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Il. RESUMEN EJECUTIVO

El Proyecto "Obtencidn y caracterizacion de aceites esenciales, extracto seco y materia seca de
Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris, provenientes de cultivos organicos y sus aplicaciones
en poscosecha e industrializacién de alimentos", y su extension, el proyecto “Obtencion de
materia prima estandarizada y evaluacion del extracto de Rosmarinus officinalis obtenido en el
proyecto C-00-1-A-071 aplicado en la conservacion de grasas y aceites de uso humano”, fueron

ejecutados desde noviembre 2000 a mayo 2003 y junio 2003 a marzo 2005.

El objetivo general de la primera parte de la investigacion fue caracterizar y obtener los
componentes quimicos (principios activos) con potencial capacidad antiseptica en tomillo
(Thymus vulgaris) y antioxidante en romero (Rosmarinus officinalis), y evaluar su uso potencial
antiséptico y antioxidante, en la poscosecha y conservacion de productos hortofruticolas de
cuarta gamma. Ademas se realizé un Estudio de Mercado de Situacion y Proyecciones de

productos naturales antisépticos y antioxidantes a nivel mundial.

El objetivo general de la segunda parte de la investigacion fue obtener materia prima
estandarizada en base a extracto seco de romero y evaluar su aplicacion como antioxidante

natural sobre sustratos como grasas animales y aceites vegetales.

Se efectud un seguimiento de su fenologia / curva de composiciéon quimica (compuestos de
aceites esenciales en tomillo y romero) y antioxidantes (romero), se obtuvo materia prima seca,
aceite esencial y extracto seco, se caracterizaron quimicamente y se evalué su acciéon
antioxidante (romero) y antiséptica (tomillo) sobre poscosecha de frutas (chirimoya y palta) y

hortalizas (esparragos y radicchios) con minimo procesamiento.

La caracterizacion de los principales compuestos antisépticos (timol) en el aceite esencial de
tomillo y antioxidantes (acido camasico, acido rosmarinico y acido ursolico) en materia prima y
extractos de romero, verificd la presencia de estos compuestos en las selecciones de tomillo y
de romero investigadas y aportd antecedentes cuantitativos sobre la presencia de estos

compuestos en ambas especies.



Los resultados de los ensayos en esparragos y en radicchios indicaron en terminos generales,
que el efecto de la aplicacion de aceite esencial de tomillo en solucion es comparable a la

utilizacion de tratamientos basados en hipoclorito de sodio.

Respecto al extracto de romero, no se encontraron efectos significativos con relacion a los
testigos, en las aplicaciones sobre palta y chirimoya (estado de pulpa y troceada). El rol

antioxidante del romero no estaria relacionado al pardeamiento enzimatico.

Los resuitados en la segunda parte de la investigacion son positivos tanto para el uso del
extracto en aceites y grasas, como para la elaboracion de materia prima estandarizada. El
extracto de romero presenté buen comportamiento antioxidante sobre aceites vegetales (rosa
mosqueta) y grasas animales (cerdo, vacuno, emu). El extracto fabricado es inocuo y no ofrece
peligro, ademas de presentar buenas caracteristicas fisicas, organolépticas, quimicas, de

estabilidad y facilidad de manejo.

Se espera que los resultados y conclusiones aportados constituyan una base de informacion
que interese a empresas del rubro alimentario, fitofarmacéutico y cosmético para la utilizacion
de estas especies vegetales seleccionadas y caracterizadas, en la elaboracién de nuevos
productos, y sean consideradas como fuente de interesantes principios quimicos de origen
natural, sustitutos de substancias sintéticas empleadas en la conservacion de alimentos y con

alto potencial fitofarmaceéutico y dermocosmeético.



il TEXTO PRINCIPAL

1. Resumen

El Proyecto "Obtencion y caracterizacion de aceites esenciales, extracto seco y materia seca de
Rosmarinus officinalis y Thymus vulgans, provenientes de cultivos organicos y sus aplicaciones
en poscosecha e industrializacién de alimentos”, tiene como objetivo general caracterizar los
componentes quimicos con capacidad antiséptica en tomillo y antioxidante en romero, de
plantas seleccionadas en la Facultad de Agronomia de la Pontificia Universidad Catodlica de
Valparaiso y aplicarlos en poscosecha y conservacion de productos horticolas, para ver su

efecto y utilidad.

Para esto se investigo clones de romero y tomillo, seleccionados en la Facultad de Agronomia
de la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso por su calidad fitoquimica. En la especie
tomillo (Thymus vulgarns) se multiplicéd un clon (objetivo 1), se determiné el porcentaje de aceite
esencial y contenidos de timol bajo tres épocas de cosecha y dos estados fenologicos (objetivo
2) y se evalud el uso de su aceite esencial como antiséptico aplicacion en poscosecha (objetivo

3), en particular de esparragos y radicchios.

En la especie romero (Rosmannus officinalis) seleccion Limache, se caracterizo los principales
componentes quimicos (antioxidantes acido carnésico, acido rosmarinico y acido ursolico) de la
materia fresca y materia seca, durante las cuatro estaciones del afo y de aceites esenciales
(compuestos cineol, canfor, borneol, alfa y beta pineno) de acuerdo a su floracion (objetivo 4), y
se comparé la presencia de estos compuestos en la materia fresca, materia seca, extracto seco
y aceite esencial (objetivo 5). Luego se evalué el uso del extracto de romero como antioxidante
aplicado en conservacidon de productos horticolas minimamente procesados (objetivo 6), para lo
cual se eligio palta y chirimoya como sustratos. Una evaluacidén general del comportamiento de
esta especie cultivada en condiciones de clima mediterraneo (objetivo 7), completé esta parte

del estudio del romero.

Los resultados iniciales, las propiedades medicinales y cosméticas del romero, mas la
necesidad de obtener una materia prima estandarizada encauzaron una segunda etapa del

proyecto: “Obtencién de materia prima estandarizada y evaluacion del extracto de Rosmarinus



officinalis obtenido en el proyecto C-00-1-A-071 aplicado en la conservacion de grasas y aceites

de uso humano”.

El objetivo general de la segunda parte de la investigacion fue obtener materia prima
estandarizada en base a extracto seco de romero y evaluar su aplicacibn como antioxidante
natural sobre sustratos como grasas animales y aceites vegetales. Para esto se obtuvo un
extracto seco de romero en invierno con adicién de maltodextrina previo al spray dry (objetivo
1), se caracteriz6 el extracto seco de romero de verano e invierno en relacion a la cuantificacion
quimica de compuestos antioxidantes y el estudio de la Dosis Letal 50 (objetivo 2) y se evalud
el uso del extracto seco de romero de invierno y verano sobre aceite de emu, grasas de cerdo,

vacuno, salmoén y sobre aceite de rosa mosqueta (objetivo 3).

Varios aspectos generales justificaron la realizacion del proyecto: validar el uso
antiséptico/antioxidante de las especies tomillo y romero, para un mejor aprovechamiento
industrial (alimentos, cosmética, fitofarmacia), la obtencion de productos naturales que puedan
sustituir substancias sintéticas o de riesgo para la salud, destacar las propiedades de estas
especies para su uso en la salud humana (antisépticas, antioxidantes, antimutagénico,
antilipoperoxidante, antitumoral, antiinflamatorio, etc.) y desarrollar una investigacion agricola

dirigida a la industria, con una materia prima caracterizada quimicamente desde la planta.

Otro aspecto interesante es la elaboracion de un extracto de romero proveniente de cultivo
organico y con un método de obtencion compatible con los criterios de elaboracion de
productos ecologicos, como un potencial aditivo en este tipo de productos. La aplicacion y
evaluacion del extracto como agente antioxidante en frutas frescas de palta y chirimoya se
efectud esperando minimizar el deterioro de estos productos al industrializarlos, lo que
favoreceria en gran medida a estos rubros. El empleo de aceite esencial de tomillo en
tratamientos de poscosecha como una alternativa al empleo de hipoclorito de sodio, puede ser

de gran beneficio a la salud de los operarios y al medio ambiente.

En términos generales la metodologia empleada para el logro de los objetivos fue la siguiente:
La materia prima (follaje fresco y seco) de tomillo y romero fue obtenida de cultivos organicos
desarrollados en terrenos de la Estacién Experimental La Palma, Facultad de Agronomia,
PUCV. Se realizé muestreos de follaje y andlisis quimicos de los principales compuestos

antioxidantes (acido camndsico, acido rosmarinico, acido ursélico) y antisépticos (timol) de



ambas selecciones, para definir las aplicaciones en los diferentes sustratos (esparragos,

radicchios, paltas, chirimoya), en poscosecha.

El extracto seco de romero fue obtenido por Spray Dry a partir de hierba fresca o seca de
romero. Los métodos analiticos empleados para evaluar los compuestos antioxidantes fueron:
Cromatografia Liquida (HPLC), con detector UV, para el acido carnésico y acido rosmarinico
(follaje y extractos) y método Gravimétrico para el acido ursdlico (muestras de follaje). Para
conocer el poder antioxidante de los extractos sobre grasas y aceites se realizdé un analisis

Rancimat.

Los aceites esenciales de tomillo se obtuvieron por destilacion simple con arrastre de vapor de
agua, y fueron analizados con Cromatografia de Gases con Detector de lonizacion de Llama,

para detectar y cuantificar el timol en la esencia.

En la etapa de Extension del Proyecto se evalu6é extracto seco con maltodextrina, de uso
fitofarmacéutico. También se realizé un estudio microbiolégico y un estudio de Dosis Letal 50
para determinar calidad e inocuidad del extracto. Asi mismo, se ampliaron los estudios de
aplicacion del extracto antioxidante de romero en aceites y grasas animales (emu, vacuno,

cerdo, salmédn) y aceites vegetales (rosa mosqueta).

El tomillo seleccionado obtuvo un maximo rendimiento de timol en cosechas de verano (22-
24%), lo que permitid continuar con aplicaciones como antiseptico sustituto del cloro en
tratamientos de poscosecha de espdarragos y radicchios. Se concluyd que el uso de aceite
esencial bajo las condiciones de los ensayos, tiene iguales o mejores resultados que la

aplicacion de cloro convencional.

El romero seleccién Limache, presenté los tres antioxidantes en estudio tanto en estado de
hierba fresca como en hierba seca (follaje). Ademas del genotipo de las plantas, se observo que
los contenidos de antioxidantes estan influenciados por las estaciones del afo, los procesos de
secado de la hierba fresca, de obtencion de extractos (uso de alcohol, temperaturas, luz) y las
condiciones ambientales (luz, temperatura, aire y humedad) en su conservacion. También es

relevante el método analitico empleado para los analisis de composicion.



En los ensayos de aplicacion de extracto seco de romero como agente antioxidante en frutas
frescas de palta y chirimoya, no se encontré efecto antioxidante significativo bajo las
condiciones del experimento. Los compuestos antioxidantes del extracto en esta experiencia
demostraron no tener control sobre la enzima polifenoloxidasa responsable del pardeamiento y

deterioro de estos productos al industrializarlos.

Los resultados de un Analisis de Estabilidad determinado por Método Rancimat, destacaron el
buen comportamiento antioxidante, del extracto seco de romero selecciéon Limache, sobre el

aceite de rosa mosqueta.

El extracto seco con adicion de maltodextrina cumplié con las especificaciones de calidad
microbioldgica y el estudio de Dosis Letal 50 demostrd que el extracto fabricado es inocuo, lo
que permite la formulacion de un producto. El extracto fue estandarizado a escala semi-piloto y

se obtuvo una materia prima adecuada para usos cosméticos y fitofarmacéuticos

El extracto aplicado como antioxidante en grasas y aceites, destacé su efecto antioxidante

sobre las grasas de cerdo, emu y vacuno, con una accion comparable a extractos comerciales.

Aun cuando la investigacion se efectud a escala semi-piloto, este resultado entrega alternativas
viables a la actual necesidad de la industria alimentaria de sustituir substancias sintéticas
antioxidantes que son adicionadas en los alimentos, especialmente en la elaboracion de
productos para nifos. También podria ser un potencial antioxidante natural en productos

organicos elaborados.

Se espera que tenga un efecto fomentando el empleo de antisépticos naturales en las practicas
agricolas de poscosecha, especialmente si existe interés en desarrollar la cadena de

produccién organica para un determinado rubro.

El Proyecto también propone cambios en los habitos de consumo de los alimentos,
eventualmente, la eliminacion de sustancias de riesgo de los alimentos y del medioambiente,

trae el mayor beneficio para la salud humana.



Desde el punto de vista fitofarmacéutico, nutracéutico y dermocosmeético también fomenta el
empleo de extractos provenientes de selecciones vegetales caracterizadas e identificadas

quimicamente, como parte de un proceso de estandarizacién del producto final.

El Laboratorio Ximena Polanco esta incursionando en la aplicacién del extracto en
formulaciones farmacéuticas (cremas, lociones, capsulas, otros) y en alimentos funcionales
(mermeladas, chocolates, etc.) y propone desodorizar el extracto y disenar el escalamiento

industrial para su uso como preservante en la industria alimentaria y cosmética

2. Cumplimiento de los objetivos del proyecto

Todos los objetivos fueron desarrollados, en su mayoria en los plazos establecidos para cada

uno de ellos.

Se pudo caracterizar y obtener los componentes quimicos con potencial capacidad antiséptica
(timol) en tomillo y antioxidante (acido carndsico, acido rosmarinico, acido ursélico) en romero y
se evalud el uso potencial de tomillo como antiséptico y romero como antioxidante, en la

poscosecha y conservacion de productos hortofruticolas minimamente procesados

Asi mismo se Realizé un Estudio de Mercado de Situacion y Proyecciones de productos

naturales antisépticos y antioxidantes a nivel mundial

Respecto a los resultados obtenidos en relacion a los objetivos parciales planteados se tiene:

1. Aumentar la poblacién de un clon seleccionado de tomilio

Se logré aumentar la poblaciéon de un clon de tomillo, seleccionado por sus caracteristicas
productivas de una poblacion de plantas madres. Sin embargo el clon seleccionado no tenia
caracteristicas de quimiotipo timol, sino tipo terpineol. Esto fue porque la seleccion del material
vegetal por contenidos quimicos requiere de un periodo mas extenso de investigacion y no fue
considerado en la reformulacion del proyecto. No alterd los ensayos ya que el contenido de

timol de la esencia (sobre 20%) le permitié mantener las caracteristicas antisépticas
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2. Determinar la composicion quimica y porcentaje de aceites esenciales en tomillo bajo

tres épocas de cosecha y dos estados fenolégicos

Se pudo determinar el mejor estado y época de cosecha para la obtencion de aceite esencial de
tomillo. Esta correspondié a la plena floracion de verano, alcanzando 23,4-24,4 % de timol y
1,35 % de aceite esencial. El periodo mas adverso es pleno invierno. El objetivo inicial era dos
epocas de cosecha y tres estados fenologicos (follaje, inicios de floracion y plena floracién),
pero se optd por dos estados (follaje y plena flor), por la heterogeneidad en la apertura de las
flores dentro de la misma planta. El muestreo de invierno se agregd para completar los analisis

quimicos y permitidé reunir mas antecedentes sobre el comportamiento de la planta.

3. Evaluar el uso de tomillo como antiséptico bajo dos combinaciones de aplicacion en
poscosecha de frutas y hortalizas y conservacién de productos de cuarta gamma

(productos minimamente procesados)

Se aplico el aceite esencial en solucién en poscosecha de esparragos y de radicchios, en
relacion al tratamiento tradicional con hipoclorito de sodio. Se eligieron estas especies a
diferencia de las inicialmente propuestas (limones, apio, lechugas), por su importancia para el
mercado de exportacion y porque provenian de cultivos organicos. Los resultados indicaron en
términos generales, que el efecto de la aplicacion de aceite esencial de tomillo en solucién es
comparable a la utilizacion de tratamientos con hipoclorito de sodio. Esto significa una

alternativa apropiada para los productores de estos rubros.

4. Caracterizar los principales componentes quimicos (antioxidantes) de la materia fresca,

materia seca en romero durante el ano y de aceites esenciales de acuerdo a su floracion

De acuerdo a este objetivo, el resultado del estudio dio a conocer el comportamiento de los
principios antioxidantes y del aceite esencial de romero. Se verificd la presencia de los tres
compuestos antioxidantes analizados durante las cuatro temporadas del afno. El acido
rosmarinico mantiene un rango estable (0,49-1,3%), el acido carndsico aumenta hacia
primavera-verano (5,6%), con un minimo en invierno (2%), y el acido ursélico tiene un
comportamiento irregular, con un minimo en verano (3,7%) y alzas en primavera (6,43%) y
otono (11-13 %). Los aceites esenciales evaluados en verano, otofio y primavera, en estado de

follaje, inicios de floracién y plena floracion dieron 2,7 a 3,5 % de aceite esencial sobre hierba
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seca y se observd que los compuestos analizados mantienen su proporcion entre ellos: ay b
pineno 15-21,7% ; cineol: 22,8-26,9 % ; canfor: 15,2-26 % ; borneol: 1,2-4,8%, constituyendo un

62.8-71,5% del aceite esencial.

5. Comparar los principales componentes quimicos de materia fresca, matena seca,

extracto seco y aceite esencial de romero

Este objetivo fue el mas complejo porque inicialmente se propuso comparar los componentes
en estudio (antioxidantes y componentes del aceite esencial), de la materia fresca y seca, del

extracto seco y del aceite esencial, obtenidos en una misma cosecha, en las cuatro estaciones.

Sin embargo, para elaborar el extracto seco fue necesario realizar varias evaluaciones del
proceso, que no estaban iniciaimente contempladas, para determinar cual era el mas adecuado.
Esto significo redistribuir los analisis de antioxidantes, y no realizar aquellos muestreos de los
cuales ya teniamos antecedentes previos: antioxidantes en follaje fresco/seco en las cuatro
temporadas y aceites esenciales; de estos sblo se mantuvo dos analisis de materia fresca
(inviermo y verano) y uno de aceite esencial de romero (invierno), para reforzar la interpretacion

de resultados.

Se amplio el estudio del extracto seco con analisis de verificacion del proceso de obtencion y de
determinacion del residuo solido (otofo, invierno, primavera), los cuales determinaron las
condiciones adecuadas para obtener el extracto de verano. Este ultimo extracto se empled para
los ensayos y evaluaciones posteriores. En este proceso también se obtuvo el extracto con dos
equipos de Spray Dry, uno de laboratorio y otro a escala semi piloto. Todo el proceso de
obtencion del extracto fue desarrollado por el Laboratorio Ximena Polanco, con prestacién de

servicios para el Spray Dry.

Este objetivo tuvo resultados promisorios; el extracto elaborado a partir de hierba seca, en
verano, alcanzo los mas altos niveles de antioxidantes (9% de acido carndsico y 4,2 % de acido
rosmarinico), atribuido a una optimizaciéon del proceso. Se detectd la presencia del acido
ursolico, pero el método gravimétrico empleado para analizar su contenido en el extracto seco
(polvo), no dio resultados confiables (% muy elevados). El proceso de fabricacién del extracto

requiere de condiciones controladas, con una minima exposicién a la luz y al solvente etanol.
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6. Evaluar el uso de romero como antioxidante bajo seis combinaciones de aplicacion en

conservacion de productos horticolas de cuarta gamma (minimamente procesados)

La aplicacién del extracto antioxidante se efectud sobre palta y chirimoya porque son los
sustratos mas dificiles de industrializar por su tendencia al pardeamiento. El ensayo se hizo con
varias dosis de extracto y sobre sustratos troceados y molidos, con un resultado no significativo
para las condiciones del ensayo. El rol antioxidante del romero no estaria relacionado al
pardeamiento enzimatico y tampoco seria, bajo estas condiciones experimentales, una

alternativa viable para solucionar este problema.
7. Evaluar el comportamiento del cultivo de romero en condiciones de clima mediterraneo

Este objetivo se cumplié y reveld un buen comportamiento de la planta bajo condiciones mas
extremas de temperatura (-6°C) en invierno. La floracion se concentré en primavera-verano, a
diferencia de floraciones invernales en los cultivos de Quillota. Sus aceites esenciales
mantienen la proporcion de los componentes a y b pineno, cineol, canfor y borneol, con ligera

disminucién del b-pineno y aumento del canfor.

8. Elaborar un Estudio de Mercado de Usos de antisépticos y antioxidantes naturales y sus
proyecciones futuras

El estudio fue realizado y entregado en el transcurso del proyecto.
Obijetivos de la Extension

Los objetivos de la extensién también fueron logrados, se obtuvo materia prima estandarizada y

evalub el comportamiento del extracto de romero aplicado sobre grasas y aceites.

Se obtuvo un polvo seco, amarillo, sin grumos, homogéneo y aromatico (extracto puro y
extracto con maltodextrina), cumplié con las especificaciones de calidad microbiolégica y es
inocuo de acuerdo a la Dosis Letal 50. También se pudo detectar la disminucion de los
antioxidantes durante el almacenaje, con una mayor perdida en el acido carndsico y a
temperatura ambiental. La aplicacion del extracto sobre grasas y aceites presenté una accion
comparable a extractos comerciales, y destacd su efecto antioxidante sobre las grasas de

cerdo, emu y vacuno.



3. Aspectos metodoldgicos del proyecto

Los ensayos se realizaron en La Estacion Experimental La Palma, de la Facultad de Agronomia
de la Universidad Catélica de Valparaiso. En la investigacidon se empledé material vegetal de

plantas madres de romero y tomillo pertenecientes a la Facultad.

De un universo de 10 tipos de plantas madre se seleccioné un clon de tomillo, que presentd
buenas caracteristicas aromaticas y productivas (morfologia y aroma de la hoja y habito de
crecimiento de la planta). El romero elegido para la investigacion fue la seleccién Limache
(plantas de cuatro temporadas), con una produccién de 3-4% de aceite esencial. La parcela
experimental dispuso de riego tecnificado y cintas de riego con un gasto de 4 litros/m

lineal/hora.

Resumen de la metodologia inicial

De acuerdo a los objetivos tenemos:

Objetivo 1. Aumentar la poblacién del clon seleccionado de tomillo

Propagacion vegetativa de esta especie, por medio de esquejes con el uso de dos
concentraciones de reguladores de crecimiento y uso de calefaccion (con y sin calefaccion).
Periodos: noviembre-diciembre (2000), marzo-abril (2001) y octubre-noviembre (2001).

Analisis estadistico de los datos: Modelo Completo al Azar con arreglo factorial (2x2)

Objetivo 2. Determinar la composiciéon quimica y porcentaje de aceites esenciales en tomillo
bajo dos épocas de cosecha (primavera y verano-otofio) y tres estados fenologicos (follaje,
inicio de flor y plena floracion).

Se estim6 dos floraciones durante una temporada de crecimiento, y obtencion de materia
fresca, materia seca y aceite esencial para determinar las fluctuaciones en los contenidos de

Tymol y Carvacrol en los distintos estados fenolégicos de esta especie.

Objetivo 3. Evaluar el uso de tomillo como antiséptico bajo dos combinaciones de aplicacion
en poscosecha de frutas y hortalizas y conservacion de productos de cuarta gamma
Lugar de realizacion: Laboratorio de Poscosecha e Industrializacion de la Facultad.

Formas de aplicacion: aceite esencial de tomillo y aceite esencial de tomillo + un coadyuvante.
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Sustratos: imones, lechuga, apio troceado y pulpa de palta.

Variables a medir: presencia de microorganismos, sintomas de pudricidon, cambios de color y
aroma en los sustratos correspondientes.

Oftras observaciones: analisis de calidad (nivel de jugos, % &acido ascorbico, color y sélidos
solubles) y enzimaticas.

Se consideré almacenaje en camara de frio.

Objetivo 4. Caracterizar los principales componentes quimicos de materia fresca, materia seca
en romero durante el afio y de aceites esenciales de acuerdo a su floracion

Se planificd cosechas de materia fresca y seca (obtenida por medio de secado artificial a 35°C,
48 horas) en verano, otono, invierno y primavera y analisis quimicos de esta materia prima para
detectar la presencia y contenidos de los siguientes compuestos antioxidantes: Acido carndsico
(carnosic acid), Acido rosmarinico (rosmarinic acid), Acido ursélico (ursolic acid)

Para el estudio de los aceites esenciales se estimé tres floraciones durante el afo y cosechas
de materia fresca en estado de follaje, inicio de fioracién y plena floracion. Para la obtencién de
aceites esenciales se propuso la adquisicion de un destilador semiindustrial.

Los compuestos definidos para el analisis de composicién fueron: Cineol (1.8 cineole), Canfor

(camphor), Borneol, Alfa y beta Pineno

Objetivo 5. Comparar los principales componentes quimicos de materia fresca, materia seca,
extracto seco y aceite esencial de romero

Se planificd obtener materia fresca en otofo, invierno, primavera y verano y a partir de ésta la
materia seca, mediante secado artificial a 35 °C por 48 horas.

La obtencion del Extracto seco con la metodologia Spray Dry.

La obtencion del aceite esencial, por medio de destilaciéon simple con arrastre de vapor, como
en el objetivo anterior.

Los compuestos definidos para el analisis de composicién fueron: Cineol (1.8 cineole), Canfor

(camphor), Borneol, Alfa y beta Pineno.

Objetivo 6. Evaluar el uso de romero como antioxidante bajo seis formas de aplicacion en
conservacion de productos horticolas de cuarta gamma (minimamente procesados)
Lugar de realizacion: Laboratorio de Poscosecha e Industrializacion de la Facultad.
Formas de aplicacion: materia seca, extracto seco y aceite esencial de romero, solos y con

coadyuvante.
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Sustratos: chirimoya troceado, paita troceada y apio troceado, mantequilla, aceites comestibles.
Las variables a medir: presencia de microorganismos, sintomas de oxidaciones y
pardeamientos, enranciamiento, cambios de color y aroma.

Anadlisis estadistico de los datos: Modelo Completo al Azar con Arreglo Factorial (5x2)

Objetivo 7. Evaluar el comportamiento del cultivo de romero en condiciones de clima
mediterraneo.

Seguimiento de un cultivo de romero Seleccién Limache en La Estacion Experimental El
Guindal, en la comuna de Los Andes. Se planearon visitas periédicas con el fin de analizar la

fenologia y adaptacion del cultivo a dichas condiciones.

Objetivo 8. Elaborar un Estudio de Mercado de Usos de Antisépticos y Antioxidantes Naturales
y sus proyecciones futuras

Se planed recurrir a los servicios de un profesional con experiencia en investigacion de
mercados, capacitado para entregar de manera clara una perspectiva futura del uso de este tipo

de productos a nivel nacional e internacional.

Extension Objetivo 1. Obtener un extracto seco de romero (inviemo) con adicion de
maltodextrina previo al Spray Dry

Procedimiento para la obtencion del extracto seco con maltodextrina:

1 Cosecha de follaje de romero

2 Secado del material vegetal (% de humedad final entre 8 y 10%)

3 Acondicionamiento del material

4 Extraccion con solvente (etanol/ agua)

5 Clarificacion del extracto

6 Concentracién del extracto

7 Proceso de secado- Spray Dry: (con adicién de maltodextrinas al extracto concentrado)
Analisis Microbiolégico del extracto

Estudio de estabilidad de la formula

Extensiéon Objetivo 2. Caracterizar el extracto seco de romero de verano e invierno-primavera
en relacion a la cuantificacion quimica de compuestos antioxidantes y el estudio de la Dosis
Letal 50
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Metodologia de obtencidén de extracto seco de romero: corresponde a la misma metodologia
descrita anteriormente, excluyendo la adicion de maltodextrina
Metodologia de Analisis de antioxidantes:
Analisis desarrollados por el Laboratorio de Quimica Analitica de la Universidad Federico Santa
Maria.
Los métodos analiticos empleados son.
Cromatografia Liquida (HPLC) con detector UV: acido carmnésico y acido rosmarinico
Gravimetria: acido ursélico
Estudio de la Dosis Letal 50 (extracto con maltodextrina)

Estudio realizado por el Dr. Jaime Rodriguez, Universidad de Talca

Extensiéon Objetivo 3. Evaluar el uso de un extracto seco de romero de invierno y verano sobre
aceite de emu, manteca vegetal y aceite de rosa mosqueta
Para cumplir con este objetivo se subcontratd a la Unidad de Aceites de la Facultad de Quimica

y Farmacia de la Universidad de Chile.

