actividad antioxidante, lo cual puede derivar en
darle valor agregado a estas plantas y ampliar su uso en
otros campos aparte del alimenticio, tales como la
medicina o la bioquimica, por mencionar algunos.
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