Descripcion de la Metodologia efectivamente utilizada, detalle de los protocolos y
métodos, con referencia a algunos problemas enfrentados, soluciones y modificaciones

introducidas

Objetivo 1 Aumentar la poblacién del clon seleccionado

Se emplearon esquejes herbaceos y semilefiosos y no se empleo calefaccion.

Los ensayos se efectuaron en primavera-verano, otofio-invierno.

Por las caracteristicas morfolégicas de las plantas madre se empled esquejes herbaceos y
semilefiosos y se excluyo la calefaccion, ya que se observo facilidad de enraizamiento (ensayos
previos).

En primavera se seleccioné cinco ejemplares de tomillo de 3 afios de edad, del plantel madre,
de acuerdo a: homogeneidad en tamano, habito de crecimiento, color de follaje y estado de
floracion. De estas finalmente se dejaron 3 plantas madres (al observar floracién) para la
propagacion de otofo. La propagacion vegetativa por medio de estacas se efectué rebajando
las plantas a 10 cm de altura desde la base. De las ramas y ramillas obtenidas se diferenciaron
estacas herbaceas y semilefosas, cortadas a 10-12 cm de longitud. Se dejaron 1 o 2
crecimientos laterales, eliminando el resto. La base de las estacas se sumergié durante 10

segundos en solucidn hidroalcohdlica de IBA con 400 y 800 ppm para estacas herbaceas y 800
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y 1000 ppm para estacas semilefiosas. Se dejé un tratamiento testigo que correspondié a "sin

uso" de regulador de crecimiento.

El ensayo se establecid al interior del vivero de propagacidon, en una cama de enraizamiento
que posee sistema de "mist". Se identificaron 3 repeticiones para cada tratamiento distribuidas
completamente al azar. El sustrato utilizado correspondio a una mezcla para enraizamiento en

base a perlita, corteza de pino, arena,” compost" y una fertilizacion base (NPK).

Las mediciones se realizaron a partir de las 8 semanas de establecido el 1° ensayo y a las 11-
12 en el 2° ensayo, sacando las estacas y midiendo largo de raiz. Las estacas resultantes se
trasladaron a macetas (N°10) continuando su cuidado en el vivero (riego, desmalezado, revision

sanitaria) hasta el transplante.

La nueva multiplicacion de primavera se hizo con los mejores resultados de propagacion
anteriores (esquejes herbaceos y 400 ppm IBA). Para esto se seleccionaron ejemplares de la
primera plantacion y se multiplicaron esquejes en forma masiva, durante primavera. El periodo
de enraizamiento se completd en 4 semanas pero los esquejes se dejaron crecer hasta
principios de marzo para efectuar transplante directo a terreno. Sus cuidados en el vivero
fueron: riego, desmalezado, revisidn sanitaria, hasta el transplante. El transplante a raiz
desnuda se hizo con dias nublados al comienzo del otofio para no arriesgar las plantas a

deshidratacién. En la hilera de plantacién se aplicd “compost” en dosis de 2 kg/m2.

Objetivo 2. Determinar la composicion quimica y porcentaje de aceites esenciales en tomillo

bajo tres épocas de cosecha y dos estados fenologicos (follaje y floracién)

Inicialmente se estimé dos floraciones durante una temporada de crecimiento, y obtencién de
materia fresca, materia seca y aceite esencial para determinar las fluctuaciones en los
contenidos de Tymol y Carvacrol en los distintos estados fenologicos de esta especie. Sin
embargo en la primera cosecha se observo la heterogeneidad en la apertura de flores dentro de
la misma planta y se redefinieron dos estados de cosecha: follaje y floracion. También se
considerd la utilidad de un muestreo en pleno invierno para ver la respuesta del aceite esencial

a estas condiciones.
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En estado de follaje o de floracién se cosecharon plantas elegidas al azar, en cantidad de 10
plantas por cada muestra. La hierba fresca se sometido de inmediato a extracciéon del aceite
esencial mediante arrastre con vapor. La hierba destinada a secado (hasta 10-12 % humedad)
se distribuyé homogéneamente en las bandejas del secador artificial, y permanecioé 48 horas

con temperatura de 30-35°C . Luego se destild mediante arrastre con vapor.

El proceso de destilacidén se efectué a presion atmosférica, temperatura de vapor 100 — 105 °C

y 1 hora 10 minutos como tiempo de extraccion, desde que condensa la primera gota.

Como norma general el aceite esencial extraido se mide (cc) y envasa en un recipiente de vidrio
hermético, que no permite el paso de la luz ni la volatilizacion de la esencia. Luego las muestras
son llevadas a refrigeracion, a temperaturas de 5 a 8°C y conservadas hasta su respectivo
anadlisis de composicion. La determinacion de aceite esencial se hace con relacion al peso de la
muestra, que tiene diferente peso segun la humedad de sus tejidos. Los centimetros cubicos
obtenidos son convertidos a gramos a traves del peso especifico del aceite esencial. El
resultado se expresa en % sobre peso/peso y se puede extrapolar a rendimientos por unidad
cosechada (ej. Kg de aceite esencial/hectarea de acuerdo a un determinado método de

extraccion).

El analisis quimico fue realizado por el Laboratorio de Quimica Analitica de la Universidad
Técnica Federico Santa Maria, y el Método Cromatografia de Gases con Detector de lonizacién
de Llama. Se solicitd analisis de timol —~ carvacrol, porque el carvacrol , aun cuando no es un

compuesto predominante en este quimiotipo, esta presente y también es antiséptico.

Objetivo 3. Evaluar el uso de tomillo como antiséptico bajo dos combinaciones de aplicacién en

poscosecha de frutas y hortalizas y conservacién de productos de cuarta gamma

Este objetivo se desarrolld a través de dos Talleres de Titulacion, en el Laboratorio de

Poscosecha e Industrializacién de la Facultad de Agronomia.

Los sustratos se redefinieron, optando por esparragos y radicchios ya que son cultivos de
exportacion y con mayores proyecciones economicas, ademas e existir interés en su produccion

organica.
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Ensayo de aplicacion en esparragos: Taller de Titulacion del alumno Alejandro Olivares

Se evalud el uso de aceite esencial de tomillo en poscosecha de esparragos como sustituto del
hipoclorito de sodio utilizado en la producciéon comercial y para esto se determiné el efecto de
tres dosis de aceite esencial en solucion aplicadas en el lavado inicial del proceso de la

poscosecha.

Se empleo el aceite esencial de tomillo con niveles de 1,35 % de aceite esencial sobre materia
seca y 22,5% de timol y 1-1,4% de carvacrol extraido mediante destilacién con arrastre con

vapor.

Se utilizé esparragos de la variedad: UC-72, de una esparraguera comercial ubicada en la
localidad de Colina, Regién Metropolitana. El turion correspondi6 al calibre Extra Large, de color
verde, bracteas cerradas, rectos y sin danos fisicos evidentes. En el proceso de packing se
aplicoé hidroenfriado durante 5 minutos, con el agua a una temperatura de 0.5°C. El material
vegetal destinado al Tratamiento T1: Testigo comercial (con hipoclorito de sodio) recibid durante
el proceso de hidroenfriado la dosis de 300 ppm de hipoclorito de sodio para controlar hongos y
bacterias. Los turiones se embalaron en cajas de cartdbn impermeabilizado y fueron
transportadas (tres horas) a la estacion experimental de La Palma para continuar con las

aplicaciones de las soluciones de aceite esencial de tomillo.

Los tratamientos elegidos fueron:
TO: Testigo absoluto sin aplicacion (agua destilada)
T 1: Testigo comercial {con hipoclorito de sodio 300 ppm)
T2: Aceite esencial a concentracion de 140 ppm sobre agua destilada (31,5 ppm timol)
T3: Aceite esencial a concentracion de 280 ppm sobre agua destilada (63 ppm timol)

T4: Aceite esencial a concentracion de 420 ppm sobre agua destilada (94,5 ppm timol)

La concentracion se decidié basandose en la cantidad de timol del aceite esencial y la dosis

que controla todos los hongos de poscosecha segun bibliografia.

Cada tratamiento se aplico sobre 9 paquetes de esparragos de 500 gr aprox. (3 paquetes por 3
repeticiones) sumergiéndolos en la solucion por 1 minuto y se ubicaron en cajas separadas.
Luego se sometieron a un periodo de almacenamiento en frio (a 2° C y 90 - 95% de humedad
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relativa, en oscuridad) .y a un periodo de comercializacién simulada (fueron 7° C, con luz

artificial alternada con oscuridad) por 3 dias.

Evaluaciones:

Se hicieron evaluaciones a los 0, 14 y 28 dias

Variables a evaluar: color, grado de cicatrizacion de la base de los turiones, apertura de
bracteas, peso, largo del turiéon, ph, acidez titulable, los sélidos solubles, la relacion sélidos
solubles/ acidez y la presencia de enfermedades en los turiones (sintomatologia visual). Los
patdgenos frecuentes en poscosecha son: Erwinia carotovora, Botrytis spp., Esclerotinia spp.,
Fusarium spp., Penicillium spp., Phytophtora spp.

El modelo en general correspondid a un disefio Multifactorial siendo los factores involucrados el

tiempo y los tratamientos.

Ensayo de aplicacion en radicchios: Taller de Titulacién de la alumna Pilar Pérez

Se evaluo el efecto del uso del aceite esencial de tomillo, sobre la incidencia de Erwinia
carotovora y sobre la calidad final del radicchio en almacenaje refrigerado, a través de la
aplicacion de diferentes concentraciones de aceite esencial de tomillo. Se esperd que la
aplicacion de esencia de tomillo fuera igual o mas eficaz en reducir la presencia de Erwinia
carotovora en radicchios con respecto al método quimico tradicional, generando una alternativa

de control organico sobre esa enfermedad.

Los Radicchios fueron aportados por un productor de Limache y recién cosechados se
trasladaron al laboratorio de Poscosecha. Se limpiaron de hojas externas y se seleccionaron
para tener la mayor homogeneidad de cabezas. Luego se realizaron las aplicaciones de las

soluciones con un pulverizador.

Los Tratamientos corresponden a:
T1: Testigo comercial: con 200 ppm de hipoclorito de sodio
T2: Esencia de Tomillo dosis 100 ppm
T3: Esencia de Tomillo dosis 200 ppm
T4: Esencia de Tomillo dosis 300 ppm

La unidad experimental fue a una bandeja con 5 Radicchios, con 4 repeticiones por tratamiento

y 4 tratamientos. Las bandejas se distribuyeron completamente al azar en la camara
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de 30 dias.

Las variables a medir fueron: presencia / ausencia de Erwinia carotovora (revision de muestras

en el laboratorio de Fitopatologia de la facuitad de Agronomia de la UCV), presencia / ausencia
de manchas, cambio de color externo, aroma (mediante un panel sensorial), sabor (panel
sensorial). Las variables color, % de manchas, % de presencia de bacteria y perdida de peso se

analizaran con el modelo completo al azar con arreglo factorial 4 x 4.

Objetivo 4 Caracterizar los principales componentes quimicos (antioxidantes) de la materia

fresca y seca de romero durante el afio y de aceites esenciales de acuerdo a su floracion

Metodologia para el estudio de Antioxidantes:

Se hizo un muestreo de ejemplares de romero de 4 afos (investigacion UCV-FIA 014/94)
mediante la recoleccion de ramillas terminales de plantas en estado vegetativo y con algunos
brotes en floracion. La toma de muestras para los analisis fue al azar de una poblacion de 360
plantas, excluyendo las orillas. Se realizdé un andlisis por temporada: otofio, invierno, primavera
(2001), y verano (2002)

Para la obtenciéon de materia seca se utilizd el secador artificial del laboratorio de extraccion,
donde las muestras permanecieron 48 horas con temperatura de 30-35°C. La muestra fresca
empleada para el andlisis de antioxidantes se coseché por la tarde y se llevo de inmediato al
laboratorio de Quimica Analitica, donde fue analizada desde la 1° hora el dia siguiente. Ambas

muestras fueron mantenidas en ambiente seco y fresco hasta su analisis quimico.

El método analitico empleado en los antioxidantes fue:
Acido rosmarinico: Cromatografia Liquida con detector Ultravioleta (H PLC-UV)
Acido carnésico: Cromatografia Liquida con detector Ultravioleta (HPLC-UV)

Acido ursolico: Método Gravimétrico.

Cabe destacar que el Laboratorio de Quimica Analitica de la Universidad Técnica Federico
Santa Maria desarroll6é los Métodos para el anaiisis de las muestras, que incluyé la busqueda
de informacion bibliografica, adquisicion y preparacion de estandares de compuestos puros, con

diversos ensayos realizados por el Laboratorio para definir las condiciones que permitieron una
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clara separacion e identificacion del acido rosmarinico y del acido carnésico. El método de
analisis del acido ursélico difiere completamente porque este compuesto tiene otro
comportamiento espectroscopico. El Laboratorio de Quimica Analitica desarrolié para este un
método Gravimétrico que fue aplicable en las muestras de follaje pero no para extractos secos y

con maltodextrinas.

Metodologia para el estudio de Aceites Esenciales:

En verano, otofio (2002) y verano (2003) se realizaron los muestreos de romero en estado de
follaje, inicios de flor y plena flor para la extraccion del aceite esencial y andlisis de su
composicion. Una vez cosechadas se procedid a destilar las muestras para obtener aceite
esencial de hierba fresca y a secar las muestras para extraccion de aceite esencial de hierba
seca. Se realizé el mismo procedimiento de secado a 30 — 35 °C por 48 hrs. La extraccion del
aceite esencial se efectudé de la misma forma que en tomillo, con la unica diferencia de un

tiempo de extraccion de 45 a 50 minutos desde que condensa la primera gota.

Los compuestos analizados fueron los mas comunes y abundantes del aceite esencial: cineol,
canfor, borneol y alfa y beta pineno. El analisis fue realizado por el Laboratorio de Quimica
Analitica de la Universidad Tecnica Federico Santa Maria, y el Método empleado fue

Cromatografia de Gases con Detector de lonizacién de Llama.

Objetivo 5. Comparar los principales componentes quimicos de materia fresca, materia seca,

extracto seco y aceite esencial de romero.

Inicialmente se propuso comparar los componentes en estudio (antioxidantes y componentes
del aceite esencial), de la materia fresca y seca, del extracto seco y del aceite esencial,

obtenidos en una misma cosecha, en las cuatro estaciones.

Pero el proceso de elaboracion del extracto seco requiri6 de numerosas evaluaciones del
proceso para determinar cual era el mas adecuado y que no estaban inicialmente
contempladas. Esto significo redistribuir los analisis de antioxidantes y no realizar aquellos
muestreos de los cuales ya teniamos antecedentes previos: antioxidantes en follaje fresco/seco
en las cuatro temporadas y aceites esenciales; de estos solo se mantuvo dos analisis de
materia fresca (invierno y verano) y uno de aceite esencial de romero (invierno), para reforzar la

interpretacion de resultados.
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Los analisis que finalmente se hicieron fueron:

1. extracto seco: contenidos de acido rosmarinico, acido carnésico y acido ursolico,

Epoca: otofio (marzo) 2002 Analisis de verificacién del proceso de obtencion del residuo sélido
Epoca: invierno (julio) 2002 Analisis de verificacion del proceso de obtencion del extracto seco:
EL s/A.A. Analisis de EXTRACTO LIQUIDO (EL) muestra liquida/ EL sin acido ascorbico
EL c/A.A. Analisis de EXTRACTO LIQUIDO (EL) muestra liquida/ EL con acido ascérbico
E S 1° Andlisis de EXTRACTO SECO muestra sélida de la 1° parte de la Extraccion
E S 2° Analisis de EXTRACTO SECO muestra solida de la 2° parte de la Extraccion
Epoca: primavera (noviembre) 2002 Analisis de verificacidon del proceso de obtencion del
extracto seco

Epoca: verano (enero) 2003

2. materia fresca follaje: contenidos de acido rosmarinico, acido carnoésico y acido ursoélico

Epoca: invierno (julio) 2002

Epoca: verano (enero) 2003

3. aceite esencial de romero: contenidos de Cineol , Canfor, a-pineno, B-pineno, Borneol

Epoca: invierno ( julio)

Otros analisis realizados fueron:
Analisis de Muestra comercial Guardian (base romero)

Andlisis de extracto en propilenglicol

El propilenglicol es utilizado en la formulacién de productos farmacéuticos para nifios y en
productos cosméticos, pero no es aceptada en los procedimientos de produccion y elaboracion

de productos organicos.

Metodologia para el estudio de Antioxidantes:
Se recolectaron ramillas terminales de plantas en estado vegetativo y con algunos brotes en

floracion. La toma de muestras para los analisis fue al azar de una poblaciéon de 360 plantas,
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excluyendo las orillas. Para la obtencion de materia prima seca se utilizé el secador artificial
(30-35°C por 48 horas).

La muestra para el extracto seco, en estado fresco y seco, se entregd al Laboratorio Ximena
Polanco para el desarrollo del extracto liquido y la realizacion del Spray Dry. La obtencién del
extracto se realizo el primero con un equipo de laboratorio y los siguientes en un equipo a
escala semi-piloto (prestacion de servicios). El proceso de fabricacion del extracto necesitd

condiciones ambientales controladas, con una minima exposicion a la luz y al solvente etanol.

Todo el proceso de obtencion del extracto fue desarrollado por el Laboratorio Ximena Polanco.
Una vez obtenido el extracto se trasladd al Laboratorio de Quimica Analitica (UTFSM) para el
analisis de antioxidantes. El envasado del extracto seco para futuras evaluaciones se realizé en
frascos de vidrio, aislados de laluzy a T © 5-10 ° C. Las muestras para analisis se trasladaron
en envases de plastico. El extracto seco de verano se emple6 para los ensayos y evaluaciones

posteriores.

La muestra fresca (follaje) empleada para el analisis de antioxidantes se cosechd por la tarde y
se llevo de inmediato al Laboratorio de Quimica Analitica (UTFSM), donde fue analizada desde

la 1° hora el dia siguiente.

El método analitico empleado en los antioxidantes fue:
Acido rosmarinico: Cromatografia Liquida con detector Ultravioleta (HPLC-UV)
Acido carnésico: Cromatografia Liquida con detector Ultravioleta (HPLC-UV)

Acido ursolico: Método Gravimétrico.

Metodologia para el estudio de Aceites Esenciales: ver objetivo 4
La obtencion del aceite esencial, por medio de destilacion simple con arrastre de vapor se
efectudé como en el objetivo anterior y los compuestos definidos para el analisis de composicion

fueron: Cineol, Canfor , Borneol, Alfa y beta Pineno.

Objetivo 6. Evaluar el uso de romero como antioxidante bajo seis formas de aplicaciéon en
conservacion de productos horticolas de cuarta gamma (minimamente procesados)
Lugar de realizacién: Laboratorio de Poscosecha e Industrializacion de la Facultad de

Agronomia de la Pontificia Universidad Catdélica de Valparaiso.
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Se eligid palta y chirimoya como sustratos para evaluar el uso de extractos antioxidantes de
romero sobre la enzima polifenoloxidasa responsable del deterioro de estos productos al

industrializarlos.

Para determinar el efecto de las distintas dosis de extracto seco de romero como antioxidante
natural en pulpa y rodelas de chirimoya y palta, se obtuvo la materia prima de la Estacion
Experimental “La Palma”. Los frutos cosechados se almacenaron en el laboratorio a
temperatura ambiente, hasta que alcanzaron la presién adecuada para ser procesadas segun

cada forma de presentacion.

Los ensayos en chirimoya se realizaron con la variedad Concha Lisa

Ensayo 1: Elaboracién de pulpa de chirimoya

T 1: Solucion al 0.15% de acido citrico + 0.15% de acido ascorbico por kilogramo de fruta.
T 2: Solucion al 0.1% de extracto seco de romero por kilogramo de fruta.

T 3: Solucién al 0.2% de extracto seco de romero por kilogramo de fruta.

T 4: Solucién al 0.4% de extracto seco de romero por kilogramo de fruta.

Solucion incorporada a la fruta (10 ml)

Ensayo 2: Elaboracién de rodelas de chirimoya

T 1: Solucién al 1% de acido citrico + 0.6% de acido ascoérbico.
T 2: Solucion al 1% de extracto seco de romero

T 3: Solucidn al 1.5% de extracto seco de romero

T 4: Solucién al 2% de extracto seco de romero

Inmersién en la solucion por 10-15 minutos.

Los ensayos en palta se realizaron con la variedad Hass

Ensayo 1: Elaboracién de pulpa de palta:

T 1: Solucién al 0.1% de &cido citrico + 0.1% de acido ascérbico por kilogramo de fruta.
T 2: Solucion al 3% de extracto seco de romero por kilogramo de fruta.

T 3: Solucién al 5% de extracto seco de romero por kilogramo de fruta.

T 4: Solucion al 1.5% de extracto seco de romero por kilogramo de fruta.

Incorporacién de la solucién a la pulpa (50 ml).



Ensayo 2: Elaboracion de mitades de palta

T 1: Solucién al 0.5% de acido citrico + 0.5% de acido ascorbico
T 2: Solucién al 1% de extracto seco de romero

T 3: Solucién al 1.5% de extracto seco de romero

T 4: Solucién al 2% de extracto seco de romero

Inmersion durante 10-15 minutos

Los Analisis fisicos y quimicos de la materia prima:
Analisis para chirimoya: resistencia de la pulpa a la presion, solidos solubles, color de la pulpa,
acidez titulable.

Andlisis para palta: resistencia de la pulpa a la presion, contenido de aceite, color de la pulpa.

Industrializacion de la materia prima:

La fruta presentdé madurez de consumo, se lavo (agua clorada 10 ppm), se enjuago con agua
potable y se peld con un cuchillo de acero inoxidable. La fruta pelada se deposito
inmediatamente en un recipiente con solucién antioxidante. En el caso de las pulpas de
chirimoya y palta se les agrego6 la solucion antioxidante de acuerdo al tratamiento a medida que
se realizé la molienda. El trozado de las rodelas de chirimoya y mitades de palta se realizé en

inmersion.

Envasado y almacenaje: las pulpas se colocaron en bolsas de polietileno (300 gr) y se sellaron.
En la pulpa de chirimoya el sellado fue con vacio (85%). Las rodelas de chirimoya y las mitades
de palta se depositaron en bandejas plasticas envueltas con polietileno (300 gr de fruta c/u)
Las pulpas y rodelas de chirimoya se almacenaron en una camara de congelacion a 0° C y las

pulpas y mitades de palta se colocaron en una camara refrigerada a 6° C.

Mediciones:

Pulpas y rodelas de chirimoya: tres mediciones cada siete dias, se evalud el coloralos 0, 15y
30 minutos de extraido el producto de la camara.

Pulpas y mitades de palta: tres mediciones cada tres dias, se evaluo el color alos 0, 15y 30

minutos de extraido el producto de la camara.
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Objetivo 7. Evaluar el comportamiento del cultivo de romero en condiciones de clima

Mediterraneo. Cultivo de romero en El Guindal.

El establecimiento se realizd en el mes de diciembre 2000 con plantas de 6 meses,
multiplicadas previamente en la Facultad de Agronomia. La distancia entre plantas fue de 40 cm

sobre la hilera y 70 entre hileras, con sistema de riego por surco.

Los ejemplares fueron observados en su crecimiento y desarrollo (junio, septiembre y octubre).
Se efectud una cosecha con rebaje al momento de iniciar la floracion de primavera - verano.
Como referencia a la resistencia al frio se dispuso de informacion de los huertos frutales

adyacentes. Los manejos realizados fueron poda de formacion, riegos y desmalezados.

Analisis de aceites esenciales:

Se obtuvieron muestras de 10 ejemplares de romero en febrero de 2002, estado de follaje y de
plena flor, para extraccion del aceite esencial y analisis de su composicidn quimica. Las
muestras fueron trasladas a la Facultad de Agronomia en Quillota para ser secadas, en
secadero con sombra y temperatura ambiental. Luego se procedio a la destilacidén y traslado del

aceite esencial para analisis de composicion (Laboratorio de Quimica Analitica, UTFSM).

Objetivo 8. Elaborar un Estudio de Mercado de Usos de antisépticos y antioxidantes naturales y
sus proyecciones futuras
El estudio de mercado fue realizado por los especialistas, Srta. Maria Elena Alvear y Don

Sebastian Salgado. Se entregaron los informes respectivos.

Extension Objetivo 1. Obtener un extracto seco de romero en invierno con adicion de

maltodextrina previo al Spray Dry

1.1.Metodologia de obtencion de extracto seco con maltodextrina (diciembre 2003)

Desarrollado por el Laboratorio Ximena Polanco

1 Cosecha de follaje de romero
2 Secado del material vegetal (% de humedad final entre 8 y 10%)
3 Acondicionamiento del material:

3.1 Limpieza y seleccién de la droga vegetal
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3.2 Fractura de la droga seca
4 Extraccion con solvente (etanol/ agua)
5 Clarificacion del extracto
6 Concentracién del extracto
7 Proceso de secado- Spray Dry. Al extracto concentrado se afnadidé un porcentaje de
maltodextrinas (material inerte), con el objetivo de aumentar los sélidos totales y tener

mayor eficiencia en el proceso de secado.

1.2 Metodologia de Analisis Microbiologico, segun Boletin de Analisis entregado por La Dra.

Teras Ramelli, del Laboratorio Condecal:
El Laboratorio procedié a realizar el analisis microbioldgico de la materia prima envasada a
granel, 2 frascos de 42 gr c/u, desde el 31-03-2004 al 7-04-2004. El producto fue descrito en

sus caracteristicas fisicas. Los analisis solicitados por el Laboratorio Ximena Polanco fueron:

Analisis Solicitados

Rto. Total de gérmenes aerobios mesofilos

Investigacién de Escherichia coli

Investigacion de Pseudomonas aeruginosa

Investigacion de Staphylococcus aureus

Recuento de Hongos y Levaduras

Investigacion de Salmonella

Las Cepas de Referencia Patron fueron: E. coli ATCC : 8739; Ps. Aeruginosa ATCC :
23389; St. aureus ATCC : 6538; C. albicans ATCC : 10231; a. niger ATCC : 16404;
Salmonella tiphy ATCC 8394.

1.3 Estudio de estabilidad de la formula

Desarrollado por el Laboratorio Ximena Polanco.

Se hizo un seguimiento de la composicién quimica de los extractos durante 15 meses, con

evaluaciones periodicas.

Se evalud la calidad del extracto punto de vista de sus propiedades fisicas-organolépticas

(color, olor, sabor), facilidad de manejo



El estudio de estabilidad requiere de un periodo de 24 meses y la extension del proyecto

permitié evaluar hasta los 15 meses.

El producto se almacené a temperatura ambiental (20°C), en envases plasticos, herméticos, en

oscuridad, y libre de humedad.

El producto fue aplicado en formulaciones farmacéuticas (cremas, lociones, capsulas, otros) y

en alimentos funcionales (mermeladas, chocolates, etc.)

Extensiéon Objetivo 2. Caracterizar el extracto seco de romero de verano e invierno-primavera
en relacion a la cuantificacion quimica de compuestos antioxidantes y el estudio de la Dosis
Letal 50

2.1 Metodologia de obtencion de extracto seco de romero: corresponde a la misma metodologia

descrita anteriormente, excluyendo la adicion de maltodextrina

2.2 Metodologia de Analisis de antioxidantes

Analisis desarrollados por el Laboratorio de Quimica Analitica de la Universidad Federico Santa
Maria.

Los métodos analiticos empleados son.
Cromatografia Liquida (HPLC) con detector UV: acido carnésico
Cromatografia Liquida (HPLC) con detector UV: acido rosmarinico
Gravimetria: acido ursélico (sélo deteccion)

2.3 Metodologia de Estudio de la dosis letal 50 (extracto con maltodextrina)

Dependiendo de los resultados de la Désis Letal 50 se formula el nuevo producto.

Metodologia desarrollada para el Estudio de Dosis Letal, segun EL INFORME DE TOXICIDAD
ORAL AGUDA EXTRACTO DE ROMERO PROYECTO C00-1-A-071 EXTENSION, UCV-FIA,
del Dr. Jaime Rodriguez.



El estudio se realizé con ratones machos CF-1 adultos (18-21 g), comprados en el Instituto de
Salud Publica de Chile. Los animales fueron separados en 7 grupos de 8 individuos cada unoy
dejados en ayuno por 24 horas. Luego del ayuno, los animales recibieron en forma oral, por

intubacion gastrica, 1 mL/100 g de las siguientes suspensiones del extracto en estudio en 12 %

Tween 80:
GRUPO 1. Dosis Extracto (g/kg)
1 5
2 2,5
3 1,25
4 0,6125
5 0,3
6 Control vehiculo

El grupo N° 6 recibié 1 mL/100 g de la solucién en que fue suspendido el extracto (12 % Tween
80).

Los animales fueron observados cada 15 min durante la primera hora, luego cada media hora
durante las dos horas siguientes, luego a las 6, 8 y 12 horas post-tratamiento y luego un vez por
dia durante 14 dias. Durante los 14 dias post-tratamiento los animales tuvieron acceso a
alimentacion y agua, y fueron mantenidos en un bioterio a 22 °C y con ciclos de luz/oscuridad
de 12/12 h.

Extension Objetivo 3. Evaluar el uso de un extracto seco de romero de invierno y verano sobre

aceite de emu, manteca vegetal y aceite de rosa mosqueta

Para cumplir con este objetivo se subcontratd a la unidad de aceites de la Facultad de Quimica

y Farmacia de la Universidad de Chile, la metodologia por ellos realizada contemplo

3.1 Recopilacién de informacion bibliografica con el objetivo de profundizar la investigacion.



3.2 Aplicacion del método de Folin-Clocalteu al extracto de romero, para medir fenoles totales.

3.3 Aplicacion del método Rancimat en una bateria de bases grasas, adicionadas de distintas

concentraciones del extracto de romero Chileno, comercial y antioxidantes sintéticos.

3.4 Aplicacion del método de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) al extracto de

romero organico.

3.5 Realizacién de un estudio de estabilidad oxidativa en el tiempo a 603C

3.6 Caracterizacion quimica de las materias grasas estudiadas, mediante los indices de acidez,

perbxidos, color, etc.

3.7 Perfil de acidos grasos de las materias grasas bases mediante cromatografia de gases.

3.8 Caracterizacién del contenido de tocoferoles naturales de las materias grasas estudiadas.
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4. Descripcion de las actividades y tareas ejecutadas para la consecucién de los

objetivos, comparacion con las programadas y razones que explican las discrepancias.

Objetivo 1 Multiplicaciéon de Thymus vulgaris: Aumentar la poblacién del clon seleccionado

Actividad Descripcion Fecha Fecha Fecha Fecha
N° Inicio Término | Inicio | Término
PROGRAMADA EJECUTADA
1.1 Division de plantas en tomillo Nov 00 Nov 00 |Nov 00 Nov 00
1.21 Propagacion vegetativa de tomillo por|Nov 00 Dic 00 |Nov 00 Dic 00
medio de esquejes
122 Plantacion propagacion de tomillo 1.2.1 | Abr 01 May 01 |May 01 May 01
1.2.3 Propagacién vegetativa de tomillo por|Mar 01 Abr 01 | Abr 01 May 01
medio de esquejes
124 Plantacién propagacion de tomillo 1.2.3 | Sep 01 Dic 01 No porque la
propagacion de
otofo- invierno
presentd problemas
sanitarios
125 Propagacion vegetativa de tomillo por| Oct 01 Nov 01 |Oct 01 Nov 01

medio de esquejes

Objetivo 2 Determinar la composicion quimica y porcentaje de aceites esenciales en tomillo bajo

tres épocas de cosecha ( verano, invierno y primavera) y dos estados fenologicos (follaje y

plena floracion).

Actividad Descripcion Fecha Fecha Fecha Fecha
N° Inicio Término | Inicio | Término
PROGRAMADA EJECUTADA

2.1 Cosecha de m.f en tomillo en follaje y Ene 02 Feb 02 |Ene 02 Feb02
floracion

22 Obtencién de aceite esencial de los dos | Mar 02 Mar 02 |Feb 02 Mar 02
estados cosechados en tomillo

2.3 Analisis quimico de aceite esencial de | Abr 02 Abr02 |Abr02 Abr 03
tomillo

24 Cosecha de materia fresca en tomillo, |Oct 02 Dic 02 |Nov 02 Dic 02
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follaje y plena flor

25 Obtencién de aceite esencial de follaje y | Nov 02 Dic02 |Nov 02 Ene 03
plena flor de tomillo

2.6 Analisis quimico de aceite esencial de | Ene 03 Ene 03 |Ene 03 Ene 03
tomillo

2.7 Muestreo de tomillo para aceites Jul 02 Jul 02 | Jul 02 Sep 02
esenciales de invierno y analisis
quimico

2.8 Muestreo de tomillo para contramuestra | - Ago 02 Ago 02

Objetivo 3 Evaluar el uso de tomillo como antiséptico bajo dos combinaciones de aplicaciéon en
poscosecha de frutas y hortalizas y conservacién de productos de cuarta gamma(productos

minimamente procesados)

Actividad Descripcion Fecha Fecha Fecha Fecha
N° Inicio Término | Inicio | Término
PROGRAMADA EJECUTADA

3.1 Uso de aceite esencial de tomillo en Abr02 May 02 |Oct 02 Oct 02
postcosecha

3.2 Uso de aceite esencial de tomillo en Nov 02 abr 03 | Nov 02 abr 03
conservacion de productos
minimamente procesados

Objetivo 4 Caracterizar los principales componentes quirmicos de la materia fresca, materia seca

en romero durante el afo y de aceites esenciales de acuerdo a su floracion

Actividad Descripcion Fecha Fecha Fecha Fecha
N° Inicio Término Inicio Término
PROGRAMADA EJECUTADA
411 Extraccion de materia fresca en romero | Dic 01 Dic 01 |Ene 02 Ene 02
412 Obtencion de materia seca a partir de Ene 02 Feb 02 |Ene 02 Ene 02
materia fresca de romero
413 Analisis quimico de materia fresca y Mar 01 Mar 01/ Mar |Ene 02 Ene 02




seca de romero 02 Mar 02 Se desplazo porque
aun no se tenia
completo el método
de analisis
414 Extraccion de materia fresca en romero | Abr 01 Abr 01 |Abr 01 May 01
415 Obtencion de materia seca a partirde | Abr 01 May 01 |Abr 01 May 01
materia fresca de romero
416 Analisis quimico de materia fresca y Jun 01 Jun 01 |May 01 May 01
seca de romero
417 Extraccion de materia fresca en romero | Jul 01 Jul01 | Jul 01 Jul 01
418 Obtenciéon de materia seca a partirde | Jul 01 Ago 01 |Jul 01 Jul 01
materia fresca de romero
41.9 Analisis quimico de materia fresca y Sep 01 Sep 01 |Sep 01 Sep 01
materia seca de romero
41.10 Extraccion de materia fresca en romero | Oct 01 Oct 01 [Oct 01 Oct 01
4111 Obtencion de materia seca a partirde | Oct 01 Nov 01 [Oct 01 Nov 01
materia fresca de romero
4113 Muestreo follaje para acido ursélico May 02 jun 02 |May 02 jun 02
421 Extraccion de m. s en botdn cerrado, Oct 01 Dic 01 |Ene 02 Feb 02
plena flor y posfloraciéon en romero
422 Obtencion de aceite esencial a partir de | Oct 01 Dic0O1 |Feb 02 Mar02
materia fresca y materia seca de romero
423 Analisis quimico de aceite esencial de |Ene 02 Ene 02 |Abr02 Abr02
romero
424 Extraccion de materia fresca en follaje, | Abr 02 Jun02 |Jun02  Jun 02
inicios y plena flor en romero
425 Obtencidén de aceite esencial a partir de | Abr 02 Jun02 [Jun02 JunO02
materia fresca y seca de romero
426 Analisis quimico de aceite esencial de | Jun 02 Jui 02 | Jul 02 Jul 02
romero
427 Extraccién de materia fresca en follaje, | Dic 02 Ene 03 |Dic 02 Ene 03
inicios y plena flor en romero
428 Obtencion de aceite esencial a partir de | Dic 02 Ene 03 |Dic 02 Ene 03
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materia fresca y seca de romero

429

Analisis quimico de aceite esencial de

romero

Ene 03

Ene 03

May 03

May 03

Objetivo 5 Comparar los principales componentes quimicos de materia fresca, materia seca,

extracto seco y aceite esencial de romero

Actividad Descripcion Fecha Fecha Fecha Fecha
N° Inicio Término | Inicio | Término
PROGRAMADA EJECUTADA
51 Obtencion de materia fresca en romero | Mar 02 Mar 02 | No se realiz6 por
reordenamiento de
muestreos
5.2 Obtencién de materia seca, extracto Abr02 May 02 | Abr02 May 02
seco y aceite esencial de romero
(s6lo extracto seco y liquido para
residuo sélido)
53 Analisis quimico de materia seca, Jun 02 Jun 02 |May 02 jun 02
extracto seco y aceite esencial en
romero
(sblo extracto seco y liquido para
residuo solido)
54 Obtencién de materia fresca en romero | Jun 02 Jun 02 |Jul 02 Jul 02
55 Obtencidén de materia seca, extracto Jul02 Ago 02 |Jul 02 Jul 02
seco y aceite esencial en romero
56 Analisis quimico materia seca, extracto | Sep 02 Sep 02 [Jul 02 Ago 02
seco y aceite esencial en romero
57 Obtencién de materia fresca de romero | Sep 02 Dic 02 Nov02 Dic 02
5.8 Obtencion de materia seca, extracto Oct 02 Ene 03 [Nov02 Ene03
seco y aceite esencial de romero
59 Analisis quimico de materia seca, Dic 02 Dic 02 |Dic 02 Dic 02

extracto seco y aceite esencial de

romero
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5.10 Obtencién de materia fresca de romero | Ene 03 Ene 03 |Ene 03 Ene 03

5.11 Obtencion de materia seca, extracto Feb 03 Mar03 |Ene03 Ene 03
seco, aceite esencial de romero

512 Analisis quimico de materia seca, Abr 03 Abr03 |Ene(03 Ene03

extracto seco y aceite esencial de

romero

Objetivo 6 Evaluar el uso de romero como antioxidante bajo seis combinaciones de aplicacion

en conservacion de productos horticolas de cuarta gamma (minimamente procesados)

Actividad Descripcién Fecha Fecha Fecha Fecha
N° Inicio Término | Inicio | Término
PROGRAMADA EJECUTADA
6.1 Uso de materia seca y extracto seco de | Sep 02 Abr 03 | Nov 02 Abr 03
romero en poscosecha de frutas y
hortalizas
6.2 Uso de materia seca y extracto seco de | Nov 02 Abr 03 |Nov 02 Mar 03
romero en conservacion de productos
minimamente procesados
6.3 Uso de aceite esencial de romero en Feb 03 mar 03 | No se realizo porque
poscosecha de frutas y hortalizas el aceite esencial de
6.4 Uso de aceite esencial de romeroen | Abr 03 May 03 tomillo tiene mas

conservacion de productos

minimamente procesados

referencias cientificas
en control de
patégenos en

poscosecha

Objetivo 7 Evaluar el comportamiento del cultivo de romero en condiciones de clima

mediterraneo.

Actividad Descripcion Fecha Fecha Fecha Fecha
N° Inicio Término | Inicio | Término
PROGRAMADA EJECUTADA
71 Acondicionamiento parcela Nov 00 Nov 00 |Nov 00 Nov 00
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experimental El Guindal

7.2 Establecimiento cultivo de romero en El | Dic 00 Dic 00 |Nov 01 Nov 01
Guindal
7.3 Muestro de follaje de romero (verano) No estaba Feb 02 Feb 02
programada

Objetivo 8 Elaborar un Estudio de Mercado de Usos de antisépticos y antioxidantes naturales y

sus proyecciones futuras.

Actividad Descripcion Fecha Fecha Fecha Fecha
N° Inicio Término | Inicio | Término
PROGRAMADA EJECUTADA
8.1 Estudio de Mercado Mar 01 Jun 01 |May 01 Ago 01

Extensién objetivo 1 Obtener un extracto seco

maltodextrina previo a Spray Dry

de romero en invierno con a adicion de

Actividad Descripcién Fecha Fecha Fecha Fecha
N° Inicio Término | Inicio | Término
PROGRAMADA EJECUTADA

1.1 Obtencidén de materia fresca de romero | Ago 03 Ago 03 |Ago03 nov03

1.2 Obtencion de materia seca a partirde | Ago 03 Ago 03 |Ago03 nov03
materia fresca de romero

1.3 Obtencidon de extracto seco con Ago 03 Sep 03 |Dic03 Ene 04
maltodextrina

1.4 Estandarizaciéon de extracto seco Sep 03 Sep 03 |Dic03 Ene04
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Extension objetivo 2 Caracterizar el extracto seco de romero de verano e invierno-primavera en

relacion a la cuantificacion quimica de compuestos antioxidantes y el estudio de la dosis letal 50

Actividad Descripcion Fecha Fecha Fecha Fecha
N° Inicio Término | Inicio | Término
PROGRAMADA EJECUTADA
2.1 Analisis quimico extracto seco de Jun 03 Jun 03 |Jul 03
verano Nov03
Jul 04
Mar 05

221 Analisis micro organismos (1) Sep 03 sep 03 |Mar04

222 Analisis micro oorganismos (2) Sep 03 sep 03 |-

223 (0)Analisis quimico antioxidantes Sep 03 sep 03 El extracto se obtuvo
en diciembre 03 y se
deplazaron las
fechas de los analisis
siguientes

224 Analisis fisicos y organoléptico Sep 03 sep 03 Dic03

225 (1)Analisis quimico antioxidantes Nov 03 nov 03 Mar04

226 Analisis fisicos y organoléptico Nov (03 nov 03 Mar04

227 (2)Analisis guimico antioxidantes Feb 04 Feb 04 Jun04

2.2.8 Analisis fisicos y organoléptico Feb 04 Feb 04 Jun04

229 (3)Analisis quimico antioxidantes May 04 May 04 Sep04

2.2.10 Analisis fisicos y organoléptico May 04 May 04 Sep04

2211 (4)Analisis quimico antioxidantes Ago 04 Ago 04 Dic 04

2212 Analisis fisicos y organoléptico Ago 04 Ago 04 Dic 04

2.2.13 (5)Analisis quimico antioxidantes Nov 04 Mar 05 Mar 05

2.2.14 Analisis fisicos y organoléptico Nov 04 Mar 05 Mar 05




Extension objetivo 3 Evaluar el uso de un extracto seco de romero de invierno y verano sobre

aceites y grasas.

Activid Descripcion Fecha Fecha | Fecha Fecha
ad N° Inicio Término | Inicio | Término
PROGRAMADA EJECUTADA
3.1.1 | Establecimiento ensayo sobre aceite | Jul 03 Ago 03 | Sep03 mar04
3.1.2 | Evaluaciones ensayo 3.1.1 Ago 03 Dic 03 | Sep03 mar04
3.2.1 | Establecimiento ensayo sobre Jul 03 Ago 03 | Sep03 mar04
grasas
3.2.2 |Evaluaciones ensayo 3.2.1 Ago 03 Dic 03 | Sep03 mar04
3.3.1 | Establecimiento ensayo sobre rosa |Jul 03 Ago 03| Sep03 mar(04
mosqueta
3.3.2 | Evaluaciones ensayo 3.3.1 Ago 03 Dic 03 | Sep03 mar04
Actividad de Difusion
Actividad Descripcion Fecha Fecha Fecha Fecha
N° Inicio Término | Inicio | Término
PROGRAMADA EJECUTADA
DIFUSION |Actividades de difusion con Abr 03 May 03 | Se postergé para
1° parte |Empresas el periodo de
extension del
proyecto
DIFUSION Charlas técnicas A Mar 05 Mar 05
2° parte representantes de CANALAB,
Extension CORGHIGA
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S. Resultados del proyecto

Objetivo 1

Multiplicacion de Thymus vulgaris: Aumentar la poblacion del clon seleccionado

1. Resultados de los ensayos de propagacion realizados en primavera-verano:

Cuadro 1. Porcentaje de Enraizamiento por Tratamiento

TRATAMIENTOS ENRAIZAMIENTO PROMEDIO (%)
ESTACAS HERBACEAS ; 000 ppm. IBA 92,33 A
ESTACAS HERBACEAS ; 400 ppm. IBA 92,67 A
ESTACAS HERBACEAS ; 800 ppm. IBA 93,95 A
ESTACAS SEMILENOSAS; 000 ppm. IBA 87,08 A
ESTACAS SEMILENOSAS; 800 ppm. IBA 87,61 A
ESTACAS SEMILENOSAS; 1000 ppm. IBA 86,54 A

Cuadro 2 : Longitud Promedio de Raices cms por Tratamiento

TRATAMIENTOS LONGITUD PROMEDIO (cm.)
ESTACAS HERBACEAS ; 000 ppm. IBA 8,75 A

ESTACAS HERBACEAS ; 400 ppm. IBA 12,58 B
ESTACAS HERBACEAS ; 800 ppm. IBA 10,43 B
ESTACAS SEMILENOSAS; 000 ppm. IBA 7,57 A

ESTACAS SEMILENOSAS; 800 ppm. IBA 7,62 A

ESTACAS SEMILENOSAS; 1000 ppm. IBA 11,67 B

Analisis Estadistico de Resultados de Enraizamiento y de Longitud de raices:

Para el analisis estadistico de los resultados del ensayo de aplicaciéon de IBA en solucion
hidroalcohdlica de 0, 400, 800 y 1.000 ppm en estacas semilefiosas y herbaceas de tomillo se
utilizé un Modelo Completo al Azar, considerando un error del 5% para las variables longitud de

raices en cm y porcentaje de enraizamiento .

En el Cuadro 1, se observa que el porcentaje de enraizamiento para ambos tipos de estacas es

sobre el 85%, independiente del tratamiento.



41

Del Cuadro 2, se desprende que el regulador de crecimiento IBA (acido indol burtirico) favorece
el desarrollo de raices adventicias, obteniendo los mejores resultados con concentraciones de
400 y 800 ppm para estacas herbaceas y 1.000 ppm para estacas semilenosas. Por lo tanto, el
uso de IBA permitiria la obtencion de una estaca enraizada con mejor capacidad de
sobrevivencia al trasplante. Los resultados de esta propagacion de primavera-verano seran

comparados con los de otorio.

2. Resultados de los ensayos de propagacion realizados en otofio - invierno:

Cuadro 3. Porcentaje de Enraizamiento por Tratamiento

TRATAMIENTOS ENRAIZAMIENTO PROMEDIO (%)

ESTACAS HERBACEAS ; 000 ppm. IBA 78.27 A
ESTACAS HERBACEAS ; 400 ppm. IBA 74.23 A
ESTACAS HERBACEAS ; 800 ppm. IBA 66.17 A
ESTACAS SEMILENOSAS; 000 ppm. IBA 70.45 A
ESTACAS SEMILENOSAS: 800 ppm. IBA 67.20 A
ESTACAS SEMILENOSAS: 1000 ppm. IBA 60.60 A

Cuadro 4: Longitud Promedio de Raices cms por Tratamiento

TRATAMIENTOS LONGITUD PROMEDIO (cm.)

ESTACAS HERBACEAS ; 000 ppm. IBA 6.82 AB
ESTACAS HERBACEAS ; 400 ppm. IBA 7.72 B
ESTACAS HERBACEAS ; 800 ppm. IBA 6.32 A
ESTACAS SEMILENOSAS; 000 ppm. IBA 6.15 A
ESTACAS SEMILENOSAS; 800 ppm. IBA 9.15 C
ESTACAS SEMILENOSAS: 1000 ppm. IBA 7.80 B

Analisis Estadistico de Resultados de Enraizamiento y de Longitud de raices:

Para el analisis estadistico de los resultados del ensayo de aplicacion de IBA en solucion
hidroalcohélica de 0, 400, 800 y 1.000 ppm en estacas semilefiosas y herbaceas de tomillo se
utilizé un Modelo Completo al Azar, considerando un error del 5% para las variables longitud de

raices en cm y porcentaje de enraizamiento.

En el Cuadro 2, se observa que el porcentaje de enraizamiento es similar para ambos tipos de

estacas, independiente de la concentracién de regulador de crecimiento utilizado.
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En el Cuadro 3, se desprende que el regulador de crecimiento IBA (acido indol burtirico)
favorece el desarrollo de raices adventicias, obteniendo los mejores resultados con
concentraciones de 800 ppm para estacas semilefiosas. En relacién a los resultados obtenidos
de la propagacion de primavera-verano anterior, la rizogénesis fue inferior 10 que se puede
deber a las bajas temperaturas que retardan los procesos metabdlicos y/o la actividad de los

reguladores de crecimiento.

Gran parte de las plantas de la sequnda propagacion (otofio — invierno) de tomillo se perdieron
en el transplante a maceta por problemas fungosos (diagnostico visual) y otras presentaron
poco desarrollo. Dado que las propagaciones de primavera y verano son superiores, se optd
por llevar a terreno solamente las plantas obtenidas en la multiplicacién masal que se hizo para
cubrir el resto de las parcelas de tomillo. Esto superd con creces la cantidad de plantas del

objetivo inicial.

3. Resultados del enraizamiento masal: 89,79 %. Se obtuvo sobre 2300 esquejes enraizados,
suficientes para cubrir las 9 parcelas restantes con alta densidad de plantas: 225 plantas por

parcela de 20m2 con un total aproximado de 2200 plantas

Objetivo 2
Determinar la composicidon quimica y porcentaje de aceites esenciales en tomillo bajo tres
épocas de cosecha ( verano, invierno y primavera) y dos estados fenologicos (follaje y plena

floracién).

1. Resultados primera época de cosecha (verano) y dos estados fenolégicos (follaje y plena
floracion)

Cuadro 5: Contenidos de timol y carvacrol en el aceite esencial de verano: fines febrero a
principios de marzo

Muestra Aceite esencial (G/100gr de muestra en base recibida
Hierba fresca/seca Estado fenologico timol carvacrol
N°1 Hierba seca Follaje R 1 234 0,9
N°2 Hierba seca Follaje R 2 22,6 1,2
N°3 Hierba seca Follaje R 3 23,4 0,9
N°4 Hierba seca Floracion R 1 23,4 1.4




N°5 Hierba seca

Floracion R 2

24,4

1,6

N°6 Hierba seca

Floracion R 3

242

1,3

aceite esencial: 1,35 %

humedad: 14 %

2. Resultados segunda época de cosecha (inviemno) y dos estados fenologicos (follaje y plena

floracion)

Cuadro 6 : Contenidos de timol y carvacrol en el aceite esencial de invierno: julio

Muestra Aceite esencial G/100gr de muestra en base recibida
Hierba fresca/seca Estado fenologico timol carvacrol
N°1 Hierba seca Follaje R 1 2,9 0,1
N°2 Hierba seca Follaje R 2 2,7 0,2
N°3 Hierba seca Follaje R 3 2,5 0,1
N°4 Hierba seca Floracion R 1 29 0,15
N°5 Hierba seca Floracién R 2 2,6 0,2
N°6 Hierba seca Floracion R 3 2,4 0,25

aceite esencial: 1,18 %

humedad: 23 %

3. Resultados tercera época de cosecha (primavera) y dos estados fenolégicos (follaje y plena

floracion).

Cuadro 7 : Contenidos de timol y carvacrol en el aceite esencial de primavera.

Muestra Aceite esencial

(G/100gr de muestra en base recibida

Hierba fresca/seca Estado fenoldgico Timol carvacrol
N°1 Hierba seca Follaje R 1 15,6 0,65
N°2 Hierba seca Follaje R 2 20 0,8
N°3 Hierba seca Follaje R 3 19 0,9
N°4 Hierba seca Floracion R 1 17 0,8
N°5 Hierba seca Floracién R 2 21,7 1
N°6 Hierba seca Floracion R 3 20 1

aceite esencial: 1,25 %

humedad: 14 %
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El aceite esencial de tomillo obtenido en verano (febrero) e invierno (julio) dieron considerables
diferencias en los tenores de timol, pasando de 24 % a 2,7 % respectivamente. El carvacrol se
encuentra en cantidad inferior al 1,5% de la esencia. El porcentaje de aceite esencial se

mantiene similar.

En ambas épocas el compuesto predominante fue un tipo de terpineol aumentando fuertemente
su tenor en la medicion de julio. El compuesto predominante en el aceite esencial para la epoca

de primavera también fue un tipo de terpineol.

El periodo de cosecha invernal se caracterizé por bajas temperaturas y precipitaciones. Esto
sumado a la mayor lignificacion de las plantas cosechadas y la diferencias de humedad de la
materia prima de invierno (23 %) respecto a verano y primavera (14 %), puede haber influido en

los contenidos de timol.

El aceite esencial de primavera presenté contenidos de timol y carvacrol mas cercanos a las
muestras de verano de la pasada temporada (23-24%) y muy superiores a los resultados de
invierno (2,5-2,.9%).

Esto verifica que efectivamente hubo un efecto de la época, las condiciones climaticas y el
estado fisiologico de las plantas. El periodo de cosecha invernal caracterizado por las bajas
temperaturas y precipitaciones y la mayor lignificacibn de las plantas cosechadas son

condiciones adversas para la obtencion del timol.

Otro aspecto que influye en el contenido de timol de la esencia es el equipo de extraccion y los
tiempos de destilacion. En este caso se emplearon los mismos tiempos de destilaciéon para
material con distinto % de humedad, 14 % (verano y primavera) y 23 % (inviemo) y dado las
caracteristicas fisico quimicas del timol (cristal, alto peso especifico) puede afectar los
contenidos de timol extraible. Determinar cuanto afecta, requiere de evaluaciones comparativas

no contempladas originalmente en los analisis quimicos.

Se realizé una extraccion con éter dietilico (Cuadro 8) para verificar los contenidos de timol y
carvacrol por otro método.
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Cuadro 8: Contenidos de timol y carvacrol en el aceite esencial obtenido en agosto mediante

eter dietilico

Muestra G/100gr de muestra en base
| Aceite esencial recibida

Hierba Estado fenologico |Ac.esencial, % hd timol Carvacrol
fresca/seca %

N°1Hierba fresca |Follaje 2.1 65,6 17,4 1.3

N°2 Hierba seca |Follaje 3.1 13,8 9,3 1,7

El analisis demostro la presencia de ambos compuestos en nivel intermedio a los resultados
obtenidos para verano e invierno con destilacién por arrastre de vapor. Se puede inferir que un
efecto de la época invernal fria y humeda, ya que los niveles extraidos de timol siguen siendo

inferiores a los de verano.

De acuerdo a los contenidos de timol (de verano) y el alto tenor del compuesto tipo terpineol
que aparece en el aceite esencial, el clon seleccionado no es del quimiotipo timol, aun asi, la

presencia de timol sobre el 20 % le da propiedades antisépticas.

Por las caracteristicas del compuesto tipo terpineol, liviano y que sale en la primera parte de la
destilacién, es factible aumentar el nivel de timol en el aceite esencial fraccionando la

extraccién, pero esto eleva el costo del producto.

Objetivo 3:
Evaluar el uso de tomillo como antiséptico bajo dos combinaciones de aplicacion en
poscosecha de frutas y hortalizas y conservacion de productos de cuarta gamma(productos

minimamente procesados)

Los resultados de los ensayos en esparragos y en radicchios indicaron en términos generales,
que el efecto de la aplicacion de aceite esencial en solucion es comparable a la utilizacion de

tratamientos basados en hipoclorito de sodio.

Aceite esencial de Tomillo en Poscosecha de Esparragos (ver Tesis)
En este estudio se probd el aceite esencial comparandolo con el uso de agua destilada y cloro

comercial, a través de cinco tratamientos: TO (Agua destilada), T1 (Hipoclorito de sodio a
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concentracion comercial), T2 (Aceite esencial de tomillo a 140 ppm), T3 (Aceite esencial de

tomillo a 240 ppm), T4 (Aceite esencial de tomilio a 420 ppm).

Los turiones se almacenaron en camaras de frio y se hicieron tres evaluaciones, a los 0, 14y
28 dias. Se midieron las variables peso, largo, pH, acidez titulable, solidos solubles, relacion

sdlidos solubles / acidez, abertura de bracteas, cicatrizacion y presencia de enfermedades.

Se concluyé que para muchas variables, el uso de aceite esencial de tomillo tenia iguales o
mejores resultados que el cloro convencional. Para el caso de abertura de bracteas, presencia
de enfermedades y cicatrizacion tuvieron efecto la interaccion entre tratamientos y tiempo de

almacenaje.

El peso y los sélidos solubles solo se ven afectados por el tiempo de almacenaje. La longitud no
se ve alterada por ninguno de los tratamientos ni el periodo de almacenaje. El pH y la acidez
titulable se mantienen constantes hasta la segunda fecha y aumentan los acidos hacia la
tercera fecha. En relacién a la relacion solidos solubles / acidez cualquier tratamiento es mejor

que el agua destilada los demas son iguales entre si.

Aceite esencial de Tomillo en Poscosecha de Radicchios (ver Tesis)

Con el proposito de comparar la efectividad antibacterial a Erwinia carotovora, en relacién al
método quimico tradicional (Cloro), se aplicaron previo al almacenaje refrigerado, 3
concentraciones (100, 200 y 300 ppm) de aceite esencial de tomillo, sobre radicchios variedad
Coralo R3, para asi obtener una alternativa organica o integrada, al control de esta enfermedad
en almacenaje. La aplicacién de cloro fue de 200 ppm y se almacenaron durante 10, 20 y 30
dias a una temperatura de 0°C+/-1°C y 85 % de humedad relativa.

El aceite esencial de tomillo se comporta de igual forma que el cloro, por lo que se puede
concluir que, bajo estas condiciones de almacenaje (0°C+/-1°C y 95% de H.R), y hasta por un
periodo de 30 dias, daria lo mismo aplicar cloro o aceite esencial de tomillo, a radicchios
variedad Coralo R3 para prevenir o retardar la incidencia de Erwinia carotovora en almacenaje
refrigerado, generando asi una alternativa prominente de control organico o integrado sobre
esta enfermedad. Tampoco present6 efectos sobre la variable cualitativa evaluada (aroma) y no

provocé manchas de fitotoxicidad a ninguna de las concentraciones usadas (100, 200 y 300

ppm)
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Objetivo 4:
Caracterizar los principales componentes quimicos de la materia fresca, materia seca en

romero durante el afio y de aceites esenciales de acuerdo a su floracién

1. Antioxidantes:
Caracterizar los principales componentes quimicos antioxidantes de la materia fresca y seca de

romero durante el afio

Resultados de muestras analizadas de materia fresca y materia seca de romero, cosechas de

otono, invierno, primavera y verano (2001-2002)

Resultados para los antioxidantes acido rosmarinico y acido camoésico por medio de
Cromatografia liquida con detector ultravioleta (HPLC-UV) Para el acido ursolico se empleé el

método Gravimétrico ya que no tiene propiedades espectroscédpicas en UV-Vis.
Los valores obtenidos se llevaron a peso seco para hacer comparables los resultados de cada
estacion. El estudio no estaba disefiado para analisis estadisticos con repeticiones, y estos

resultados nos dan una tendencia dell comportamiento de los compuestos investigados.

Cuadro 9 :Variacion Estacional de Antioxidantes de Rosmarinus officinalis

Estado muestra | antioxidantes G/100 gr de Valor corregido | Valor en base
muestra en base | en base a seca
recibida estandar de gr/100gr

cada compuesto

Otoro 2001

Romero fresco | a. rosmarinico 0,31 0,30 % 0,791

3 MAYQO 2001 a. carnosico 0,43* 0,75 %** 1,978

a. ursolico - - -
humedad 62,1 % 62,1 % -

Romero seco a. rosmarinico 0,47 0,46 % 0,528

3 MAYO 2001 a. carndsico 1,59* 3,73 %** 4,282

a. ursolico - - -




humedad 12,9 % 12,9 % -
Invierno 2001
'Romero fresco | a. rosmarinico 0,70 0,58 % 1,288
26 JULIO 2001 | a. camosico 0,47* 1,47 % ** 3,266
a. ursolico 3,7 - 8,222
humedad 55 % 55 % -
Romero seco a. rosmarinico 0,66 0,54 % 0,594
31JULIO 2001 | a. camésico 1,64* 3,38%** 3,718
a. ursolico 5,3 - 5,830
humedad 9,1 % 9,1 % -
Primavera 2001
Romero fresco | a. rosmarinico 0,44 0,36 % 1,014
6 NOVBRE 02 |a. carnosico 0,51* 1,84 %** 5,183
a. ursodlico 4,80 - 13,52
humedad 64,5 % 64,5% -
Romero seco a. rosmarinico 0,55 0,45 % 0,490
6 NOVBRE 02 | a. carndsico 1,17* 441%™ 4,803
a. ursolico 59 - 6,427
humedad 8,2 % 8,2% -
Verano 2002
Romero fresco | a. rosmarinico - 0,36% 0,807
27 ENERO 02 | a. carnésico - 2,12% 4,753
a. ursolico - 1,64% 3,677
humedad - 55,4% -
Romero seco a. rosmarinico - 0,53% 0,572
27 ENERO 02 | a. camoésico - 521% 5,632
a. ursolico - 3,64% 3,935
humedad - 7.5% -

* frente a BHA

** frente a acido camosico
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El analisis del acido ursolico de otofio se completd en otofio del 2002, ya que en la primera

medicién no se tenia definido aun el método de analisis

Cuadro 10 : Contenidos de antioxidantes en follaje de romero de otofio

Estado muestra Antioxidantes G/100 gr de muestra | G/100 gr de muestra
en base recibida en base seca

Romero fresco a. rosmarinico 0,24 0,533

otofio a. carnésico 2,0 4,444

2002 a. ursolico 2,3 5111
Humedad 55,0 -

Romero seco a. rosmarinico 0,6 0,662

otofio a. carnosico 29 3,200

2002 a. ursolico 10,1 11,147
Humedad 9.4 -

Los tres compuestos estan definidos como importantes compuestos antioxidantes y estan

presentes en el romero, tanto en estado de hierba fresca como en estado de hierba seca.

Sin embargo, como lo menciona CUVELIER, M. E., RICHARD, H., y BERSET, C. (1998), la
exposicidén de los compuestos a condiciones ambientales (luz, temperatura) los hace sensibles
a oxidaciones y derivaciones a otros compuestos, por ejemplo de acido carnoésico a carnosol,

de acido rosmarinico a rosmanol.

Esto implica que la hierba seca debe tener un proceso rapido y cuidadoso de secado para evitar
mayores pérdidas de compuestos. Segun los resultados de los analisis la tendencia del acido
rosmarinico es perdida de parte del compuesto al secarse y esta puede ser considerable. Se

observa que, junto con el acido ursélico, son mas sensibles que el acido camaésico al proceso

de secado.

Sin embargo compuestos como el carnosol también aparecen destacados por sus propiedades
antioxidantes (DUKE, J. 2000), (SORIANO, M.C. et al 1998), luego se esperaria que no

significara pérdidas considerables en su actividad antioxidante.




Cuadro 11 : Resumen de contenidos de antioxidantes en las cuatro estaciones
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Otono Invierno Primavera Verano
Acido rosmarinico 0,53% 0,59% 0,49% 0,57%
Acido carnésico 4,28% 3,72% 4,80% 5,63%
Acido ursélico 11,15% 5,83% 6,43% 3,94%

Respecto a las estaciones del afo la tendencia al aumento de compuestos antioxidantes hacia
primavera y verano se observa solo claramente en el acido carnésico. En términos porcentuales
el acido rosmarinico se mantiene en un rango estable (0,49 a 1,3 %), el acido carnédsico
aumenta hacia primavera y verano (5,6 %) y su minimo rendimiento es en invierno (2,0 %). El
acido ursolico tiene un comportamiento irregular, con un minimo en verano (3,7 %) y alzas en
primavera (6,43%) y otono (11-13%)

En el periodo invernal se observa una menor produccion de acido carnésico pero mantiene los
niveles de acido rosmarinico. El menor nivel de acido camosico no afectaria en gran medida las
propiedades antioxidantes al transformarse en carnosol, ambos destacados por su capacidad
antioxidante. Para esta seleccién los resultados dan una idea de la época de cosecha para

favorecer los contenidos de alguno de estos compuestos.

Los contenidos de estos compuestos dentro de las plantas estan dentro de los rangos
esperados de 0,35 % de acido rosmarinico y 2,8 a 4,1 % de acido ursélico (DUKE, J, 2000), sin
embargo en la referencia bibliografica no se especifica el estado fenolégico de la planta (Ver

anexo n° 1)

Con relacion al estudio realizado por SORIANO, M. C., GABALDON, M. J. y CORREAL, E
(1998), sobre la “Influencia del estado fenoldgico de recoleccién de Rosmarinus officinalis L. en
el contenido de polifenoles con capacidad antioxidante”, la investigacion se hizo en dos
variedades de romero los cuales presentaron diferencias en los contenidos de antioxidantes
(acido carnésico, carmosol y acido rosmarinico) atribuidas al genotipo de estas plantas (ver

anexo n° 1).
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La seleccion de romero investigada (seleccion “Limache”) en este proyecto tuvo mas alto
contenidos de acido carndsico en primavera y verano siendo similar al comportamiento de uno
de los genotipos esparioles, aun cuando el rendimiento de la seleccidn “Limache” fue superior a

la citada en dicha investigacion.

Para la seleccion “Limache” el acido rosmarinico, que aparece mas o menos constante durante
el afo, tiene su maxima presencia en invierno, con una diferencia radical en cantidad y época
en relacion los genotipos espanoles estudiados, los cuales presentan rendimientos superiores a

fines del verano.

A diferencia de lo que menciona el estudio espariol, que pasada la temporada de verano hacia
otofio habria una disminucidén de estos compuestos y no se presenta el invierno, para nuestras
condiciones climaticas, como el periodo de menor produccion de antioxidantes. Probablemente

se deba también a un comportamiento del genotipo seleccionado.
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Figura 1. Variacion de compuestos antioxidantes en materia seca de romero (seleccion Limache)
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2. Aceites esenciales: Caracterizar los principales componentes quimicos de los aceites

esenciales de la materia fresca y seca de romero durante el afio

1° floraciéon de verano:

Resultados primera época de cosecha (Verano) y tres estados fenolégicos (follaje, inicio de flor
y plena floracion).

Cuadro 12 : Contenidos de los principales compuestos del aceite esencial de romero de verano:

Muestra ac. G/100gr de muestra en base recibida
Esencial

Hierba Estado fenologico Alfa Beta cineol canfor borneol
fresca/seca pineno pineno

N°1 fresca Follaje 8.4 7,0 24 8 221 3.6
N°2 fresca Inicios floracion 79 71 26,6 23,9 3.7

N°3 fresca Plena floracion 7.8 6.7 25,0 242 3.4

N°4 seca Follaje 9,6 7.4 22,8 21,9 3,9

N°5 seca Inicios floracién 8,7 7.2 24 8 20,8 3.4

N° seca Plena floracion 8,3 6,4 26,0 21,8 3,5

2° floracion de otofio
Resultados segunda época de cosecha (otofio) y tres estados fenoldgicos (follaje, inicio de flory
plena floracion).

Cuadro 13 : Contenidos de los principales compuestos del aceite esencial de romero de otofio

Muestra ac. G/100gr de muestra en base recibida
Esencial

Hierba Estado fenolégico Alfa Beta cineol canfor | borneol
fresca/seca pineno pineno

N°1 fresca Follaje 7.6 7.6 247 26,0 4.8
N°2 fresca Inicios floracién 7.4 7,5 25,1 26,0 4.4
N°3 fresca Plena floracion 7.5 7.6 25,2 242 4.5
N°4 seca Follaje 9,2 8,2 229 23,3 4.0
N°5 seca Inicios floracion 9.1 8,6 245 22,2 3.9
N°6 seca Plena floracién 8.4 8,1 24,0 22,5 4,3
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De acuerdo a los andlisis de verano y otofio se observa que los aceites esenciales de verano y
de otofio mantienen una proporcién estable en todos los componentes analizados (cineol,
canfor, alfa pineno, beta pineno y borneol). El contenido de aceite esencial fluctu6 de 2,7 a 3,4

% sobre hierba seca.

Los principales componentes son cineol y canfor (sobre un 45%). Los compuestos alfa y beta
pineno suman el 16 % del aceite esencial y el borneol se mantiene cerca del 4%. Se destaca
que el canfor (21 a 26 %) se conoce por sus propiedades antisépticas, nematicidas y
funguicidas (DUKE, 2000)

3° floracién de primavera
Resultados tercera época de cosecha (primavera) y tres estados fenologicos (follaje, inicio de

flor y plena floracion).

Cuadro 14: Contenidos de los principales compuestos del aceite esencial de romero de

primavera

Muestra ac. G/100gr de muestra en base recibida
Esencial

Hierba Estado fenologico Alfa Beta cineol Canfor | borneol
frescal/seca pineno pineno

N°1 fresca Follaje 3.1 3,9 29,6 31,6 3,3
N°2 fresca Inicios floracion 11,7 9 26,1 14,9 16
N°3 fresca Plena floracion 11,5 9 26 14,6 1,7
N°4 seca Follaje 11,8 9,9 26,9 15,2 1,2
N°5 seca Inicios floracion 11,2 10,1 26,4 14 1 1,5
N°6 seca Plena floraciéon 11,7 10 26,7 141 1,4

Los resultados obtenidos en estos analisis aunque mantienen la proporcion entre sus
componentes (cineol, canfor, alfa pineno, beta pineno y borneol), difieren en ciertos porcentajes

en relacion a los obtenidos en verano y otofio.

El contenido de aceite esencial fluctud de 2,9 a 3,5 % sobre hierba seca.
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Los principales componentes siguen siendo cineol y canfor (sobre un 40%). Los compuestos
alfa y beta pineno son ligeramente superiores a las anteriores mediciones (de 16 % pasan a 20
0 mas %, a excepcién de la muestra n°1) y el borneol disminuye considerablemente (de 4%

disminuye hasta 1,2 %, a excepcién de la muestra n°1)

Los muestreos no se hicieron con repeticiones, luego no se hizo andlisis estadistico para ver las
diferencias experimentales (por costos de analisis) y no se puede concluir sobre cuales

presentan diferencias reales ni explicar la diferencia de la muestra n°1.

Un factor diferente que pudo afectar los resultados es el cambio en el equipo de extraccion, ya
que en las primeras mediciones se empled un equipo de vidrio de columna y en la ultima se
destilé en un equipo de vidrio de balon, el cual requiere de 20 o 30 minutos mas de proceso

para que el vapor impregne toda la hierba.

Este tipo de diferencias indican que los diferentes equipos deben ser evaluados en su
capacidad de extraccion de compuestos para obtener el maximo rendimiento, tanto del aceite

esencial como de sus componentes.

Resultados comparativos muestra seca normal y muestra seca con pardeamiento

Se realizd un analisis especifico (Cuadro 15), de una muestra de romero seco con leve
pardeamiento y de una muestra sin dafos en el secado, dando como resuitado una
composiciéon similar para los compuestos identificados. El cambio de aroma detectado se puede

atribuir a otros compuestos formados en el pardeamiento y no detectados

Cuadro 15 : Contenidos de los principales compuestos del aceite esencial de romero de verano

en hierba seca normal vs hierba seca con pardeamiento

Muestra Ac. Esencial G/100gr de muestra en base recibida

hierba estado Estado Alfa Beta cineol canfor | borneol
fenologico pineno pineno

Seco Follaje 9,6 7.4 22,8 21,9 3.9

Seco con leve Follaje 9,7 7.4 24,0 219 3,8

pardeamiento
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Comparar los principales componentes quimicos de materia fresca, materia seca, extracto seco

y aceite esencial de romero

Cuadro 16 : Orden de la informacién obtenida para la revision de resultados.

Producto 1. extracto seco 2. materia fresca 3. aceite esencial de
follaje romero
Epoca marzo (otofio) 2002 - -
julio (invierno) 2002 julio (invierno) 2002 julio (invierno)
noviembre (primavera) - -
2002
enero (verano) 2003 | enero (verano) 2003 -
Compuestos Acido rosmarinico Acido rosmarinico Cineol , Canfor
acido carnésico acido carnésico a-pineno, B-pineno
acido ursélico, acido ursdélico Borneol

Otros analisis incorporados en este objetivo corresponden a:

Analisis quimico del producto comercial GUARDIAN

Andlisis quimico de extracto de romero en propilenglycol

En ambos casos se emplearon los mismos métodos analiticos desarrollados para analizar los

antioxidantes ac. Rosmarinico, ac. Carnésico y ac. Ursoélico) del follaje y extracto seco de

romero.

1. Resultados del Extracto seco

Se realizaron varias pruebas para verificar el proceso 6ptimo de obtencion de extracto seco,

estas consistieron en:

a. Analisis de verificacion del proceso de obtencion del residuo sélido (otofio)

b. Andlisis de verificacion del proceso de obtencidén del extracto seco (invierno):

Analisis de EXTRACTO LIQUIDO (EL) muestra liquida/ EL sin acido ascorbico
Analisis de EXTRACTO LIQUIDO (EL) muestra liquida/ EL con acido ascorbico
Analisis de EXTRACTO SECO muestra sélida de la 1° parte de la Extraccion
Analisis de EXTRACTO SECO muestra sélida de la 2° parte de la Extraccion
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Estas pruebas fueron realizadas por el Laboratorio Ximena Polanco y los analisis quimicos por

el Laboratorio de Quimica Analitica de la Universidad Técnica Federico Santa Maria.

El equipo Spray Dry empleado para esta etapa de obtencion del extracto seco corresponde a un
equipo de laboratorio, lo que implicé un proceso de mas de 24 horas, por lo cual se obtuvieron y
analizaron dos fracciones de la extraccion (1° y 2° parte)

Desarrolio de los Resultados:

1.1 Extracto seco de OTONO: Analisis de verificacion del proceso de obtencion del residuo

solido

El extracto seco se obtuvo de follaje con algo de floracion en estado fresco

Cuadro 17: Contenidos de antioxidantes de muestras de extraccion del residuo solido de

romero de otofio (marzo 2002)

Gr / 100 gr de muestra en base recibida

Muestras del proceso de Acido carndsico Acido rosmarinico Acido ursolico

extraccion de residuo soélido

N°1 Liquida 0,055 0,045 24

N°2 Sélida 26 <0,6 0,5

Este resultado indica la presencia de los tres compuestos en la fase liquida y la fase sélida. El

proceso de extraccidn obtuvo un residuo sélido de 4,5 %.

1.2 Extracto seco de INVIERNO: Analisis de verificacion del proceso de obtencién del extracto

seco

1.2.1 Analisis de EXTRACTO LIQUIDO (EL) muestra liquida

1.2.1.1. EL sin acido ascoérbico
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Cuadro 18 : Contenidos de antioxidantes en Extracto Liguido sin acido ascérbico, de romero de
invierno (julio 2002)

_ Resultado en base recibida (mg/ml)

Tiempo (dias) Acido carnésico* Acido rosmarinico Acido ursolico
0 No se detecta 2,1 (mg/ml) No se detecta
5 No se realiza 2,3 (mg/ml) No se realiza
10 No se realiza 2,3 (mg/ml) No se realiza

*Desde el primer andlisis el area del acido carnosico se obtuvo un area muy pequefia por lo que
no se cuantificé. El estandar disponible entrega un area muy grande por lo que no son
compatibles

Este analisis se efectud para ver la presencia de antioxidantes en el extracto liquido previo a la
obtencion del extracto seco. No se bé precisoé la causa de la no deteccion de &cido carndsico ni
del acido ursélico. El acido rosmarinico se detecta y permanece estable durante el periodo de
mediciones.

1.2.1.2. EL con &acido ascoérbico

Cuadro 19 : Contenidos de antioxidantes en Extracto Liquido con acido ascorbico, de romero de
invierno (julio 2002)

Resultado en base recibida (mg/ml)

Tiempo (dias)

Acido carnosico*

Acido rosmarinico

Acido ursolico

0 No se detecta 2,0 (mg/ml) No se detecta
5 No se realiza 2,2 (mg/ml) No se realiza
10 No se realiza 1,7 (mg/ml) No se realiza

*Desde el primer analisis el area del acido carndsico se obtuvo un area muy pequena por lo que

no se cuantifico. El estandar disponible entrega un area muy grande por lo que no son
compatibles

En este analisis ocurre algo similar al anterior, sin embargo el acido rosmarinico aparentemente
es menos estable en el tiempo en presencia de acido ascorbico.
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1.2.2. Analisis de EXTRACTO SOLIDO o0 EXTRACTO SECO muestra soélida

1.2.2.1. Analisis de EXTRACTO SECO muestra soélida obtenida de 1° parte de la Extraccion

Cuadro 20 : Contenidos de antioxidantes en Extracto Seco de romero de invierno 1° fraccion

(julio 2002)

Resultado en base recibida (gr/100 gr)
Tiempo (dias) Acido carnosico* Acido rosmarinico Acido ursolico
0 No se detecta 4,1 (gr/100 gr) 8,8 (gr/100 gr)
7 No se realiza 4.5 (gr/100 gr) No se realiza
14 No se realiza 4.4 (gr/100 gr) No se realiza
28 No se realiza 4.6 (gr/100 gr) 8,4 (gr/100 gr)

*Desde el primer analisis el area del acido carnédsico se obtuvo un area muy pequena por lo que
no se cuantificd. El estandar disponible entrega un area muy grande por lo que no son

compatibles

1.2.2.2. Analisis de EXTRACTO SECO muestra sélida obtenida de 2° parte de la Extraccion

Cuadro 21: Contenidos de antioxidantes en Extracto Seco de romero de invierno 2° fraccion
(julio 2002)

Resultado en base recibida (gr/100 gr)
Tiempo (semanas) Acido carnosico* Acido rosmarinico Acido ursolico
12 43 472 39,7
18 <25 2,5 13,2

De acuerdo a estos resultados la primera fraccién del extracto seco contiene acido rosmarinico
(4,1 a 4,6 %) y acido ursélico (8,4 a 8,8%) manteniéndose estable en el tiempo evaluado (28

dias) El acido carndsico no es detectado a nivel comparable al patrén quimico.

La segunda fraccion de extracto seco presenta, a las 12 semanas, los tres antioxidantes. Se
mantiene el tenor de acido rosmarinico (4,3%) y el acido ursélico alcanza niveles muy altos

(39,7 %). El acido carnésico se detecta a un nivel similar al acido rosmarinico (4,3%)
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A las 18 semanas la segunda fraccion presenta, una importante disminucién en los tres
antioxidantes. Puede haber influido en esta disminucién, que las muestras para analizar se
sacaron del mismo recipiente, exponiéndolo a la luz, aire y temperatura ambiental por unos
breves momentos. Aun asi se consideré para futuras evaluaciones de estabilidad en

almacenaje.

1.3 Extracto seco de PRIMAVERA: Andlisis de verificacion del proceso de obtencion del

extracto seco
El extracto seco se obtuvo de follaje con algo de floracién en estado fresco (primavera)

Este extracto también forma parte del analisis de verificacién del proceso de obtencion del
extracto seco. El equipo Spray Dry empleado (semi piloto) tiene una mayor capacidad (volumen
de secado). El proceso de extracciéon obtuvo un residuo sélido de 4% en el extracto de

noviembre .

Cuadro 22: Contenidos de antioxidantes en Extracto Seco de romero de primavera (noviembre
2002)

Resultado en base recibida (gr/100 gr)
Tiempo (semanas) Acido camésico* Acido rosmarinico Acido ursolico
0 No se detecta 25% 18,4 %

El extracto obtenido en esta extracciéon se observé con un ligero pardeamiento, el cual aparecio

en el proceso de concentraciéon de la solucién en etanol, previo al Spray Dry.

En esta segunda extraccion se trabajdé con volimenes mayores de material vegetal, para poder
realizar el proceso de Spray Dry en un equipo semi piloto y asi bajar los costos de obtencién del

extracto seco.

Sin embargo, al emplear la hierba fresca, el proceso de concentracion de la solucion en etanol
requiere de mayor tiempo, exponiendo los compuestos durante un periodo mas largo al alcohol,

a la luz y temperatura (no superan los 40 °C).
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Es conocido el efecto de estas condiciones especialmente en la pérdida del acido camnosico y el
carnosol. Esto explicaria que no se detecte el acido carnésico, la reducciéon del acido

rosmarinico en relacion a analisis anteriores, y probablemente el ligero pardeamiento.

Estos resultados llevaron a considerar la extraccion sobre la hierba en estado seco y el mayor

control de las condiciones ambientales en el proceso de obtencidén de extracto seco de verano.

1.4 Extracto seco de VERANO:

El extracto seco se obtuvo de follaje con algo de floracion en estado fresco y seco (verano)

El proceso de extraccion obtuvo un residuo soélido de 6 % en el extracto de verano.

Cuadro 23 : Contenidos de antioxidantes en Extracto Seco de romero de verano (enero 2003)

Resultado en base recibida (gr/100 gr)
Origen de extracto Acido carnésico Acido rosmarinico Acido ursdlico
seco
Hierba fresca 8,1 4.0 32,5
Hierba seca 9,0 42 43,3

Los contenidos son muy superiores a los obtenidos en extractos anteriores, lo que indica que el
control de las condiciones de extraccion (reduccion a la exposicién de la luz y del tiempo de
concentracion) favorece la mantencion de los antioxidantes estudiados. También se verifica que

la hierba seca proporciona un extracto con mayores contenidos de estos antioxidantes.

Se puede afirmar con estos resultados que el mejor extracto seco se obtuvo en verano, con
materia prima seca y en condiciones controladas de minima exposicion a la luz y de tiempo de

concentracion en etanol.

A diferencia de los analisis efectuados en follaje fresco y seco de romero (Objetivo 4) el analisis
cuantitativo del acido ursélico en el extracto seco (polvo) presenta dificultades en su

determinacion por el método gravimétrico, dando valores excesivos.
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Después de reiterados muestreos y andlisis que dieron resultados de 43 a 75 % de acido
ursolico, se concluyé que no son validos. Dado que se detecta la presencia del acido ursdlico,

se presenta como un resultado cualitativo (Ver Anexo 2).

2. Resultados de la Materia fresca (follaje):

Este analisis de compuestos antioxidantes se hizo sobre una muestra de follaje obtenida del
mismo material que se procesd para la obtencidén de extracto seco en invierno y en verano
(puntos 1.2y 1.4).

De este modo se verificd la presencia de los compuestos antioxidantes en la materia prima
(follaje), y se utilizé como referencia en los analisis de verificacion del proceso de obtencion del
extracto seco.

Desarrollo de los Resultados:

2.1 Materia fresca (follaje) de INVIERNO: Analisis de antioxidantes (a. Camdsico, a.

Rosmarinico, a. Ursdlico)

Cuadro 24 : Contenidos de antioxidantes en follaje de romero de invierno (julio 2002)

Estado muestra Antioxidantes (/100 gr de muestra | G/100 gr de muestra
en base recibida en base seca
Muestra follaje fresco |a. rosmarinico 0,24 0,648
a. carndsico 1,9 5135
a. ursdlico 3,5 9,459
Humedad 63 % humedad -

El analisis de contenidos de esta muestra da resultados comparables a los obtenidos en el

primer afno de seguimiento estacional de los antioxidantes.

2.2 Materia fresca y seca (follaje) de VERANQO: Analisis de antioxidantes (a. Carndsico, a.

Rosmarinico, a. Ursolico)




Cuadro 25 : Contenidos de antioxidantes en follaje fresco y seco de romero de verano (enero
2003)

Estado muestra Antioxidantes G/100 gr de muestra | G/100 gr de muestra
en base recibida en base seca
Muestra follaje fresco |a. rosmarinico 0,4 1,047
a. camnosico 1,6 4188
a. ursdlico 2.1 5,497
Humedad 61,8 % -
Muestra follaje seco a. rosmarinico 0,4 0,468
a. carnosico 44 5,152
a. ursolico 47 5,503
Humedad 146 % -

El analisis de contenidos de esta muestra da resultados comparables a los obtenidos en el

primer afo de seguimiento estacional de los antioxidantes.

3. Resultados de Aceite esencial (de follaje fresco):

Similar al punto 2. el analisis de compuestos del aceite esencial se hizo sobre una muestra de
follaje obtenida del mismo material que se procesd para la obtencion de extracto seco en
invierno (punto 1.2).

Los resultados de andlisis quimico de los principales componentes del aceite esencial también
da una idea del comportamiento de la planta, al compararse con analisis previos del aceite
esencial.

Desarrollo de los Resultados:

2.1 Aceite esencial (de follaje fresco) de INVIERNO: Analisis de los principales componentes

(:Cineol , Canfor, a-pineno, p-pineno y Borneol)




64

Cuadro 26: Contenidos de los principales compuestos del aceite esencial de romero de invierno

(julio 2002)

Muestra Ac. G/100gr de muestra en base recibida

Esencial

Hierba fresca Estado fenolégico Alfa Beta cineol canfor Borneol
pineno pineno

N°1 fresca Follaje 10,6 8,9 23,7 21,9 3,6

N°2 fresca Follaje 9,5 8,3 22,8 23,4 46

N°3 fresca Follaje 10,7 9.1 23,8 21,5 3.4

La composicion de estas muestras da resultados comparables a los obtenidos en los anteriores
analisis de aceites esenciales de romero. Esto supone un comportamiento normal de la planta,

similar a lo que ocurre con la presencia de los antioxidantes analizados en el follaje.

Por esta razén no se realizaron nuevas extracciones, de noviembre y enero, ya que son

analogas a las extracciones del objetivo n® 4, para las estaciones verano, otofo y primavera.

4. Analisis de muestra comercial GUARDIAN

Cuadro 27 : Contenidos de los antioxidantes acido carnosico, acido rosmarinico, acido ursolico,

en muestra comercial a base de romero

Resultado en base recibida (gr/100 gr) ]

Producto GUARDIAN Acido carndsico* Acido rosmarinico Acido ursolico

Antioxidantes en 1,4 0,06 12,8

propilenglicol

Este analisis de realizé para verificar la presencia de estos tres antioxidantes en un producto

comercial.
5. Extracto en propilenglicol de VERANO
Simultaneo al extracto seco obtenido en verano (punto 1.4), en enero 2003, se realizdé una

extraccion en propilenglicol, con el fin de evaluar otro tipo de extracto de romero que contenga

los compuestos antioxidantes en estudio.
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Cuadro 28 : Contenidos de antioxidantes en Extracto en propilenglicol de romero de verano
(enero 2003)

Resultado en base recibida (gr/100 gr)
Origen de extracto Acido camosico Acido rosmarinico Acido ursolico
seco
Hierba fresca 0,5 0,05 3,0
Hierba seca 0,26 0,1 3,7

Los contenidos de antioxidantes son inferiores porque se trata de una dilucion (una parte de
material vegetal y cinco partes de propilenglicol). La ventaja que puede tener este
procedimiento es el costo de obtencion de los antioxidantes, pero esto depende también del

efecto sobre los sustratos donde se aplica.

Objetivo 6
Evaluar el uso de romero como antioxidante bajo seis combinaciones de aplicacidon en

conservacion de productos horticolas de cuarta gamma (minimamente procesados)

Se eligié palta y chirimoya como sustratos para evaluar el uso de extractos antioxidantes de
romero sobre la enzima polifenoloxidasa responsable del deterioro de estos productos al

industrializarlos.

Los objetivos fueron “Determinar el efecto de distintas dosis de extracto seco de romero como
antioxidante natural, y el efecto del tiempo de almacenaje y tiempo de exposiciéon a temperatura

ambiente sobre el pardeamiento de la pulpa y rodelas de chirimoya y palta”

Para los distintos tratamientos efectuados sobre chirimoya con incorporacion de soluciones de
extracto seco de romero a concentraciones de 0%, 0,1%, 0,2% y 0,4% en pulpa, e inmersion a
concentraciones de 0%, 1 %, 1,5% y 2% de rodelas de chirimoya no se obtuvo efecto

controlador del pardeamiento.

Lo mismo ocurre con la palta cuyos tratamientos se efectuaron en pulpa y en mitades, con dosis
incorporadas a la pulpa de 0%, 1,5 %, 3 % y 5 % de extracto seco, e inmersidon de mitades de

palta a 0%, 1%, 1,5% y 2% de extracto seco de romero, no tuvieron efecto antipardeamiento.
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Este resultado indica que los compuestos antioxidantes del extracto de romero aplicados bajo
las condiciones del experimento, no actuan como agentes inhibidores de las reacciones

enzimaticas que producen pardeamiento u oxidaciones en frutas frescas.

Las reacciones de oxidacién enzimatica son diferentes a las reacciones de oxidacion de grasas.
Existen numerosos estudios que verifican el efecto antioxidante del romero sobre grasas, pero
para saber el comportamiento del extracto obtenido en esta investigacién, se incluyd un estudio
de estabilidad determinado por método Rancimat, cuyos resuitados se presentan en el Anexo n°
3. El extracto presentd un buen comportamiento como antioxidante natural sobre aceite de
Rosa Mosqueta. Estos resultados llevaron a la Extension de la Investigacion con el fin de

ampliar los usos del extracto.

Objetivo 7

Evaluar el comportamiento del cultivo de romero en condiciones de clima mediterraneo.

En la parcela experimental de la Estacion El Guindal, los ejemplares de romero presentaron
buen comportamiento durante el otofio e invierno, con resistencia heladas de hasta -6 °C. En
primavera tuvieron un crecimiento vigoroso. La mayoria de las plantas florecieron en primavera
— verano, sin embargo algunos ejemplares mantuvieron ramas vegetativas y ramas en floracion.
Esto permitié obtener material para extraer aceite esencial de follaje con floracion y sin floracion

para su andlisis de composicion.

Resultados de aceites esenciales: Cosecha Verano, follaje y plena fior
Cuadro 29 : Contenidos de los principales compuestos del aceite esencial de romero de verano

obtenidos en La Palma, Quillota y El Guindal, Los Andes

Muestra G/100gr de muestra en base recibida
Aceite

esencial

Hierba Estado Alfa Beta cineol canfor |borneol
fresca/seca fenolbégico pineno |pineno

N°1 seca Quillota Follaje 9,6 7,4 22,8 21,9 3,9
N°2 seca El Guindal Follaje 9,6 55 227 24 4 3,7

N°3 seca Quillota Plena floracion | 8,3 6,4 26,0 21,8 3,5
N°4 seca El Guindal Plena floracion | 9,1 57 19,7 23,8 3,7
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El aceite esencial extraido de muestras de romero (follaje y floracion) de la Estacion
Experimental El Guindal, durante el verano, presentaron menor cantidad de beta pineno y
mayor cantidad de canfor, con relacion a muestras provenientes de Quillota. La proporcion

entre compuestos es similar en ambas zonas.

Objetivo 8
Elaborar un Estudio de Mercado de Usos de antisépticos y antioxidantes naturales y sus
proyecciones futuras.

Informes entregados.

Extension Objetivo 1
Obtener un extracto seco de romero en invierno con a adicion de maltodextrina previo a Spray
Dry

Se obtuvo en dicierbre 2003 el extracto seco con maltodextrina, de acuerdo al procedimiento
descrito. Se procedio a realizar el analisis microbiolégico de la materia prima, con fecha 31-03-
2004 al 7-04-2004:

1.1 Resultados Analisis Microbiologico:

DESCRIPCION: Producto seco, en polvo, de color amarillo, sin particulas extranas visibles, sin

grumos, a granel.

(124)
Analisis Solicitados Especificaciones Resultados Céd. Met.
Rto. Total de gérmenes aerobios meséfilos..................... < 10 ufc/g.
Investigacion de Escherichia coli Negativo
Investigacion de Pseudomonas aeruginosa..................... Negativo
Investigacion de Staphylococcus aureus  ..................... Negativo
Recuento de Hongos y Levaduras < 10 ufc/g.

(3a3g)
Investigacién de Salmonella Negativo (3sd)

(C. 47/17)
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Cepas de Referencia Patrén: E. coli ATCC : 8739; Ps. Aeruginosa ATCC : 23389; St. aureus
ATCC : 6538; C. albicans ATCC : 10231; a. niger ATCC : 16404; Salmonella tiphy ATCC 8394.

Analisis microbiologico del extracto obtenido: Los resultados del analisis microbiolégicos
cumplen con las especificaciones de calidad. Estos resultados tambien demuestran que el
proceso de fabricacidén del extracto es bueno porque no se tuvo ninguna contaminaciéon durante

el proceso.

Extension Objetivo 2
Caracterizar el extracto seco de romero de verano e invierno-primavera en relacion a la

cuantificacion quimica de compuestos antioxidantes y el estudio de la dosis letal 50

1.Extracto seco de romero de verano (enero 2003)
Corresponde a la continuacion de los analisis del extracto obtenido en enero de 2003, y
presentado en el Objetivo n® 5, punto 1.4 (cuadro 23). Este extracto fue el que reunié los

mejores contenidos de los antioxidantes analizados.

Cuadro 30: Contenidos de antioxidantes en Extracto Seco de romero de verano de hierba

fresca (enero 2003)

Resultado en base recibida (gr/100 gr)

Tiempo (meses)

Acido camosico

Acido rosmarinico

Acido ursolico

0 8,1 40 p

10 5,56 3,8* p

17 55 3,8 p
P: presente ** - muestra de frasco recién abierto (sin analisis previos)

Dadas las razones expuestas en el punto 1.4 del Objetivo n® 5, sobre la conveniencia de hacer
los extractos secos a partir de materia prima seca (menor tiempo de concentracion), se continud

evaluando el extracto proveniente de hierba seca.



Cuadro 31: Contenidos de antioxidantes en Extracto Seco de romero de verano de hierba seca

(enero 2003)
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[ Resultado en base recibida (gr/100 gr)

Tiempo (meses) Acido carmésico* Acido rosmarinico Acido ursélico
0 9,0 4,2 Y
6 50 2,2 p
10 5,6* 3,9* p
10 6,0** 3,7 p
17 6,6 3,9 p
26 6,1 3.4 p

P : presente

* . muestra de frasco abierto previamente (con analisis previos)

** . muestra de frasco recién abierto (sin analisis previos)

De acuerdo a los resultados de analisis quimicos los extractos obtenidos en verano de 2003, a
los 6, 10, 17 y 26 meses la tendencia es mantener los altos niveles de los antioxidantes acido
carndsico y acido rosmarinico, bajo condiciones de almacenaje en recipientes de vidrio

herméticos, aislados de la luz y a 5°-10° C . El acido ursoélico aparece siempre presente.

Si se considera el transcurso del tiempo 0 hasta los 26 meses, la disminucién de los contenidos
de acido camaosico, de 9% a 6,1% y el acido rosmarinico, de 4,2 % a 3,4 %, corresponden a un

32,2 % y 19 % respectivamente.

La diferencia fisica que se percibe es que los extractos obtenidos a partir de follaje seco
generan un extracto levemente mas oscuro (tonos claros de verde-amarillo y verde-pardo) que
los proveniente de hierba fresca, pero no se evidencia una relacién entre la variacion de su

composicion y el color.

A los 10 meses se hizo una distinciébn en las muestras analizadas, de modo que se sacaron
muestras de frascos previamente muestreados y de frascos recién abiertos, lo cual tampoco

evidencié mayores diferencias.
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2. Extracto seco de romero de invierno-primavera (con maltodextrina)

Cuadro 32: Contenidos de antioxidantes en Extracto Seco de romero con maltodextrina (marzo
2004 - marzo 2005)

Resultado en base recibida (gr/100 gr)
Tiempo (meses) Acido camoésico* | Acido rosmarinico Acido ursélico
3 3.8 2.1 P
6 2,6 1,8 P
12 1,0 0,5 P
15 2,4 1,8 p
P : presente

El extracto seco se obtuvo en diciembre 2004 a partir de hierba seca. Los valores obtenidos en
este analisis nos permiten concluir que el proceso extractivo utilizado fue bueno ya que se pudo
extraer cantidades significativas de las sustancias activas. Generalmente se pude obtener el 80

% de las cantidades presentes en la droga vegetal.

Tanto el acido camésico como el acido rosmarinico presentan una disminucion de contenidos.
Desde el mes 3 al mes 15, el acido carnésico pasa de 3,8 a 2,4% (36% de pérdida) y el acido
rosmarinico de 2,1 a 1,8% (14,3% de pérdida), con una tendencia similar al resultado del
extracto seco de verano, donde el acido carnésico es afectado con una mayor pérdida en

relacion al acido rosmarinico.

3. Estudio de la dosis letal 50 (extracto con maltodextrina)

De acuerdo al INFORME DE TOXICIDAD ORAL AGUDA EXTRACTO DE ROMERO
PROYECTO CO00-1-A-071 EXTENSION, UCV-FIA, del Dr. Jaime Rodriguez. (Laboratorio de
Cultivo Celular, Facultad Ciencias de la Salud de la Universidad de Talca), los resultados

fueron:

En las 2 primeras horas siguientes a la administracién oral del extracto, 3 animales del grupo 1
presentaron alteraciones locomotoras, caracterizadas por temblor generalizado y dificultad para

desplazarse. En los dos dias siguientes murieron 2 animales del grupo 1 y 1 animal del grupo 2.
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Al final de los 14 dias de observacion, se obtuvo el siguiente recuento de animales muertos:

GRUPO N° de animales muertos
1 2
2 1
3 0
4 0
5 0
6 Control 0

Los pesos de los animales control y del grupo de dosis maxima (2,4 x 10" , al inicio y al final

del experimento fueron los siguientes:

GRUPO PESO INICIAL (g) PESO FINAL (g)
1 19,7 + 1,4 23,9+1,8
7 Control 19,5+ 1,5 24,2+ 16

El calculo de la DLsp utilizando el método de Litchfield y Wilcoxon dié un valor de 8,33 g/kg, lo

que permite afirmar que el extracto de romero estudiado es un producto que no ofrece peligro.
Dosis Letal 50: Los resultados obtenidos de este estudio concluyen que el extracto fabricado
es inocuo y que se puede seguir con la segunda fase del proceso, que es la formulacién del
producto a elaborar.

Extensién Objetivo 3

Evaluar el uso de un extracto seco de romero de invierno y verano sobre aceites y grasas.

Evaluacién de la acidez libre de distintas materias grasas que posteriormente se someteran al

extracto de romero (basada en % de acido graso oléico).



Materia grasa Acidez basado en % de Desviacién standard
acido oleico

Cerdo 0.4 0.01
Emu 0.08 0.007
Vacuno 0.4 0.01
Salmén 0.12 0.01
Aceite de Maqui 19.6 0.06
Aceite de Mosqueta 0.30 0.02

- Indice de Peroxidos (miliequivalentes de oxigeno activo/Kg de materia grasa) de estos

Materia Grasa Indice de Perdxidos Desviacion Standard
Cerdo 3.94 0.04
Emu 3.62 0.2
Vacuno 273 0.4
Salmén 5.53 0.07
Aceite de Maqui 11.46 0.37
Aceite de Mosqueta 6.49 0.15

* el aceite de Maqui se descarta por tener indices de calidad muy grandes.

Resultados Rancimat,

tiempos de

Induccion en horas,

concentraciones de ambos extractos al 0.1%.

aplicando

Materia grasa Blanco 0.1% G 0.1% R UCV
Cerdo 0.76 + 0.11 482 +0.22 11.73 + 0.65
Emu 1.23 + 0.084 6.33 + 0.27 13.3+0.15
Vacuno 1.58+ 05 6.88 + 0.29 20.1 +1.82
Salmoén <05 <05 <05
Aceite de Mosqueta 2.92 +0.015 3.38+0.09 3.53+0.18

Donde:

G ; corresponde al antioxidante comercial guardian

R UCV corresponde al antioxidante organico chileno.



- Aplicando concentraciones del 0.2% de Gy R UCV:

Materia grasa Blanco 02% G 0.2% R UCV
Cerdo 0.76 + 0.1 6.7 +0.5 16.8 +2.6
Emu 1.23 +0.084 9.33 +1.0 196 +07
Vacuno 1.58 + 0.5 76 +05 371 +3.2
Salmén <0.5 <05 0.71+0.036
Aceite de Mosqueta 2.92 + 0.015 3.8 +0.13 3.98 +0.14

- Aplicacién de ambos extractos al 0.5% para las materias grasas mas poliinsaturadas:

Materia grasa Blanco 02% G 0.2% R UCV
Salmoén <05 No dato 0.85 +0.087
Aceite de Mosqueta 2.92 +0.015 No dato 518+ 0.78

- Perfil de acidos grasos: Tesis

(V)

- Aplicacion del método de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) a los extracto de

romero organico UCV y Guardian.

Cuantificacion de los Principales Polifenoles (los picks mas signicativos) en el extracto chileno y

comercial, dependiendo del tiempo de retencion relativo al standard de acido carndsico.

Curva Standard de Acido Carndsico
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\Y Donde la Ecuacion resultante es:
\Y% A=9*10E6*X -34784, conunr?2=0.9998

\% donde A es el area que entrega el equipo y X es la concentraciéon de la muestra.

Con esta ecuacion de cuantificd los principales picks como por ejemplo:

- en guardian (G)

Epirosmanol 9.63
Camosol 14.15
Rosmadial 7.16
Ac. Carnésico 17.9
Total(mg/g de estracto) 48.8

- en Romero UCV ®

Carnosol 27.75
Ac. Camasico 44.04
Ac. Rosmarinico 215.9
Rosmanol 38.9
Total(mg/g de extracto) 326.7

Calculo que se obtiene interpolando en la ecuacion para luego llevarlo a la base con la cual se

inyecto la solucién de extracto al equipo HPLC.
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- contenido de tocoferoles en el aceite de rosa mosqueta:(concentracion promedio)

Tocoferoles

a

B

y

o

(ppm )

237.04

5.51

1222.97

29.58

- Aplicacién del método de Folin-Clocalteu al extracto de romero organico y comercial, para

medir fenoles totales.

Se realiz6 la curva en el espectrofotdmetro, obteniendo:

Y =0.069 X + 0.023

con un coeficiente de correlacién igual a 0.993

Donde Y es la Absorvancia (A) y X la concentracion

Una vez interpolada en la ecuacion se lleva a la base con la cual se preparé la solucién

a leer en el equipo. Dando los siguientes resultados:

Extracto Concentracion EAG mg/g de extracto
Romero ® 469.5 + 50.8
Guardian(G) 66.5+64

EAG ; equivalentes de acido galico.

Aplicacion de la segunda etapa, método de Folin-Clocalteu cuantificar los fenoles totales y

realizar una comparacion en el Rancimat por igual concentracién de fenoles totales para ambos

extractos.

- Se llevo el calculo a la misma base de fenoles totales al romero organico ® or Folin-

Clocalteu a la concentracion de guardian al 0.2%

Materia grasa 02% G = fenoles totales de
Romero ®

Cerdo 6.7 +0.5 408 +0.26

Emu 9.33 +1.0 3.9+0.11

Vacuno 76 +05 Tesis

Salmén <0.5 Tesis

Aceite de Mosqueta 3.8 +0.13 No dato

Ver Tesis para ampliar informacion de los resultados (Flores, 2004).
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6. Analisis econémico de la tecnologia que se desarrollo en el proyecto.

La tecnologia se desarrolld s6lo a escala semi-piloto, lo que implica costos que no son

aplicables a escala industrial, por ejemplo en la elaboracion del extracto con Spray Dry.

El proceso desde el material vegetal cosechado a la materia prima estandarizada se resume en:

Secado 30-35°C

sombra y ventilacion

Limpieza - Seleccién

Fractura de la Droga Seca

Extraccion con Solvente
(etanol / agua)
Clarificacion del Extracto

Concentracion Del Extracto

Proceso de Secado
Spray Dry

Follaje

Fresco de 30 kg hierba fresca
Romero

(—

Follaje Seco
8-10% 10 kg hierba seca molida

humedad

-

Material

Acondicionado 6,5 kg droga seca

6% residuo solido

(romero)

—

Extracto Liquido
Concentrado

(—

Extracto Seco 1 kg Extracto Seco Puro
(polvo)
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Costos de elaboracién de un kg de extracto seco puro (escala semipiloto)

$/unidad Volumen $ Total
Procesado

Materia prima| P 1$ 300 /kg 30 kg (seco) $ 9.000
fresca P 2 $ 500 /kg $ 15.000

Secado $ 40/ kg 30 kg (seco) $1.200 $1.200

limpieza, $ 2.000 6,5 kg (seco) $ 13.000 13.000
seleccion,
fractura

obtencion del $5.390 6,5 kg (seco) $ 35.000 35.000
extracto liquido
(proceso,
solventes, mano
de obra)

Proceso  Spray - - $ 103.800 $ 103.800
Dry

(para 60-70 It
minimo)

Costo $1 kg - - $ 162.000 $ 168.000
extracto seco

Costo USD (% - - USD $279,3 | USD $289,6
580,0)

El costo de obtencion del extracto seco de la investigacion fue de $ 162.000 por kg, donde el
principal costo corresponde al proceso de secado Spray Dry (sobre un 60 %). Este costo no es
comparable a lo que ocurre en los procesos industriales, ya que los altos volumenes que
evaporan bajan considerablemente los costos del proceso. Para determinar el costo real de
obtencion del extracto de romero, seria necesario hacer un escalamiento industrial de prueba.

En el mercado, un extracto seco de planta medicinal tiene un valor de USD $ 100-120 / kg".

Por otra parte, este es el costo de un extracto puro y no resulta comparable a los extractos que
se comercializan, los cuales tienen menos cantidad de compuestos antioxidantes y estan en

algun soporte liquido o sélido.

Respecto a proveedores internacionales de extractos antioxidantes de romero, tenemos los

ejemplos de las empresas Sabinsa Corporation, Danisco y Esencias Martinez Lozano. Los

* Fuente: Laboratorio Ximena Polanco
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productos que emplean romero pueden variar de acuerdo a sus usos. Por ejemplo, Sabinsa
Corp. ofrece extracto de rosmarinus estandarizado (6% de acido carnésico, 1% de &cido
rosmarinico y 1,5% de acido ursdlico), destacando sus propiedades para uso interno y externo
en la salud humana (antioxidante, antitumoral, antimutagénico), y precios de USD $ 65,00 el
producto + USD 20 envio / por kg, si se compra 5 kg. (no incluye gastos de importacion)”.

La empresa Danisco, proveedor de GUARDIAN, ofrece el producto como un antioxidante
natural para alimentos que contienen grasas y aceites, sin referencia a contenidos de
compuestos antioxidantes. Bajo la metodologia de quimica analitica aplicada en esta
investigacién, una muestra de GUARDIAN entregada por la empresa Prinal presentd
contenidos de 1,4 % de acido carndsico y 0,06 % de acido rosmarinico, verificando también la
presencia de acido ursolico. Esta no es suficiente informacion para comparar los antioxidantes
presentes, ya que como se evalud en los ensayos sobre aceites y grasas, Guardian presento

otros compuestos antioxidantes (epirosmanol, carnosol, rosmadial) ademas del acido carnésico.

La empresa espanola, Esencias Martinez Lozano, ofrece al menos tres productos en polvo,
liquido y en pasta (soportes maltodextrina, propilenglicol y aceite vegetal), recomendados
principalmente para usar en productos alimentarios grasos de origen animal o vegetal. Los
productos, ofrecidos como antioxidante alimentario, son desodorizados (excluyen aceites

esenciales, canfor) y quitan casi la totalidad de la clorofila.

El producto obtenido por Spray Dry pierde sus aceites esenciales, pero quedan residuos con
aroma y mantiene un color amarillo — verdoso palido. Seria necesario desde el punto de vista
del producto terminado y de las empresas interesadas, estudiar caracteristicas especificas que
les interesen, por ejemplo si el producto debe o no contener clorofila, si debe desodorizarse,
etc., lo cual requiere mas investigaciéon. También se debe ver la conveniencia de mantener la

caracteristica de ser un potencial aditivo para la elaboracion de productos organicos.

www.sabinsa.com

www.danisco.com

http://personales.larural.es/esencloz/

* Fuente: Cotizacién via fax.
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7. Problemas enfrentados durante la ejecucion del proyecto (legales, técnicos,

administrativos, de gestion) y las medidas tomadas para enfrentar cada uno de ellos.

Técnicos

1 Aumentar la poblacién de un clon seleccionado de tomillo.
Para este objetivo, la propagacion invernal presento lenta formacion de raices, luego se

postergé el inicio de las mediciones hasta la semana 11, extendiendo el periodo por dos meses.

La pérdida del invernadero y camas tecnificadas de propagacioén, a causa de la salida de un
estero e inundaciones (invierno 2002) limitd la ejecucion de un tercer ensayo de propagacion

con diseno experimenta.

2 Determinar la composicion quimica y porcentaje de aceites esenciales en tomillo bajo tres

eépocas de cosecha y dos estados fenologicos.

La heterogeneidad en la apertura de las flores dentro de la misma planta implicé reducir de tres

a dos estados fenologicos: follaje y plena floracidon, para las evaluaciones.

4 Caracterizar los principales componentes quimicos (antioxidantes) de la materia fresca,

materia seca en romero durante el ano y de aceites esenciales de acuerdo a su floracion

La extension del periodo de validacion de protocolos de extraccion y analisis de los
compuestos antioxidantes (&cido rosmarinico, acido carnésico y acido ursoélico), generd un

atraso en el primer muestreo (verano) y su traslado a la proxima temporada.

5 Comparar los principales componentes quimicos de materia fresca, materia seca, extracto

seco y aceite esencial de romero

La elaboraciéon del extracto necesitd de numerosas pruebas y evaluaciones del proceso de
obtencion que no estaban contempladas en un comienzo porque no se sabia el comportamiento
que tendria el romero ni el comportamiento de los compuestos antioxidantes. Esto significo
redistribuir los analisis de antioxidantes, y no realizar aquellos muestreos de los cuales ya

teniamos antecedentes previos.
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El método Gravimétrico empleado para evaluar contenidos de acido ursolico en follaje fresco y
seco, no fue adecuado para cuantificar este compuesto en el extracto seco (polvo) puro o con

maltodextrina. El analisis en este caso se realizd para detectar su presencia.

Periodo de Extension:

Se presentaron dificultades para emplear estufa a temperatura controlada de 40? y constante.
No se pudo disponer de una estufa en forma exclusiva para los extractos durante los 15 meses,
como se propuso inicialmente. El elevado costo de una estufa para uso exclusivo no permitié
resolver esta situacion. Se pudo prescindir del estudio de estabilidad acelerado (40°C) para los

fines de la extension del proyecto.

Gestion
Problemas para la adquisicion de equipo de destilacién inicialmente cotizado (Estados Unidos)
derivaron en la necesidad mandar a construir un equipo a una empresa de la regién, resultando

uno de mayor capacidad de procesamiento.

La participacion de empresa Prinal (abastecen de aditivos alimentarios a diversas empresas)
consistié en aportar el extracto comercial GUARDIAN (base antioxidantes de romero) de origen
espanol, para analizarlo quimicamente y compararlos al extracto de romero chileno. Aun
cuando el extracto de la investigacion tiene una actividad antioxidante superior al que ellos
utilizan, como aditivo antioxidante les interesa un extracto desodorizado, caracteristica que no
tiene el extracto seco obtenido. Tampoco hicieron distincidbn en el origen no sintético para
productos organicos, ya que en sus procesos industriales mezclan aditivos de distinto origen
para abastecer a empresas de alimentos (cecinas, etc.). Luego, no continuaron participando de

esta iniciativa.

Para subsanar la ausencia de participacién de empresas se continud, en la segunda parte del
proyecto, con la participacion directa (Asociada) del Laboratorio Ximena Polanco, el cual
elaboro varios productos que incluyen extracto de romero y que estan en etapa de promocion y
ventas (Romos-suplemento alimentario, mermeladas, chocolates y cremas cosméticas).

También se entregd extracto a la empresa Nestlé para que lo evaluaran en sus laboratorios.
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8. Calendario de ejecuciéon (se adjunta en Anexo 9) y cuadro resumen de costos del

proyecto.

8.1 Financiamiento Solicitado a FIA (primera etapa)

Cuadro Resumen (MODIFICADO 6/1/03) desglosado por item y por afo

item de Gasto Aino Afio Aro Ano Aifo TOTAL
0 1 2 3 4

EQUIPAMIENTO 0 0 0 0 0
RECURSOS HUMANOS 1.912.000 14.302.080 12.667.700, 5.786.816 34 .668.596
[IMOVILIZACION 100.000 624.000 566.301 0 1.290.301
MATERIALES E 350.0000 1.352.000 1.146.496 232.917 3.081.413
INSUMOS
SERVICIOS DE 1.090.000 832.000 2.006.368 1.090.554 5.018.922
TERCEROS
DIFUSION 0 176.800 183.872 597.459 958.131
GASTOS GENERALES 4222000 2.118.688 2.070.940, 1.198.155 5.809.983
IMPREVISTOS 193.711 976.518 942.705 27.892 2.140.826
SUBTOTAL 4.067.911| 20.382.086 19.584.382] 8.933.793 52.968.172
ADQUISICION DE 1.870.817 0 0 179.978 2.050.7959
EQUIPOS
SUBTOTAL 1.870.817 0 0 179.978 2.050.79

OTAL SOLICITADO 5.938.728 20.382.086 19.584.382] 9.113.771 55.018.967




8.2 Financiamiento Solicitado a FIA (segunda etapa)

Cuadro Resumen desglosado por item y por afno
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item de Gasto Ano Aiio TOTAL
4
EQUIPAMIENTO 0 0 0
RECURSOS HUMANOS 4.441.976 624.000 5.065.976
MOVILIZACION 350.000 343.200 693.200
MATERIALES E INSUMOS 180.000 0 180.000
SERVICIOS DE TERCEROS 2.204.979 370.483 2.575.462
DIFUSION 0 1.040.000 1.040.000
GASTOS GENERALES 1.479.043 858.453 2.337.496
IMPREVISTOS 432.800 161.807 594 607
TOTAL SOLICITADO 9.088.798 3.397.943 12.486.741

Los gastos realizados durante la ejecucion del proyecto se realizaron acorde a las actividades

programadas y ejecutadas, sin imprevistos.



9, Difusion de los resultados obtenidos

Publicaciones no hay.
Se realizaron diversas actividades de difusién durante el transcurso del proyecto (periodo
Noviembre 2000 - Mayo 2003 y Junio 2003 — marzo 2005)

1. Participacion durante el dia abierto (octubre 2002-2003) de la Facultad por medio de un
panel y visita a las parcelas experimentales. Durante ese dia la Facultad recibe alrededor de

1.500 personas, en su gran mayoria agricultores.

2. Recepcion periodica de visitas a la Facultad y los ensayos; son Grupos organizados que

solicitan visitar [as plantaciones.

Visita representantes de Ceader Leaf, Canada, de agricultores o interesados en el area,
representantes de Fundacion Chile, representantes de MIFA (Asociaciéon de Aroma terapeutas

de Inglaterra) y de Médicos Descalzos, durante la primera parte del proyecto.

3. Presentacion de resultados en el Congreso Agronémico y otros encuentros de difusion.
Presentacion de Poster/resumen:

MOREND, L. FREDES, C. y VERDUGO, G. 2002. Caracterizacion estacional de principios
antioxidantes de romero (Rosmarnnus officinalis) en Quillota, V Regién. 53° Congreso
Agronémico de Chile. p. 142. Fac. de Agronomia, Universidad Catolica de Valparaiso. Quillota.
Chile. (Resumen) Proyecto FIA C-00-1-A-071. Simiente 72 (3-4) julio-diciembre.

Presentacion de Poster con antecedentes basicos del Proyecto en el "Encuentro Plantas
Medicinales y Aromaticas, Mercado y Calidad" organizado por FIA y realizado en Talca el 31 de
mayo de 2001.

4. Charla de Avance de resultados del proyecto: nov. 2002, en La Facultad de Agronomia
PUCV. Periodo: noviembre 2000- noviembre 2002.

Se adjunta la informacién entregada en Anexo 6

5. Charla Final de difusién de resultados proyecto: Actividad de difusién conjunta con la

empresa participante, Laboratorio Ximena Polanco. Periodo noviembre 2000-marzo 2005.
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INVITACION

La Facultad de Agronomia de la Universidad Catélica de Valparaiso, laboratorio Ximena
Polanco y la Fundacién para la Innovacion Agraria le invitamos cordialmente a un encuentro
sobre produccion y usos de antioxidantes y antisépticos naturales desarrollados en la ejecucion
del proyecto FIA “Obtencién y caracterizacién de aceites esenciales, extracto seco y materia
seca de Rosmarinus officinalis y Thymus vulgarns, provenientes de cultivos organicos y sus
aplicaciones en poscosecha e industrializacion de alimentos”. Se expondra sobre produccion de
principios activos, costos de produccion, usos y aplicaciones industriales.

La actividad es sin costo, se desarrollara el 30 de marzo entre las 15 y 18 horas en el Hotel
Torre Mayor ubicado en Ricardo Lyon 322, metro estacion Los Leones, rogamos confirmar la
asistencia al fono 32-274514 ( Angela) o al mail gverdugo@ucv.cl

PROGRAMA:

15:00 Entrega Carpetas

15:15 INTRODUCCION : Gabriela Verdugo

15:30 DESCRIPCION Y RESULTADOS DEL PROYECTO : Ligia Morend; Carolina Fredes
16:30 Café y presentacion de productos

17:00 RESULTADOQOS TESIS: Marcos Flores

“ Evaluacion de Extracto de Romero Organico (Rosmannus officinalis) Producido en Chile Como
Antioxidante Natural Aplicado en Bases Grasas Animales y Vegetales™

17:30 COMENTARIOS Y ALCANCES FUTUROS : Ximena Polanco

Se adjunta la informacion entregada a los asistentes en ANEXO 6.
10. Impactos del proyecto

Al final de la investigacibn se cuenta con un clon de Thymus vulgaris caracterizado
quimicamente, que contiene sobre un 20 % de timol en su aceite esencial lo que lo hace
interesante como antiséptico. Los resultados indican que el efecto de la aplicacion de aceite
esencial de tomillo en solucion en poscosecha de esparragos y radicchios es una alternativa
real a la utilizacién de tratamientos con hipoclorito de sodio, en especial en sistemas de
produccion organica aportando un gran beneficio a la salud de los operarios y al medio

ambiente.

La especie Rosmarnnus officinalis seleccion Limache también esta caracterizada quimicamente

por su aceite esencial y sus antioxidantes. La presencia de los tres compuestos antioxidantes
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durante todo el afo y la validacion de su uso como antioxidante en materias grasas y aceites le
permite un regular abastecimiento de materia prima y la hace una fuente importante y accesible

de este tipo de productos.

Los contenidos de antioxidantes (ac. Rosmarinico, ac. Ursdlico, ac. Carnésico) detectados en el
extracto seco, la calidad fisico-quimica y su estabilidad en el tiempo, ademas de sus
propiedades medicinales y antioxidantes permiten una amplia diversificacién de usos y
elaboracion de nuevos productos. Otro aspecto interesante es que el extracto antioxidante es
compatible con los criterios de elaboracién de productos ecolégicos y un potencial aditivo en

este tipo de productos.

En resumen la investigacion valida el uso antiséptico / antioxidante de las especies tomillo y
romero, para un mejor aprovechamiento industrial (alimentos, cosmética, fitofarmacia), obtiene
productos naturales que pueden sustituir substancias sintéticas o de riesgo para la salud y
permite destacar las propiedades de estas especies para su uso en la salud humana
(antisépticas, antioxidantes, antimutagénico, antilipoperoxidante, antitumoral, antiinflamatorio,
etc.). Desde el punto de vista agricola es una investigacion agricola dirigida a la industria, con

una materia prima caracterizada quimicamente desde la planta.

Como parte del proceso de Difusion se espera que los resultados y conclusiones aportados en
la presentacion de resultados, constituyan una base de informacion que interese a empresas
del rubro alimentario, fitofarmacéutico y cosmético para la utilizacion de estas especies
vegetales seleccionadas y caracterizadas, en la elaboracion de nuevos productos, y sean
consideradas como fuente de interesantes principios quimicos de origen natural, sustitutos de
substancias sintéticas empleadas en la conservacion de alimentos y con alto potencial
fitofarmaceéutico y dermocosmético. Se espera en forma concreta que este resultado entregue
alternativas viables a la actual necesidad de la industria alimentaria de sustituir substancias
sintéticas antioxidantes que son adicionadas en los alimentos, por ejemplo en la elaboraciéon de
productos para nifios y que tenga un efecto fomentando el empleo de antisépticos naturales en
las practicas agricolas de poscosecha, especialmente si existe interés en desarrollar la cadena

de produccion organica para un determinado rubro.

El Proyecto en término de impactos futuros, propone cambios en los habitos de consumo de los

alimentos, eventualmente, la eliminacidén de sustancias de riesgo de los alimentos y del
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medioambiente, trae el mayor beneficio para la salud humana. Desde el punto de vista
fitofarmacéutico, nutracéutico y dermocosmético también fomenta el empleo de extractos
provenientes de selecciones vegetales caracterizadas e identificadas quimicamente, como

parte de un proceso de estandarizacion del producto final.

11. Conclusiones y Recomendaciones

La especie aromatica Thymus vulgans se puede propagar via vegetativa sin dificultades,
durante la época de primavera-verano, bajo condiciones ambientales con humedad controlada
(mist). El uso de hormona enraizante (IBA) favorece la longitud de raices en estacas herbaceas
y semilefiosas. La propagacion vegetativa se recomienda para mantener las caracteristicas del

clon seleccionado.

El tomillo seleccionado obtuvo un maximo rendimiento de timol en cosechas de verano, en
estado de plena floracion (23,4-24,4 % de timol y 1,35 % de aceite esencial). El periodo mas
adverso es pleno invierno. Aunque no constituye un quimiotipo tipo timol, el contenido sobre un
20 % permitié su aplicacién como antiséptico sustituto del cloro en tratamientos de poscosecha

de esparragos y radicchios.

Los resultados de los ensayos en esparragos y en radicchios indicaron en términos generales,
que el efecto de la aplicacion de aceite esencial de tomillo en solucion es comparable a la
utilizacion de tratamientos basados en hipoclorito de sodio. Las concentraciones utilizadas, no
afectaron el aroma ni causaron fitotoxicidad, lo que permitiria la formulacion de un producto
antiséptico industrial, previo estudios especificos sobre cepas de patdogenos de poscosecha y
de toxicidad en humanos. Esto significa una alternativa efectiva para productores de estos

rubros, especialmente bajo sistema de produccién organico.

En Rosmarninus officinalis seleccion Limache se identificaron los tres antioxidantes en estudio,
el acido rosmarinico, el acido carnésico y el acido ursdélico, comprobandose lo indicado en
bibliografia. Los compuestos estuvieron dentro de los rangos esperados para la especie.
Ademas del genotipo de las plantas, se observd que los contenidos de antioxidantes estan
influenciados por las estaciones del afo, los procesos de secado de la hierba fresca, de

obtencién de extractos (uso de alcohol, temperaturas, luz) y las condiciones ambientales (luz,
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temperatura, aire y humedad) en su conservacion. También es relevante el método analitico

empleado para los analisis de composicion.

La evaluacién de las cuatro temporadas concluyo que los tres compuestos antioxidantes estan
presentes durante todo el ciclo anual, tanto en hierba fresca como hierba seca (follaje). El acido
rosmarinico mantiene un rango estable (0,49-1,3%), el acido carndsico aumenta hacia
primavera-verano (5,6%), con un minimo en inviemno (2%), y el &cido ursdlico tiene un
comportamiento irregular, con un minimo en verano (3,7%) y alzas en primavera (6,43%) y
otofio (11-13 %). El acido rosmarinico se presentd como el mas sensible al proceso de secadoy

el acido carndsico el menos sensible.

Los aceites esenciales de romero evaluados en verano, otono y primavera, en estado de follaje,
inicios de floracion y plena floracion dieron 2,7 a 3,5 % de aceite esencial sobre hierba seca y
se observd que los compuestos analizados mantienen su proporcion entre ellos: a y b pineno
15-21,7% ; cineol: 22,8-26,9 % ; canfor: 15,2-26 % ; borneol: 1,2-4.8%, constituyendo un 62,8-
71,5% del aceite esencial. El % de aceite esencial fue alto con relacion a antecedentes
bibliograficos. Contenidos sobre un 40-50 % de canfor+cineol también le da caracteristicas

antisepticas.

El cultivo de romero en condiciones de clima mediterraneo (Los Andes) reveld un buen
comportamiento de la planta bajo condiciones mas extremas de temperatura (-6°C) en invierno.
La floracion se concentré en primavera-verano, a diferencia de floraciones invernales en los
cultivos de Quillota. Sus aceites esenciales mantienen la proporcion de los componentes ay b

pineno, cineol, canfor y borneol, con ligera disminucion del b-pineno y aumento del canfor.

El extracto seco de romero obtenido por Spray Dry dio resultados promisorios. El extracto
elaborado a partir de hierba seca, en verano, alcanzé los mas altos niveles de antioxidantes
(9% de acido carnosico y 4,2 % de acido rosmarinico), atribuido a una optimizacion del proceso.
El proceso de fabricacion del extracto requirid de condiciones controladas, con una minima
exposicion a la luz y al solvente etanol. Asi mismo se verifico la presencia de acido ursélico en

todas las muestras.

Respecto al extracto de romero, no se encontraron efectos significativos con relacion a los

testigos, en las aplicaciones sobre palta y chirimoya (estado de pulpa y troceada). El rol
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antioxidante del romero no estaria relacionado al pardeamiento enzimatico y tampoco seria,

bajo estas condiciones experimentales, una alternativa viable para solucionar este problema.

Los resultados en la segunda parte de la investigacion son positivos tanto para la elaboracion

de materia prima estandarizada, como para el uso del extracto en aceites y grasas.

Se obtuvo un polvo seco, amarillo, sin grumos, homogéneo y aromatico. El extracto seco con
adicion de maltodextrina cumplio con las especificaciones de calidad microbiolégica y el estudio
de Dosis Letal 50 demostré que el extracto fabricado es inocuo y no ofrece peligro. Presentd
buenas caracteristicas fisicas, organolépticas, quimicas, de estabilidad y facilidad de manejo, lo
que permitiria la formulacion de un producto. El extracto fue estandarizado a escala semi-piloto

y se obtuvo una materia prima adecuada para usos cosméticos y fitofarmaceéuticos.

Se presentd una disminucion de los compuestos antioxidantes en ambos extractos, en periodos
largos de almacenaje en envases herméticos y aislados de la luz y la humedad. Las bajas
temperaturas (5-10 °C) favorecieron la permanencia de los compuestos antioxidantes
estudiados con relacion a temperaturas ambientales. Es asi como se obtuvo una disminucién
de 9 a 6,1 % (32,2%) del acido carndsico y de 4,2 a 3,4 % (19%) del acido rosmarinico en el
extracto puro, en un periodo de 26 meses a 5-10°C. A diferencia de esto, el extracto con
maltodextrina, presentd una disminucién de 3,8 a 2,4 % (36%) del acido carndsico y de 2,1 a
1,8 % (14,3%) del acido rosmarinico en un periodo de 15 meses a temperatura ambiental. El

acido urséblico se detecto en todas las muestras.

El extracto de romero presenté buen comportamiento antioxidante sobre aceites vegetales (rosa
mosqueta) y grasas animales (cerdo, vacuno, emu), con una accidon comparable a extractos
comerciales. La diferencia que se observa en los resultados de analisis quimicos (acido
rosmarinico y acido carnésico) del extracto de verano de 2003 con relacién a los ensayos en
grasas y aceites se atribuyeron a los métodos analiticos empleados y al tiempo transcurrido
entre la obtencion del extracto y su aplicacion (2004). Aun asi el extracto de romero mantuvo
una alta cantidad de polifenoles (siete veces mayor al comercial), y presentd actividad
antioxidante, dos veces superior en aceite de emu y grasa de cerdo y tres veces superior en

grasa de vacuno, comparado con extracto comercial.
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12 Otros aspectos de interés

Se ha continuado con extracciones de aceite esencial mediante arrastre con vapor de agua,
proporcionando este material para tesis en el area de poscosecha (Facultad de Agronomia) y

su utilizacion en peces (Facultad de Ciencias del Mar), para su evaluacion como antiséptico.

Estda en proceso de formulacion un proyecto para emplear el romero en peces, por sus

propiedades antioxidantes y medicinales (Facultad de Ciencias del Mar)
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Nombre (1) Referencia: parte %l/parte de la planta (2)Investigacion seleccidn Limache {(4)Investigacién ecotipos espafioles
compuesto de la planta/ppm % (Gr/100 gr) en base seca
(3) Extraida de (3) Extraida de “El Bebedor” “Casagrande”
muestra fresca muestra seca
Acido Planta: Sin Planta: Sin Otofio: 1,978 % Otofio: 4282 % - -
carnoésico informacién informacion Invierno: 3,266 % Invierno: 3,718 % Invierno: 0,09 Invierno: 0,48
Primavera: 5,183 % Primavera: 4,803 % Primavera: 0,56 Primavera: 1,60
Verano: 4753 % Verano: 5632 % Fines Verano: 1.77 Fines Verano: 0,70
Carnosol Hojas: Hojas: Invierno: 1,75 Invierno: 2,17
530 - 9.803 ppm 0,053 -0,98 % Primavera: 1,28 Primavera: 3,57
Fines Verano: 1,45 Fines Verano: 1,56
Acido Hojas: 3.500 ppm Hojas: 0,35 % Otofio: 0,791 % Otofio: 0,528 % - -
rosmarinico | Planta: 25.000 ppm | Planta: 25%  Tlinvierno: 1,288 % Invierno: 0,594 % Invierno: 0,98 Invierno: 2,46
Brotes: 13.500ppm Brotes: 1,35 % Primavera: 1,014 % Primavera: 0,490 % Primavera: 0,82 Primavera: 0,43
Cultivo de tejido: Cultivo de tejido: i i
Verano: 0,807 % Verano: 0,572 % Fines Verano. 4,63 Fines Verano: 4,88
38.957 ppm 3,89 %
Acido ursélico | Planta: 28.000- [Planta: 2,8—-4,1% Otofio: - Otofio: - - -
41.000ppm Brotes: 0,002 % Invierno: 8,222 % Invierno. 5,830 % - -
Brotes: 20 ppm

Primavera: 13,52 %

Primavera: 6,427 %

Verano. 3,677 %

Verano: 3,935 %

(1) DUKE, J. (2000) Chemicals and their Biological Activities in Rosmarinus officinalis L. Phytochemical

Database. Beltsville Agricultural Research Center, Beltsville, Maryland. U.S.

and Ethnobotanical

(2) muestras de follaje con algunas sumidades en flor, de brotes terminales de 30 — 40 cm en otofio, invierno, verano; sélo follaje en

primavera

(3) Extraida con doble extraccion

(4) 2° extraccién




ANEXO 2. Analisis de acido ursolico en extractos de romero y productos derivados

UNIVERSIDAD TECNICA
FEDERICO SANTA MARIA

Andlisis de acido ursdlico en extractos de romero y productos derivados :

El andlisis de dcido ursdlico en extracto de romero y otras formulaciones , generados
durante este estudio , adolece de imprecisiones por las razones que se indican :

- El 4cido ursdlico no presenta absorcion significativa en el rango ultravioleta-
visible ; por lo tanto su deteccién espectrofotométrica carece de sensibilidad.

- Sicon el fin de aumentar la posibilidad de deteccion mediante HPLC ; se utiliza una
alta cantidad de muestra , los otros componentes de la muestra se superponen a la
sefial del dcido ursélico, impidiendo su deteccion.

- Ademas, si se usan grandes cantidades de muestra , al inyectar la porcion de prueba
en el cromatografo HPLC , se produce saturacion de la columna analitica y gran
deterioro.

- Por las razones anteriores , se ensayd un procedimiento para la cristalizacion y
estimacion del contenido de acido ursdlico mediante gravimetria ( en pequeiia
escala) . este procedimiento produjo valores aceptables , al tratarse de extractos de
plantas ( hojas) ; pero no puede aplicarse a muestras basadas en maltodextrinas ,
por cuanto no se puede eliminar esta Gitima en forma sencilla , obteniendo
contenidos de acido ursélico distorsionados y excesivamente altos .

Otros medios de deteccion , como por ejemplo HPTLC ( cromatografia de placas de alta
resolucion automatizada) , no esta disponible en nuestro laboratorio.

[l

UNIVERSIDAD TECNICA FEDERICO SANTA MARIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

S2AVIS.03 ANALTISSL

Valparaiso, 22 de Marzo de 2005

UNIVERSIDAD TECNICA FEDERICO SANTA MARIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
SCRVICIOS ANALITICOS
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ANEXO 3. Estudio Rancimat del Extracto de Romero Seco

UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE LOS ALIMENTOS Y TECNOLOGIA QUIMICA

LABORATORIO DE QUIMICA DE ALIMENTOS Y MATERIAS GRASAS
VICUNA MACKENNA N° 20 - FONOS: 6781647 - 6781625 - FAX: (562)2227900 - CASILLA 233

INFORME
N° Interno : 23/2003
Solicitante : Srta. Carolina Fredes
Atencion : Srta. Carolina Fredes
Analisis solicitado Anélisis de estabilidad determinado por método Rancimat
Fax:
.
ll. Tiempo de Inducciéon medido en Horas a 110° C
MUESTRA T.L (hs.)
Aceite de Rosa Mosqueta — Blanco — 5.38 +/-0.01
Aceite de Rosa Mosqueta + 200 ppm Palmitato de Ascorbilo 8.92 +/- 0.01
Aceite de Rosa Mosqueta + 900 ppm Oxynex LM 8.18 +/- 0.01
Aceite de Rosa Mosqueta + 0.2 % de Extracto de Romero Chileno 7.27 +/- 0.01
Aceite de Rosa Mosqueta + 0.4 % de Extracto de Romero Chileno 7.92 +/- 0.01
Aceite de Rosa Mosqueta + 0.2 % Extracto de Romero Importado, 7.11 +/-0.01
marca comercial “Guardian”
Aceite de Rosa Mosqueta + 0.4 % Extracto de Romero Importado, 7.42 +/- 0.01
marca comercial “Guardian”

Observaciones:
El extracto de romero nacional que se presenta en forma de polvo dispersable en aceite en la
concentracion de 0.4% presentd mejor proteccion del aceite de rosa mosqueta refinado en

relacion al extracto de romero importado (Guardian) usado en la misma concentracion.

El mismo comportamiento se aplicO para el extracto de romero chileno en comparacion con el
importado en a concentracion de 0.2%.

Conclusion:

El producto chileno se comporté como un buen antioxidante natural.



Fue superado por el antioxidante Oxynex LM y la adicion de 200 ppm de Palmitato de
Ascorbilo al mismo aceite de rosa mosqueta.

Prof. Lilia Masson S.
Quimico Farmacéutico
Laboratorio de Quimica de Alimentos y
Materias Grasas

Santiago, Abril 29 de 2003 -

ANEXO 4. Estudio Microbiologico

BOLETIN DE ANALISIS

Santiago, 12 Abril de 2004

Muestra Condecal : Y-4430 Lote o Serie: 126193

Registro ISP L e

Nombre del Producto : EXTRACTO SECO ROMERO (Proyecto FIA-UCV)

Solicitado por : LABORATORIO HOMEOPATICO XIMENA POLANCO/
UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO

Procedencia : — Tamarfio Envase: A granel

Fecha Elaboracion : —— Fecha de Vencimiento: ----

Tamafio Lote : —- Tipo de Muestra: Materia prima

Total Muestras Recibidas X 02 Frascos (42 g. aprox.)

Fecha Recepcién: 26/03/04
Nombre del Fabricante : Laboratorio Ximena Polanco

Condiciones de Almacenamiento —_
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Fecha Inicio: 31/03/04 Fecha Término: 07/04/04
Tipo de Analisis: Microbiologico

DESCRIPCION: Producto seco, en polvo, de color amarillo, sin particulas extranas visibles, sin
grumos, a granel.
(124)

Analisis Solicitados Especificaciones Resultados Céd. Met.
Rto. Total de gérmenes aerobios mesdfilos ..................... < 10 ufc/g.
Investigacion de Escherichia coli Negativo
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Investigacién de Pseudomonas aeruginosa ..................... Negativo
Investigacién de Staphylococcus aureus ... Negativo
Recuento de Hongos y Levaduras < 10 ufe/g.
(3a3g)
Investigacion de Salmonella Negativo (3sd)
(C. 47/17)

Cepas de Referencia Patrén: E. coli ATCC : 8739; Ps. Aeruginosa ATCC : 23389; St. aureus ATCC : 6538, C.
albicans ATCC : 10231; a. niger ATCC : 16404, Salmonella tiphy ATCC 8394.

Nota: Esta muestra no puede ser calificada debido a que no se cuenta con la especificacion
correspondiente, la que debe ser proporcionada por el cliente.

-0-

CCH/TS/MUUmo
Dra. Q.F. Teresa Ramelli B.
Director Técnico
CONDECAL LTDA.

El presente dictamen de resultados solamente da fe de la muestra recibida y analizada
Alberto Riesco 0245 — Huechuraba — Fono: 56-2-6252517 — Fax: 56-2-6261954 ~ E-mail: condecaligictoreima. el —voww condecal ol
Santiago-Chile

ANEXO 5. Estudio Dosis Letal

INFORME DE TOXICIDAD ORAL AGUDA EXTRACTO DE ROMERO, PROYECTO C00-
1-A-071 EXTENSION, UCV-FIA

El estudio se realizd con ratones machos CF-1 adultos (18-21 g), comprados en el Instituto de
Salud Publica de Chile. Los animales fueron separados en 7 grupos de 8 individuos cada uno y
dejados en ayuno por 24 horas. Luego del ayuno, los animales recibieron en forma oral, por
intubacion gastrica, 1 mL/100 g de las siguientes suspensiones del extracto en estudio en 12 %
Tween 80:

GRUPO 2. Dosis Extracto (g/kg)
1 5

2 2.5

3 1,25

4 0,6125

5 0,3

6 Control vehiculo
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El grupo N° 6 recibio 1 mL/100 g de la solucion en que fue suspendido el extracto (12 % Tween
80).

Los animales fueron observados cada 15 min durante la primera hora, luego cada media hora
durante las dos horas siguientes, luego a las 6, 8 y 12 horas post-tratamiento y luego un vez por
dia durante 14 dias. Durante los 14 dias post-tratamiento los animales tuvieron acceso a
alimentacion y agua, y fueron mantenidos en un bioterio a 22 °C y con ciclos de luz/oscuridad de
12/12 h.

En las 2 primeras horas siguientes a la administracion oral del extracto, 3 animales del grupo 1
presentaron alteraciones locomotoras, caracterizadas por temblor generalizado y dificultad para

desplazarse. En los dos dias siguientes murieron 2 animales del grupo 1 y 1 animal del grupo 2.

Al final de los 14 dias de observacion, se obtuvo el siguiente recuento de animales muertos:

GRUPO 3. N° de animales muertos

I

2

3

4

5

S| | O || =N

6 Control

Los pesos de los animales control y del grupo de dosis maxima (2,4 x 10'’) | al inicio y al final
del experimento fueron los siguientes:

GRUPO PESO INICIAL (g) PESO FINAL (g)
1 19,7+ 1,4 23,9+ 1.8
7 Control 19,5+ 1,5 242+ 1,6

El calculo de la DLsg utilizando el método de Litchfield y Wilcoxon dié un valor de 8,33 g/kg, lo
que permite afirmar que el extracto de romero estudiado es un producto que no ofrece peligro.

Dr. Jaime Rodriguez Carvajal
Laboratorio de Cultivo Celular
Facultad Ciencias de la Salud
Universidad de Talca
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ANEXO 6. Presentaciones

Obtencién y caracterizacion de aceites esenciales, extracto seco y materia seca de Rosmarnnus
officinalis y Thymus vulgans, provenientes de cultivos organicos y sus aplicaciones en

postcosecha e industrializacién de alimentos, Proyecto FIA C-00-1-A-071

Presentacion Resultados finales: Ligia Morend, Ing. Agr., Carolina Fredes Ing. Agr.,
Gabriela Verdugo Ing. Agr., Marzo 2005

Presentacion Avance de Resultados: Ligia Morend, Carolina Fredes, Facultad de
Agronomia. Noviembre 2002

Presentacion: Marcos Alexis Flores Garcia, Marzo 2005

Presentacion Ximena Polanco, Laboratorio Ximena Polanco, Marzo 2005



Obtencion y caracterizacion de aceites esenciales, extracto seco y materia seca de
Rosmarinus officinalis y Thymus vulgaris, provenientes de cultivos organicos y sus
aplicaciones en postcosecha e industrializacion de alimentos
Proyecto FIA C-00-1-A-071

Ligia Morend Ing. Agr.
Carolina Fredes Ing. Agr.
Gabriela Verdugo Ing. Agr.

Torre Mayor, Santiago, 30 de marzo de 2005

Identificacion del problema a resolver

»

-
' d
»

Escaso consumo nacional hierba fresca
hierba seca
Familia Lamiaceae rica en antioxidantes
Necesidad de sustituir aditivos sintéticos en los alimentos
Mercado alternativo de productos naturales
Informacién de investigaciones anteriores FIA 014/94

Rosmarinus officinalis
Romero

'

Centro de origen: Originario de la zona costera rocosa, con suelo calcareo, del
Mediterraneo y de Africa.
(Muller, 1999; Ruehlemann, 2002)
Descripcion botanica: Planta siempre verde, lefosa, subarbustiva, con hojas de color
pardo y pubescentes en estado juvenil. La longitud de las hojas varia entre 15 y 40
mm, son estrechas, perennes opuestas, sésiles, lanceoladas, con los bordes enteros,
de color verde brillante y coridceas, algo granulosas por el haz, suaves y blanquecinas
por el envés. La planta puede medir hasta 1,8 m de altura y vivir mas de 10 afos. Las
flores pequenas, bilabiadas y de color azulado, aparecen desde fines de primavera
hasta principios de verano.
(Munoz, 1996)

Romero
Rendimientos

”~

’
r
~
V.

Rendimientos de aceite esencial: 3,7-4,2%

28% de cineol

32 % de camfor

1.2 % de borneol

Superior al minimo aceptado por la Farmacopea Europea (Pharm. Eur.1997).

Thymus vulgaris
Tomillo

”

Centro de origen: Originario de la regién mediterranea occidental europea, en especial
del sur de ltalia.

Descripcion botanica: Planta aromatica, semilefiosa, polimorfa, de 10 a 40 cm de
altura, con numerosas ramificaciones. Las hojas miden de 3 a 8 mm, son ovaladas,
levemente pecioladas, opuestas, con el peciolo o margenes vueltos hacia abajo y
blanquecinas por el envés. Las flores son axilares y agrupadas en la extremidad de las
ramas, de color blanco o rosado, los estambres sobresalen de la corola. El fruto, de
hasta 1 mm, es un tetraquenio, de color marrén. (Mufoz, 1996)



Tomillo
Rendimientos

~

Rendimientos de aceite esencial: 1,25%

» 48% de timol/carvacrol

”

Superior al minimo aceptado por la Farmacopea Europea (Pharm. Eur.1997).

La familia Lamiaceae

Ve
r
»
r
r

Albahaca Ocimum basilicum
Orégano Origanun vulgare
Romero Rosmarinus officinalis
Salvia Salvia officinalis
Tomillo Thymus vulgare

La familia Lamiaceae

I d

Existen numerosas especies vegetales medicinales y aromaticas a las que se les
atribuye propiedades antioxidantes, dentro de las cuales la familia Lamiaceae ha sido
la mas ampliamente difundida.

(Moure 2002)
Los extractos de salvia y romero descritos en investigaciones iniciales fueron los de
mayor actividad antioxidante. En general, los extractos alcohdlicos y etéricos obtenidos
de materia fresca vegetal son menos activos que las especias propiamente tales sin

procesamiento quimico.
(Chipault et al. 1956)

Lamiaceae y actividad antimicrobiana

’

Los extractos de especias son un grupo heterogéneo de mezclas complejas de
sustancias organicas cuya calidad y cantidad varia de acuerdo al estado de desarrollo
de la planta de donde provienen, las condiciones ecolbgicas de crecimiento y otros
factores relacionados a su produccion, como el uso de diferentes solventes vy
temperaturas de extraccion.

(Dube et al. 1988, Panizzi et al. 1993)

Aceites esenciales actividad sobre bacterias patogenicas.

Lamiaceae y actividad antioxidante

”~

Los compuestos con propiedades antioxidantes corresponden principalmente a
compuestos fendlicos asociados a ciertas familias botanicas, por ejemplo, el acido
rosmarinico €s un componente comun de familias de plantas superiores como
Lamiaceae, cuya ruta de biosintesis comienza con los aminoacidos fenilalanina y
tirosina.
(Peterson, 2000)
El acido carnésico es conocido por su alta actividad antioxidante mayor a la del
carnosol y rosmanol y que es comun en especies como la salvia y el romero.
(Masuda et al. 2001)

Romero y sus antioxidantes

»

”~

”~

Los compuestos fenolicos estan representados por a lo menos 12 flavonoides con
agliconas metiladas, entre ellas diosmina, acido rosmarinico y acido cafeico.

Diterpenos triciclicos como rosmaridifenol, carnosol, rosmanol, rosmadial y rosmarisina.
Rosmaridifenol en concentraciones de 0,02% presenta una actividad similar al BHT en
igual concentracion en algunos sustratos ricos en grasa. El acido carndsico y acido



rosmarinico se han descritoc como los componentes con mayor actividad antioxidante
en romero, donde este Ultimo presenta una actividad comparable a la del acido cafeico.
(Schuler, 1990)

Tomillo como antiséptico
~ La actividad antiséptica de la esencia de tomillo esta dada fundamentalmente por sus
compuestos fenolicos timol y carvacrol, demostrando propiedades antibacterianas y
antifungicas. Actua tanto sobre Gram + como Gram - a nivel de membrana bacteriana,
utilizandose ampliamente como antiséptico de vias respiratorias y vias urinarias.
(Canigueral, 2000)

Formas de utilizacion
~ Hierba fresca
Hierba seca

Aceite esencial
Extracto seco

AR G|

Objetivos de la investigacion

Primera etapa

» Caracterizar y obtener los componentes quimicos (principios activos) con potencial
capacidad antiséptica en tomillo (Thymus vulgaris) y antioxidante en romero
(Rosmarinus officinalis).

~ Evaluar el uso potencial de tomillo (Thymus vulgans) y romero (Rosmarnnus officinalis)
como antiséptico y antioxidante en la postcosecha y conservacion de productos
hortofruticolas de cuarta gamma (minimamente procesados).

» Realizar un Estudio de Mercado de Situacion y Proyecciones de productos naturales
antisépticos y antioxidantes a nivel mundial.

Objetivos de la investigacion

Segunda etapa

~ Obtener una materia prima estandarizada de romero.

» Evaluar el efecto antioxidante de un extracto seco de romero obtenido en invierno y
verano sobre el enranciamiento de productos ricos en grasas.

Ubicacién geografica

» Terrenos experimentales Estacion Experimental La Palma, Laboratorio de Extraccion y
Laboratorio de Poscosecha Facultad de Agronomia Pontificia Universidad Catodlica de
Valparaiso

» Laboratorio Quimica Analitica Universidad Técnica Federico Santa Maria

» Facultad de Ciencias Quimicas y Farmaceuticas Universidad de Chile

» Laboratorio Ximena Polanco
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Figura 1. Variaciones de compuestos antioxidantes en materia seca de romero (seleccion
Limache) durante el 2001

Figura 1. Variacién de compuestos antioxidantes en materia seca de romero (seleccién Limache)
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Estaciones durante 2001

Figura 2. Variaciones de compuestos antioxidantes en aceite esencial de romero en follaje
y plena floracién




Figura 3. Variaciones de compuestos antimicrobianos en aceite esencial de tomillo
durante la época de floracién

Resultados de la investigacion

Primera etapa

» Caracterizar y obtener los componentes quimicos (principios activos) con potencial
capacidad antiséptica en tomillo (Thymus vulgaris) y antioxidante en romero
(Rosmarinus officinalis).

» Los principales compuestos antioxidantes en romero se encuentran en la materia seca
durante todo el afo, lo que permitiria realizar cosechas escalonadas.

Resultados de la investigaciéon

Primera etapa

» Evaluar el uso potencial de tomillo (Thymus vulgaris) y romero (Rosmarinus officinalis)
como antiséptico y antioxidante en la postcosecha y conservacién de productos
hortofruticolas de cuarta gamma (minimamente procesados).

> Los resultados de los ensayos en esparragos y en radicchios indicaron en términos
generales, que el efecto de la aplicacién de aceite esencial de tomillo en solucién es
comparable a la utilizacion de tratamientos basados en hipoclorito de sodio.

Resultados de la investigacién

Primera etapa

» Evaluar el uso potencial de tomillo (Thymus vulgaris) y romero (Rosmarinus officinalis)
como antiséptico y antioxidante en la postcosecha y conservacion de productos
hortofruticolas de cuarta gamma (minimamente procesados).

> No se encontraron efectos significativos con relacién a los testigos utilizados en las
investigaciones realizadas con materia fresca de romero sobre puré de palta. El rol
antioxidante del romero no estaria relacionado al pardeamiento enzimatico.

Resultados de la investigacion

Primera etapa

> Realizar un Estudio de Mercado de Situacién y Proyecciones de productos naturales
antisépticos y antioxidantes a nivel mundial.

Empresas demandantes de antioxidantes

Forma de adquisicion

Conocimiento de antioxidantes naturales

Uso de antioxidantes naturales

Interés en este tipo de productos

YV V VYV



Resultados de la investigacion
Segunda etapa
Obtener una materia prima estandarizada de romero
!
Laboratorio Ximena Polanco
Evaluar el efecto antioxidante de un extracto seco de romero obtenido en invierno vy
verano sobre el enranciamiento de productos ricos en grasas
l
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmaceuticas
Memoria para optar al titulo de Ingeniero en Alimentos

Resultados de la investigacion
Segunda etapa
~ Obtener una materia prima estandarizada de romero

Caracteristicas del extracto seco:

Polvo seco, amarilio, sin grumos, a granel, homogéneo y aromatico
Adicién de maltodextrina

Analisis microbioldégico cumple con las especificaciones de calidad
Dosis Letal 50: extracto inocuo (8,33 gr/kg)

Resultados de la investigacion

Segunda etapa

~ Obtener una materia prima estandarizada de romero
Contenidos de compuestos antioxidantes

Extracto seco puro: 5-10 °C

Periodo de 26 meses

Acido carnésico: 9% a 6,1% (dism. 32,2%)

Acido rosmarinico: 4,2% a 3,4% (dism. 19%)

Acido ursélico: presente

Resultados de la investigaciéon

Segunda etapa

~ Obtener una materia prima estandarizada de romero
Contenidos de compuestos antioxidantes

Extracto seco/maltodextrina: t° ambiental

Periodo de 15 meses

Acido carnosico: 3,8 % a 2,4 % (dism. 36 %)

Acido rosmarinico: 2,1 % a 1,8 % (dism. 14,3 %)

Acido ursolico: presente

Usos medicinales de las especies estudiadas

» Thymus officinalis: actividad

Antiespasmddica y expectorante: vias respiratonas,

(timol, carvacrol, flavonas metoxiladas)

Antiséptica: antibacterniana, antimicdtica

(vias respiratonias, cavidad bucofaringea, vias uninanas, lavado de heridas)
Antiinflamatoria (dolores musculares y osteo articulares)

Antioxidante, Regulador hormonal

(Cafiigueral, S. 2000)

A\ N B T |



Usos medicinales de las especies estudiadas

» Rosmarinus officinalis: actividad

» Antitumorales, anticancerigenas (Jones, C. 1998,

Ho et al. 1994)

Anti-lipoperoxidante, hepatoproectora (Cirrosis hepatica (Yahuaca, et al, 2001)
Antibacteriana y antifungica

Accidn espasmolitica (aceite esencial)

Antiinflamatona, Antioxidante, Protector capilar

A2 B A
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Presentacidn Avance de Resultados
Proyecto FIA C-00-1-A-071

"Obtencidén y caracterizacion de aceites esenciales, extracto seco y materia seca de
Rosmarnnus officinalis y Thymus vulgarns, provenientes de cultivos organicos y sus
aplicaciones en postcosecha e industrializacion de alimentos”

Ligia Morend
Carolina Fredes
Facultada de Agronomia. Noviembre 2002

Objetivos Generales del Proyecto

Caracterizar y obtener los componentes quimicos (principios activos) con potencial

capacidad antiséptica en tomillo (Thymus vulgans) y antioxidante en romero (Rosmannus

officinalis)

- Evaluar el uso potencial de tomillo (Thymus vulgaris) y romero (Rosmarinus officinalis)
como antiséptico y antioxidante en la postcosecha y conservacion de productos
hortofruticolas de cuarta gamma (minimamente procesados)

Realizar un Estudio de Mercado de Situacién y Proyecciones de productos naturales
antisépticos y antioxidantes a nivel mundial

Caracteristicas del clon de romero

* Rendimientos de aceite esencial
3,7-4,2 % sobre peso seco de hojas
(28 % de cineol, 32 % de camfor, 1,2 % de borneol) obtenido mediante arrastre con vapor.

Caracteristicas del clon de tomillo

* Rendimientos de aceite esencial
1,25 % sobre hoja seca
(48 % de timol/carvacrol).

Propagacion de tomillo

Uso de estacas herbaceas y semilefiosas enraizadas bajo 2 concentraciones de IBA (400
y 800 ppm) en otofo y primavera.

Problemas enfrentados

Bajo enraizamiento en los tratamientos de otono



Resultados
Tomillo:
Cosecha en verano otofo
Cosecha de invierno
Cosecha de primavera
Estados fenolégicos: follaje y floraciéon
Aceite esencial: (%) sobre materia seca contenidos de timol y carvacrol
Extraccion mediante arrastre con vapor de agua

Tomillo Cosecha Verano
Aceite esencial: 1,35 % obtenido de hierba seca con un 14 % de humedad

* Estado follaje:

= Timol: 23,3 % Carvacrol: 1 %
* Estado floracion:
- Timol: 24 % Carvacrol: 1,43 %

Tomillo Cosecha Invierno
Aceite esencial: 1,18 % obtenido de hierba seca con un 23 % de humedad

* Estado follaje:

= Timol: 2,7 % Carvacrol: 0,13 %
* Estado floracién:

= Timol: 2,63 % Carvacrol: 0,2 %

Tomillo Verano-invierno
* Drastica disminucion de contenidos de timol y carvacrol en invierno (julio)
* El % de aceite esencial se mantiene similar

* En ambas épocas el compuesto predominante fue un tipo de terpineol aumentando su

tenor en invierno

* El periodo de cosecha se caracterizé por bajas temperaturas y precipitaciones

Tomillo: Conclusiones Parciales

¢ De acuerdo a los contenidos de timol (verano) y el alto tenor del compuesto tipo

terpineol el clon seleccionado no es del Quimiotipo Timol

¢ Tomillos con niveles sobre 20 % de timol en su aceite esencial son aceptados como

plantas aromatizantes

* Se puede aumentar el nivel de timol en el aceite esencial fraccionando la extraccion

pero esto eleva el costo del producto

Tomillo: Conclusiones parciales

¢ |as mediciones de primavera podrian aclarar el comportamiento de los aceites

esenciales

¢ El nivel de timol de 23 a 24 % le da caracteristicas antisépticas al aceite esencial, sin

embargo requiere sobre el 45 % para mejorar calidad y precio



Resultados

¢ Romero:
m Caracterizacién de antioxidantes
e Acido rosmarinico
e Acido carnésico
e Acido ursolico
s Materia fresca y Materia seca
s Otofo, Invierno, Primavera, Verano

Romero: antioxidantes en las 4 estaciones
* Acido rosmarinico
» Se mantiene en un rango estable (0,49 a 1,3 %)
+ Acido carnésico
= Aumenta hacia primavera y verano (5,6 %) y su minimo rendimiento es en invierno
(2,0 %)
+ Acido ursolico
= Comportamiento irregular con un minimo en verano (3,7 %) y alzas en primavera y
otofio (11- 13 %)

Antioxidantes Romero
Romero: Conclusiones parciales

* Los 3 compuestos estan presentes tanto en hierba fresca como seca

¢ El acido rosmarinico y el acido ursolico en menor proporcion son mas sensibles que el
acido carnésico al proceso de secado de la hierba

¢ |os contenidos en la Seleccidn de romero estan en los rangos esperados
Romero : Conclusiones parciales

¢* En el periodo invernal se observa una menor produccion de acido camésico pero
mantiene los niveles de acido rosmarinico

* Para esta seleccién los resultados dan una idea de la época de cosecha para favorecer
los contenidos de alguno de los antioxidantes.

Romero: Caracterizacion del aceite esencial

¢ Epoca de cosecha segun floraciéon
= Verano
= Otofio
s Primavera

¢ Estado:
s Follaje
s |nicios de floracion
a Plena floracion
Romero: Caracterizacion del aceite esencial

¢ Compuestos analizados:
Cineol

Canfor

Alfa-pineno
Beta-pineno

Borneol

¢ Contenido de aceite esencial: %



Resultados parciales

* E| contenido de aceite esencial fluctué de 2,7 a 3,4 % sobre hierba seca (12 %

humedad)

* Los principales componentes del aceite esencial son cineol y canfor (sobre un 45 %)

¢ Alfa y beta-pineno componen alrededor de un 16 % de la esencia
* E| borneol se mantiene cerca del 4%

Aceite esencial de romero: conclusiones parciales

¢ |os componentes se mantienen en una proporcion estable (verano, otofio)

¢ El canfor (21 a 26 %) se conoce por sus propiedades antisépticas, nematicidas y

funguicidas

Extracto Seco de Romero
* Verificacion del proceso de obtencion del residuo solido (otofio)
¢ Obtencién de extracto seco mediante Spray Dry (inviermo)
s Hierba fresca: follaje
¢ Mediciones de contenidos de antioxidantes:
s 1° fraccion: 0, 7, 14, 28 dias
s 2°fraccidon: 12 semanas

Resultados Cosecha Invierno

Extracto Seco de Romero g/100g (1° Fraccion)

Resultados Cosecha Invierno

Tiempo Acida Acido Acido
carnost | rosmari | ursclico

co nic

dias % % %

0 N/D 4.1 8.8
7 4.5
14 4.4

28 4.6 8.4

Extracto Seco de Romero g/100g (2° Fraccion)
* Muestra almacenada en envase cerrado a 5 2C, a la sombra

Tiempo
semanas

Acido
carnosico

o

Acido

Rosmarinico

D

Acido
ursolico

o

12

4.3

4.2




Resultados parciales: Extracto Seco de Romero

¢ | a primera fraccion de Extracto seco presenta:
= Acido rosmarinico, el cual se mantiene estable en el tiempo evaluado
s Acido ursélico, que también se mantiene estable en el tiempo evaluado
s El acido carndsico no es detectado a nivel comparable al patron quimico

Resultados parciales: Extracto Seco de Romero

¢ | a segunda fraccion de Extracto seco presenta, a las 12 semanas, los tres
antioxidantes

* Se manteniene el tenor de Acido rosmarinico (4,3%)y el Acido ursélico alcanza niveles
muy altos (39,7%)

* El acido carnésico se detecta en esta fraccion a un nivel similar al acido rosmarinico
(4,3%)

Extracto Seco de Romero: Conclusiones parciales

¢ Un extracto de romero analizado (antioxidantes
en propilenglicol) contiene la 3° parte de acido carnésico y de acido ursolico contenido
en el extracto seco.

¢ De acuerdo a la composicion del extracto seco, deberia presentar las caracteristicas
antioxidantes de la materia fresca o seca, o de productos comerciales.

*400 0

“ Evaluacion de Extracto de Romero Organico (Rosmarinus officinalis) Producido
en Chile Como Antioxidante Natural Aplicado en Bases Grasas Animales y
Vegetales”

Presentacion: Marcos Alexis Flores Garcia

Prof. Patrocinante: Prof. Lilia Masson
Directores de tesis: Prof. Paz Robert
Co — Director de tesis: Ing. Agronomo Carolina Fredes

Torre Mayor, Santiago, 30 de marzo de 2005

Introduccién

v Los acidos grasos no saturados y las estructuras donde estos participan sufren
oxidaciones.

v Los productos primarios de la oxidacion lipidica son los hidroperdxidos lipidicos.

« La autooxidacién es la reaccién con oxigeno molecular y necesita de catalizadores para
su Inicio.

v La autooxidacion cuenta de tres etapas: iniciacion, propagacion y término.



Secuencia de las Reacciones de Autooxidacion;

- RH R*

- R+ Oz ROC*

- ROO®* +RH ROOH + R*

_ Rc + R.

- R+ ROO® Productos no radicales
- ROO® + ROO’

Definiciébn general de antioxidantes: un antioxidante es toda sustancia o método que
retrasa o previene el deterioro, dafio o destruccion de los lipidos, provocados por una
oxidacion.

Antioxidantes - Sintéticos
- Naturales

Toxicidad de los antioxidantes sintéticos v/s antioxidantes naturales.

El Extracto de romero y su composicion.

La calidad del extracto de romero.

Objetivo general

~ Evaluar el efecto antioxidante de un extracto de romero organico (Rosmannus
officinalis) producido en Chile sobre bases grasas animales (manteca de cerdo, grasa
de vacuno, aceite de salmoén y aceite de emu) y vegetal (aceite de rosa mosqueta),
comparado con un extracto de romero comercial.

Objetivos especificos

»  Determinar la estabilidad oxidativa medida por Rancimat.

~Identificar y cuantificar los polifenoles en los extractos de romero chileno y comercial.

. Cuantificar los fenoles totales en los extractos de romero chileno y comercial.

Materiales

Extracto de romero Chileno (R)

El extracto de romero comercial (G)

El estandar de acido carnosico se obtuvo en SIGMA.

Las bases grasas animales sin antioxidante, fueron donadas por la empresa Grasas
Comerciales GRASCO S A.

Las bases grasas vegetales sin antioxidante, fueron donadas por |la empresa Aceites y
Productos Naturales T&W Ltda.



Metodologia
1° Serie de materias grasas vegetales y animales (n=3).
Grasa de vacuno
Manteca de cerdo
Aceite de Emu
Aceite de saimén
Aceite de rosa mosqueta

2° Se determind la cantidad de fenoles totales mediante al método de Folin-Ciocalteu.
Metodologia propuesta por Bordeu E. y Scarpa J. (2000).

3° Se caracterizd los extractos mediante HPLC segun el estandar de acido
carnosico(CA). Metodologia propuesta por Cuvelier M. y cols. (1996).
Realizacion de la curva de calibracién de C.A (n=3).

4° Se determiné la estabilidad oxidativa a las distintas bases grasas. Método oficial Cd
12b-92 (A.O.C.S., 1993).

5° Se realiz6 un analisis de varianza para un modelo de clasificacidn simple en los
resultados obtenidos en el estudio de estabilidad oxidativa, segun el programa
estadistico Statgraphics 4.0 Plus .

Resultados
Perfil de los principales acidos grasos, de las materias grasas estudiadas (porcentaje de
ésteres metilicos).

Fenoles totales de los extractos de romero (G) y (R), determinados por el método de
Folin-Ciocalteu.

Representacidon en porcentaje de los polifenoles del extracto R.
Tiempo de Induccidén de las materias grasas estudiadas sin y con la adiciéon de 0,1% de
extracto de Romero Chileno (R) y comercial (G).
Tiempo de Induccion de las materias grasas estudiadas sin y con la adicion de 0,2% de
extracto de Romero Chileno (R) y comercial (G).

Efecto del extracto de Romero (G) y (R) en el Tiempo de induccion de las materias
grasas estudiadas .
Efecto de la concentracidn de extracto de romero sobre el Tiempo de Induccion de las
materias grasas estudiadas.

Tiempo de induccion, para las materias grasas estudiadas adicionadas de extracto
de Romero (G) y (R) en igual concentracion de polifenoles totales

Tiempo de Induccién (h)

v Materia Grasa G R

v Manteca de Cerdo 6,7+0,5 41+03
« Aceite de Emu 93+10 3,9+01
v Grasa de Vacuno 76+05 57+0,3
+ Aceite de Salmoén <0,5 <0,5

v Aceite de Rosa 3.8+01 28+0,1

Mosqueta



Conclusiones
El extracto de Romero Chileno presenta actividad antioxidante frente a la oxidacion de las
bases grasas estudiadas.

El extracto de Romero Comercial también presenta actividad antioxidante frente a la
oxidacion de las bases grasas estudiadas.

El extracto de Romero chileno posee una concentracion airededor de siete veces mayor al
comercial con respecto a los fenoles totales, y ademas posee distinta composicion en
polifenoles, siendo su principal componente el acido rosmarinico

El efecto antioxidante de los extractos de romero es mayor en las materias grasas mas
saturadas y aumenta con la concentracion del extracto.

La actividad antioxidante de los extractos de romero sobre la oxidacion de una materia
grasa depende del contenido y tipo de polifenoles presentes en el extracto de romero.

‘A XA X/

Obtencién y caracterizacion de aceites esenciales, extracto seco y materia seca de
Rosmarinus officinalis y Thymus vulgans, provenientes de cultivos organicos y sus
aplicaciones en postcosecha e industrializacion de alimentos
Proyecto FIA C-00-1-A-071

Presentacion Ximena Polanco
Laboratorio Ximena Polanco

CHARLA COMENTARIOS Y ALCANCES FUTUROS
Torre Mayor, Santiago, 30 de marzo de 2005

INTRODUCCION

I Necesidad de preservar los alimentos, cosméticos y otros

I Inconvenientes de los preservantes sintéticos

! Deseo del consumidor por lo natural-organico

! Gran cantidad de investigacion seria de plantas ricas en antioxidantes

INTRODUCCION

I Disposicion de la Industria a participar del proyecto- fabricacion extracto

! Disposicion de la Industria alimentaria y cosmética- probar y ensayar el producto
obtenido:

“Proyecto con aplicabilidad real, siendo necesario mayor investigacion sobre su capacidad
antilipoperoxidante, y finalmente su escalamiento industnial”

RESULTADOS

El ensayo piloto permitid obtener:

! Extracto seco de muy buena calidadcaracteristicas

fisicas-organolépticas

! Estandarizacién del proceso-rendimiento droga:solvente, droga:extracto seco
! Buen contenido de p.a. antioxidantes: acidos camaosico, rosmarinico y ursolico
! Caracteristicas reologicas-dispersion solubilidad muy buenas



PRODUCTOS COMERCIALIZADOS

I ROMOX-ARL: 60 capsulas Suplemento antioxidante
' ROMOX-ARL crema al 3%

' ROMOX-ARL locion al 3%

! MERMELADAS ANTIOXIDANTES

! BOMBONES ANTIOXIDANTES

ANTIOXIDANTES, PRESERVANTES NATURALES, ALIMENTOS FUNCIONALES

INTRODUCCION

La degradacién quimica de los alimentos es:

I Proceso espontaneo sin la participacion de microorganismos, deteriorando las
propiedades fisicas y organolépticas del alimento.

I Proceso, principalmente, oxidativo inducido por efecto de la luz, el calor y la presencia
de trazas de algunos iones metalicos de transicion.

INTRODUCCION

! Los extractos vegetales-utilizados comunmente con fines terapéuticos

! Naturaleza-quimica variada y compleja: polifenoles, isoprenoides, compuestos tidlicos,
acido ascorbico y polisacaridos - capacidad antioxidante caracteristica

! Estos compuestos, ademas de su rol preservante del alimento, pueden actuar como
antioxidantes biolégicos en el consumidor, a través de diferentes mecanismos.

INTRODUCCION

I Existe, a nivel mundial, una fuerte tendencia a prevenir enfermedades por medio de
productos naturales con efectividad demostrada cientificamente

! Preocupacioén por la salud integral a edades mas tempranas

! Consumidores informados- mayor conocimiento y mas exigentes

INTRODUCCION

! Respeto por lo natural - cada vez mayor

I Aumento y calidad de la investigacién del uso de plantas sobre beneficios para la salud
I Desarrollo de productos con nuevas asociaciones de alimentos y Extractos de plantas

I Desarrollo de técnicas analiticas modernas confiables-rapidas-seguras

OBJETIVOS

I Promover el uso de antioxidantes-preservantes de origen natural-preservacion de
alimentos

I Relacionar esta actividad “farmacolégica” con la Industria alimentaria, especificamente
con los alimentos funcionales / nutracéuticos

I Desarrollar productos innovadores uniendo capacidades técnico-econdmicas, resaltando
los atributos “natural”, “organico” y “efectivo”

ALGUNAS DEFINICIONES

' ANTIOXIDANTES: segun la FDA, “son sustancias usadas para preservar los alimentos
por retardar el deterioro, rancidez o decoloracion debido a la oxidacion”

' USO: el uso de los antioxidantes esta presente, no soélo en los alimentos sino también en
los cosmeéticos y el area farmacéutica, con la finalidad u objetivo de prevenir de
modificaciones indeseables causadas por la degradacion oxidativa



CLASIFICACION ANTIOXIDANTES

Segun sea el origen se clasifican en:

I Naturales:de consumo directo: frutas, verduras y vegetales

! Analogos a naturales - obtenidos por sintesis quimica o bioldgica-purificados
I Artificiales: obtenidos por sintesis quimica

CLASIFICACION....

! Analogos a naturales: - Beta carotenos, tocoferoles, acido citrico, vit. C, entre otros
! Artificiales:

- BHT butylato hydroxitolueno

- BHA butylated hydroxyanisole

FUENTES DE ANTIOXIDANTES

! Naturales: frutas y verduras-tejido externo de las frutas estan los compuestos
responsable de la actividad

I Flavonoides: polifenoles

! Vitaminas: A, C, E,

I Polisacaridos

I Aceites esenciales

I Pigmentos (licopeno)

PLANTAS CON VALOR ANTIOXIDANTE
Practicamente todas las plantas contienen p.a. antioxidantes, los que cumplen variadas
funciones:

I proteccion de la radiacién UV
! mantencion de su estructura
| para atraccion-polinizacion

| defensa, senal, etc.

PLANTAS MAS ESTUDIADAS
En relacién a su actividad antioxidante preservante:

' Rosmarinum officinalis-Romero
! Thymus vulgans-Tomillo

I Origanum vulgare-Oregano

I Bluddleja globosa-Matico

EXTRACTO DE ROMERO VERSUS BHA

Tl (dias) A
Control 45 1
BHA 0,01% 7 1,56
E10,01% 8 1,78
E10,02% 7.5 1,67
E2 0,01% 9.4 2,1

(Aceite comestible libre AOX 94% soya 6% maiz 60°C)
Antioxidantes: Tecnologia de Extraccion y Aplicacion. M.Sc.Andrea Ruiz O. UCV



Extracto de Matico versus BHT purificado( Sigma)

Los primeros experimentos realizados en la U de Chile, con Extracto hidroalcoholico de
Matico(Budleja globosa) resultd ser mejor antilipoperoxidante, en filetes de salmoén
incubados a 37°C, que el BHT purificado(Sigma).

La investigacion continua y se esperan nuevos
resultados para Marzo.

ANTIOXIDANTES NATURALES
En el mercado ya existen algunos antioxidantes naturales:
! En base a romero:
Bordantix (m.r.)powder
Guardian
I En base a orégano:
Origanox

ALIMENTOS FUNCIONALES

! Definicion: “alimentos funcionales son alimentos que proveen beneficios a la salud por
sobre el aporte nutricional basico”’(American Dietetic Association, 1999)

! Nutracéutico: “ cualquier sustancia que pueda ser considerada alimento y que provee
beneficios médicos o saludables, inclusive prevencion o tratamiento de una
enfermedad’(Pascal y Collet-Ribbing, 1998)

EJEMPLOS DE ALIMENTOS FUNCIONALES

' PREMIUM -Yogurt con aloe vera de reciente aparicion

I MIELITO(m.r.)- miel con extractos vegetales inmuno estimulantes

I MERMELADAS con extractos vegetales antioxidantes- mosqueta con Extracto de
Romero: aporta sustancias antioxidantes y no requiere de preservantes

| BOMBONES antioxidantes con Ex. de romero

ALCANCES PARA COMENTAR
* Los alimentos funcionales tienen mas que ver con marketing que con saiud”
(Marion Nestlé,Prof. Nutricion de la Universidad de N.York y Asesora)

CONCLUSION

_ El estudio de plantas como fuentes de principios activos con potencial efecto
antioxidante abre una importante alternativa para la industria alimentaria y cosmética en el
campo de la preservacion

_ Debido a esto hay un fuerte interés en el ambito mundial en investigar y desarrollar
nuevas fuentes naturales de antioxidantes.

MUCHAS GRACIAS
LABORATORIOS XIMENA POLANCO
....un compromiso de seriedad........
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Investigacion de la Facultad de Agronomia de la
PUCV comprobo propiedades del romero y el tomillo

Estudio abre interesante oportunidad de negocios debido a sus multiples usos

esdelostiemposdela
Colonia, en nuestro
pais se conocen las
hierbas por su uso
como condimento y
como plantas medici-
nales. Por eso, inves-
tigadores de la Facultad de Agrono-
miadelaPontificia Universidad Catoé-
lica de Valparaiso (PUCV) comproba-
ron las notables cualidades antioxi-
dantes y antibacterianas del romero
(Rosmarinus officinalis) y el tomillo
(Thymus vulgaris), en forma de acei-

£l romero se lleva casi fodos los aplausos. En la
actualidad, se esid vendiendo en cdpsuias y cremas.

directora del equipoinvestigador.
"Hasta ahi,todomuy interesan-
te, pero no habiamos dado con un uso
industrial para poderdespertar el inte-
rés de los agricultores por producir es-
tasplantas”, coment6 GabrielaVerdu-
go.Poreso, se decidid darle mayor elabo-
racién al producto, un mayor valor agre-
gado, trabajo que quedd a cargo de las
ingenieros agrénomos Ligia Morend y
Carolina Fredes, ademas de Gabriela
Verdugo, quien se ocupd delas labores
administrativas del proyecto.
Asimismo, se contact6 a otras

tes esenciales y extractos secos.
Todocomenzdunos diez aiios atras, cuando se realizaron
estudios sobre plantas medicinales y su produccién, Un
tiempo después, los investigadores de la PUCV ganaronh un
proyecto de la Fundacién para la Innovacion Agricola, Fia,
sobre el mismo tema, donde trabajaron con 10 especies.
“Algunas mostraron extraordinarias propiedades. Es el
caso del romero, que tenia componentes mas ricos de loque
se pensaba. Y el tomillo, que también tenia excelente rendi-
miento y bastantes usos. Las demas, tenian utilidades muy
normales”, recordé laingeniero agronomo Gabriela Verdugo,

W G S T T N R SRR
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El tomillo es de fdcil y bardto cultivo, ademds de tener cualivades
antibacterianas.

instituciones, como el Laboratorio de
Quimica Analitica de la Universidad Técnica Federico Santa
Maria, la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de
laUniversidad de Chile, ademas del Laboratorio Ximena Polanco.

Producto estrella

Elromero, arbustooriginario del Mediterraneo, sellevdla
mayor cantidad de aplausos. Los investigadores obtuvieron
una materia prima estandarizada, un polvo amarillo seco,
homogéneoy aromatico, que cumplié contodoslos estandares
de calidad que permiten su consumo humano.

Ademas, lainvestigacionlogré determinar que, bajo con-
diciones de laboratorio, las propiedades del extracto secode
romero perduran hasta por 27 meses. Se verificé, por ejemplo,
la capacidad antioxidante del romero chileno sobre bases
grasas, como sonlamantecade cerdo, aceite de emiiy grasa
de vacuno.

Cabe senalar que en la Provincia de Quillota el romero
crecedurante todalatemporada, porlo quelas variaciones de
los principales compuestos del aceite esencial, atravésdelas
estaciones son minimas, por lo que el productor estaria en
condiciones de cosechartodo el ano. Estotiene muy buenas
implicancias econdmicas, pues puede transformar al romero
enunaalternativa bastante atractiva paralosinversionistas.

Antioxidante orgdnico

Peroeltomillono se quedéatras. Setrata de unahierba que
se debe cosechar, exclusivamente, durante la épocade flora-
cién, en primaveray verano.

Gabriela Verdugo cuenta que se hicieron pruebas de la
capacidad antibacterianadel tomillo en esparragos, pueslos
productores antes de exportar los tratan con cloro. "Esta
practica esta siendo cuestionada, porque algunos estudios
sugieren que el cloro se acumula en los manipuladores de
alimentos que realizan labores de post cosecha, provocando-
les problemas de salud”, explicé la expertaenfloricultura. En
ellaboratorio, el aceite esencial detomillotuvo el mismo efecto
que el cloro, por lo que suaplicacién puede ser unamuy buena
noticia para los empresarios que estan apostando por los
cultivos y procesos organicos.

A pesar de que los chilenos, por lo general, consumen
pocas hierbas frescas y secas, Verdugo ve un prometedor
panorama en "sustituir antioxidantes sintéticos enlaindus-
tria, pues estan siendo seriamente cuestionados. Dehecho, la
primera institucién receptiva fue Nestlé, para su linea de
productos paranifos"”.

Tomillo

A nivel mundial, el tomillo se emplea en ténicos o capsulas
para fortalecer el sistema inmunitario, combatir la bronquitis,
tos y asma, y en inhaladores antisépticos. Algunos los usan
como colutorios para gargarismos e inflamacion de encias,
incluso para quemaduras solares. También contienen tomillo
algunos tratamientos de aromaterapia.

Varios productos alimenticios contienen Thymus vuigaris,
lales como sopas deshidratadas, salsa y aderezos, conser-
vas, aceites, vinagres, sales aromaticas, panes, alimentos
preparados, pizzas, quesos, embutidos, miel de tomillo, man-
tequilla y cremas de hierbas.

Romero

Este arbusto se emplea como aceite esencial para
aromaterapia, ténicos para el sistema nervioso, circulatorio y
cerebral (contra la fatiga y dolor de cabeza). Tambjén en
cremas y lociones antirreumaticas, contra dolores musculares
y artritis, cremas anticelulitis, shamp(s y acondicionadores de
pelo, lociones y cremas rejuvenecedoras del cutis, aceites de
belleza, locidn capilary anticaspa, dentrificos, cremas de afeitar
y balsamos para después del afeitado e inhaladores antisép-
ticos. En cuanto a productos alimenticios, el Rosmarinus
officinalis se utiliza como base de licor y- vino, sopas
deshidratadas, salsas, sales aromaticas, aceites, vinagres,
quesos, papas fritas, mantequilla y cremas de hierbas.
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BlLos secretos de dos Romero y tomillo tienen muiltiples usos —— Pymes al Dia_
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Lunes 18 de abril de 2005 : Noticias |
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organicos Portada _

(04/04/2005) Investigadores concluyeron Su Negogio

BLeche y limones: que estas plantas son de gran Personaje
dos productos que utilidad para la salud de las Entrevista |
conquistan personas y la preservacion de : -
mercados alimentos. _Columnas i
extranjeros Todo Agro
(21/03/2005)

Bl as pasas desplazan Una larga historia es la que x b, —Suplementos—
a la uva de mesa tienen el romero y el tomillo, dos Las virtudes curativas del romero y r
(07/03/2005) plantas que tradicionalmente del tomillo se pueden aplicar en

han sido sefaladas como cuadros como infecciones a la piel o

EMDuraznos sonventa grandes aliados para la salud de Saiginedadel asteriie . )
sequra en todas Ias las personas. La primera de
ferias libres del pais. ellas se cultiva en huertos y
(21/02/2005) o ,

jardines del pais desde los

Hlse disparé el precio tiempos de la Colonia y ha
de los porotos formado parte de multiples
granados preparaciones y unglentos
{07/02/2005) curativos. El tomillo, que se

; il cultiva en jardines y huertas

uB—al—a—'M‘f—c‘—’!ﬂ especialmente de la zona sur,
eleva precios del también se emplea en Chile
choclo. hace siglos y de acuerdo a la
(17/01/2005) N :

sabiduria popular se recomienda

P¥un afio notable para para el estémago, para aliviar
la carne dolores de cabeza, en casos de
(03/01/2005) reumatismo y también de gota. _ " -

PHEl vino crecea ¢ Concuerda la ciencia con la z:d:oﬁ:ﬁmm
pasos agigantados sabiduria popular? La respuesta ruido y minimas emisiones
(27/12/2004) es si, ya que un grupo de

BlNovedosa campafia investigadores de la Pontificia
busca promover Universidad Catdlica de L {
consumo de palta Valparaiso, con el respaldo de la e ]

(15/11/2004) Fundacion para la Innovacion Agraria, FIA, verificd que los extractos
secos y aceites esenciales presentes en el romero y el tomillo poseen

uF?ria"Pre—"e”M propiedades antioxidantes y antibacterianas, Gtiles para la salud
dicta catedraen humana. Sus virtudes curativas se pueden aplicar en cuadros como
e infecciones a la piel, enfermedades bacteriales, procesos de
(08/11/2004) cicatrizacién o para disminuir la presencia de microorganismos daninos.

®lLos secretos de la
feria libre mas cuica Durante cuatro anos los investigadores de la Facultad de Agronomia de
de Chile la PUCV en Quillota, realizaron distintas pruebas que arrojaron que
(25/10/2004) ambas plantas no sélo son un gran respaldo por dichas aplicaciones

medicinales sino también por sus usos en la industria alimentaria. El

proyecto verifico, por ejemplo, que el romero es Util en la preservacion
de alimentos y que el tomillo sobresale por su poder antibacteriano, util
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en la prevencién del desarrollo de microorganismos.

En estos estudios se pudo comprobar la capacidad antioxidante del
romero sobre bases grasas como la manteca de cerdo, aceite de emua y
grasa de vacuno. Ademas, la investigacion logré determinar que bajo
condiciones de laboratorio |as propiedades del extracto seco de romero
perduran hasta por 27 meses, algo mas de dos afos. En este plano,
una de las aplicaciones del romero podria ser en la industria
alimentaria, donde las leyes internacionales promueven que se utilicen
cada dia menos antioxidantes sintéticos, por ejemplo, en los alimentos
para ninos.

De acuerdo a los especialistas, la importancia de la investigacion radica
en que estas especies son fuentes naturales de compuestos que
pueden sustituir sustancias sintéticas de riesgo para la salud y
empleadas con frecuencia en los productos comestibles.

La iniciativa cont6 con el apoyo de la Fundacién para la Innovacion
Agraria, del Ministerio de Agricultura, debido al interés de la entidad por
impulsar el desarrollo de productos con mayor valor agregado en el
rubro de plantas medicinales y aromaticas.
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FACULTAD DE AGRONOMIA PUCV
FICHA PARTICIPANTES

et

NOMBRE Andrea
APELLIDO PATERNO Ruiz
APELLIDO MATERNO O’Reilly

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Av. Brasil 2147 Valparaiso V Region
FONO-FAX FONO 273657 FAX 273803

E-MAIL aruiz@ucy.cl

Nombre de la organizacion, empresa o | ESCUELA DE INGENIERIA - BIOQUIMICA

institucion de donde trabaja / Nombre del
predio 0 de la sociedad en caso de ser
productor.

PUCV

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD

Docente Jefe Carrera Ingenieria de Ejecucion
en Bioprocesos.

Rubro, area o sector a la cual se vincula o en
la que trabaja.

Ne2

NOMBRE Pedro Saul
APELLIDO PATERNO Novillo
APELLIDO MATERNO Izquierdo

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Pedro Polanco 69, La Ligua, V Regién
FONO-FAX 33-711049 / 098272678

E-MAIL pedronovillo@vallefiora.com

Nombre de la organizacion, empresa o | AGRICOLA VALLE FLORA LTDA.

institucion de donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser
productor.

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

78.782.350-5

CARGO O ACTIVIDAD

Gerente

Rubro, area o sector a la cual se vincula 0 en
la que trabaja.

Agricola

N°3

NOMBRE Maria Antonieta
APELLIDO PATERNO Reyes
APELLIDO MATERNO Carreiio

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Avda. Santa Rosa 11610 Santiago / RM
FONO-FAX 2-7575123/5416687

E-MAIL careyes@platina.inia.cl

Nombre de la organizacion, empresa o | INSTITUTO DE INVESTIGACION

instituciéon de donde trabaja / Nombre del
predio 0 de la sociedad en caso de ser
productor.

AGROPECUARIA (INIA) LA PLATINA

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o

61.312.000-9
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predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD Investigadora
Rubro, area o sector a la cual se vincula o en | Agricola

la que trabaja.

N° 4

NOMBRE Pamela
APELLIDO PATERNO Estupifian
APELLIDO MATERNO Vera

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Los Peules 065, Valdivia, X Region
FONO-FAX 091837476
E-MAIL ptestupiian@hotmail.com

Nombre de la organizacidn, empresa o
institucion de donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser
productor.

UNIVERSIDAD AUSTRAL DE CHILE

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD

ESTUDIANTE MAGISTER

Rubro, area o sector a la cual se vincula 0 en
la gue trabaja.

Tiempo de vida util de la carne de emu
adicionado antioxidante natural.

Ne 5

NOMBRE Maria José
APELLIDO PATERNO Alonso
APELLIDO MATERNO Aedo

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Maroto 1213-B casa 1

FONO-FAX 09-3972606

E-MAIL cotonitopop@hotmail.com

Nombre de la organizacién, empresa o | PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE

institucion de donde trabaja / Nombre del
predio 0 de la sociedad en caso de ser
productor.

VALPARAISO - FACULTAD DE
AGRONOMIA

RUT de la organizacién, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD

Estudiante de Agronomia

Rubro, area o sector a la cual se vincula o en
la que trabaja.

N° 6

NOMBRE Ananias Miguel
APELLIDO PATERNO Saieg
APELLIDO MATERNO Alcazar

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION 6 Oriente 340 (5) Depto. 403 Vina del Mar -V
Region.

FONO-FAX 9-3586750

E-MAIL nano@terra.cl

Nombre de la organizacién, empresa o

institucion de donde trabaja / Nombre del
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predio o de la sociedad en caso de ser
productor.

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD Asesorias
Rubro, area o sector a la cual se vincula 0 en | Alimentos
la que trabaja.
Ne7

' NOMBRE Sebastian
APELLIDO PATERNO Arteaga
APELLIDO MATERNO Méndez

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Av. Santa Maria 6560 depto. 205 Vitacura
Santiago — Region Metropolitana

FONO-FAX

E-MAIL rearmen@yahoo.es

Nombre de la organizaciébn, empresa o

institucion de donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser
productor.

FUNDACION CHILE Y EMPRESA EN
FORMACION.

RUT de la organizacién, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD

Rubro, area o sector a la cual se vincula o en
la que trabaja.

Agroindustria

N° 8

NOMBRE Paula
APELLIDO PATERNO Soto
APELLIDO MATERNO Azébcar

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Avenida Altamirano 1480, Valparaiso, V
Region.

FONO-FAX 32-274263

E-MAIL paula.soto@ucv.cl

Nombre de la organizacion, empresa o

instituciéon de donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser
productor.

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE
VALPARAISO

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

81.669.200-8

CARGO O ACTIVIDAD

Investigacion

Rubro, area o sector a la cual se vincula o0 en | Acuicola
la que trabaja.

N° 9

NOMBRE German
APELLIDO PATERNO Olivares
APELLIDO MATERNO Cantillano

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION

Valparaiso — V Region
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FONO-FAX 32-274263
E-MAIL german.olivares@ucv.cl
Nombre de la organizacion, empresa o

institucion de donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser
productor.

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE
VALPARAISO

RUT de la organizacién, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

81.669.200-8

CARGO O ACTIVIDAD

Investigacion

Rubro, area o sector a la cual se vincula o en | Acuicola

la que trabaja.

N°10

NOMBRE Juan Elicer
APELLIDO PATERNO Paillomi
APELLIDO MATERNO Guzman

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Km. 12 Villarica — Lican Ray
FONO-FAX 09-4471693

E-MAIL Juan_paillomi@hotmail.com
Nombre de la organizacion, empresa o

institucién de donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser
productor.

SOCIEDAD DE AGRICULTORES
HUOLOPULLI

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

77.671.690-1

CARGO O ACTIVIDAD

Representante Legal

Rubro, drea o sector a la cual se vincula 0 en
la que trabaja.

Productor de Aceite Esencial (IFA)

e 11

NOMBRE Miguel Angel
APELLIDO PATERNO Orellana
APELLIDO MATERNO Rodriguez

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Balmaceda 0126 El Bosqu
FONO-FAX 5274463

E-MAIL

Nombre de la organizacion, empresa o

institucion de donde trabaja / Nombre del | MACROFOOD

predio o0 de la sociedad en caso de ser
productor.

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD

Analista Lab. Inv. y Desarrolio

Rubro, area o sector a la cual se vincula o en
la que trabaja.

Analista

N°12

NOMBRE Maria Eugenia
APELLIDO PATERNO Letelier
APELLIDO MATERNO Muioz
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RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Olivos 1007 — Independencia
FONO-FAX Fono 6782885 — Fax 7378920
E-MAIL mal@liq.uchile.cl

Nombre de la organizacidn, empresa o
institucion de donde trabaja / Nombre del
predio 0o de la sociedad en caso de ser
productor.

UNIVERSIDAD DE CHILE FACULTAD DE
CIENCIAS QCAS Y FARMACEUTICA

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricuitor.

CARGO O ACTIVIDAD

Académico

Rubro, area o sector a la cual se vincula o en
la que trabaja.

Farmacologia

N°e13

NOMBRE Felipe
APELLIDO PATERNO Troncoso
APELLIDO MATERNO Polgatti

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Arzobispo Vicufia 51 Depto. 11
FONO-FAX 223-0742
E-MAIL feltro@gtdmail.com

Nombre de la organizacion, empresa o
institucion de donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser
productor.

PARTICULAR

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD

Ingeniero de Alimentos

Rubro, area o sector a la cual se vincula o en | Alimentos
la que trabaja.

Ne14

NOMBRE Maria Isabel
APELLIDO PATERNO Toledo
APELLIDO MATERNO Donoso

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Av. Altamirano 1480 V Region
FONO-FAX 274263
E-MAIL itoledo@ucv.cl

Nombre de la organizacion, empresa o
institucion de donde trabaja / Nombre del
predio 0 de la sociedad en caso de ser
productor.

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE
VALPARAISO

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD

Docente Investigador

Rubro, area o sector a la cual se vincula 0 en
la que trabaja.

Alimentacidén Acuicola
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N°15

NOMBRE

Susana

APELLIDO PATERNO

Laguna

APELLIDO MATERNO

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION

FONO-FAX Fono 3232137 Fax 3232137
E-MAIL tutilaguna@hotmail.com
Nombre de la organizacidon, empresa o

institucion de donde trabaja / Nombre del
predio 0 de la sociedad en caso de ser
productor.

Empresa Familiar — Recién comenzando.

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD

Médico Veterinario

Rubro, area o sector a la cual se vincula 0 en
la que trabaja.

Alimentacién en Animales

N°16

NOMBRE Carlos
APELLIDO PATERNO Coros
APELLIDO MATERNO Villca

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Condominio Los Alamos Casa39 Los Andes V
Region

FONO-FAX 402923-904116

E-MAIL ccorosv@hotmail.com

Nombre de la organizacibn, empresa o

institucion de donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser

CLINICA RIO BLANCO
P. UNIVERSIDAD CATOLICA DE

productor. VALPARAISO
RUT de la organizacién, empresa o institucién

donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o

predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD Kinesiologo
Rubro, area o sector a la cual se vincula o en

la que trabaja.

Ne17

NOMBRE Loreto
APELLIDO PATERNO Hermandez
APELLIDO MATERNO Rios

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION 8 norte 772 depto 1001 Vina del Mar, V
Region.

FONO-FAX 32-683534 / 092777034

E-MAIL loretohr@hotmail.com

Nombre de ia organizaciéon, empresa o

institucion de donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser
productor.

P. UNVIERSIDAD CATOLICA DE
VALPARAISO

RUT de la organizacién, empresa o institucién
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.
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CARGO O ACTIVIDAD

Estudiante

Rubro, area o sector a la cual se vincula o en
la que trabaja.

Facultad de Agronomia

N°18

NOMBRE Carmen Gloria
APELLIDO PATERNO Rodriguez
APELLIDO MATERNO Rojas

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Volcan Licancabur 819 Rancagua
FONO-FAX 72-698930
E-MAIL Carmmen_rodriguez@123mail.cl

Nombre de la organizacién, empresa o
instituciéon de donde trabaja / Nombre del
predio 0 de la sociedad en caso de ser
productor.

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD

Rubro, area o sector a ta cual se vincula o0 en
la que trabaja.

N°19

NOMBRE Carlos
APELLIDO PATERNO Inostrosa
APELLIDO MATERNO Bonnet

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Ruiz de Gamboa 048-Providencia-Santiago-
Region Metropolitana

FONO-FAX 7776216

E-MAIL busintaal@gmail.cl

Nombre de la organizacion, empresa o
institucion de donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser
productor.

BUSINTAAL LTDA.

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

79.778.260-2

CARGO O ACTIVIDAD

Gerente General

Rubro, area o sector a la cual se vincula o en
la que trabaja.

Insumos Industriales

N° 20

NOMBRE German
APELLIDO PATERNO Gomez
APELLIDO MATERNO Pinto

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Malaga 115 local2
FONO-FAX 2071503 /2280967
E-MAIL hergotar@hotmail.com

Nombre de la organizacibn, empresa o
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institucion de donde trabaja / Nombre del
predio 0 de la sociedad en caso de ser
productor.

HERGOTAR S.A.

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

78.621.070-4

CARGO O ACTIVIDAD

Director Técnico

Rubro, area o sector a la cual se vincula o en
la que trabaja.

Farmacia, Recetario Magistral, Dermatologia.

Ne 21

NOMBRE Sebastian
APELLIDO PATERNO Acuia
APELLIDO MATERNO Verrugjo

RUT PERSONA NATURAL

DIRECCION Amado Nervo 155 La Reina Santiago Region
Metropolitana

FONO-FAX 2-3252447

E-MAIL sebastianaav@walla.com

Nombre de la organizacién, empresa o

institucion de donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser
productor.

RUT de la organizacion, empresa o institucion
donde trabaja / RUT de la sociedad agricola o
predio en caso de ser agricultor.

CARGO O ACTIVIDAD

Ingeniero en Alimentos

Rubro, area o sector a la cual se vincula o en
la que trabaja.

Consultor Técnica
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ANEXO 8
Laboratorios CANALAB

Laboratorio Email Fax Fono Contacto
J.Dgo. Maldonado
Lab. Prater ebrunol@labprater.cl 5574336 8707500 /Enrique Bruiol
Lab. Ximena Polanco ximenapolanco@xpolanco.coim 5515336 5515336 Ximena Polanco  Dresden 4640
lab. Knop mrojas@knop.cl 32/941962 32/942183 Marcelo Rojas Av. Industrial 1198 Quilpué
Lab.Pharma Group pperez@pharmagroup.cl 5571240 5571123 Roberto Muenzer C.Melipilla 6873 Cerrillos
Lab.Pasteur avega@lpasteur.cl 2384260 2394090 Adrian Vega
Igonzalez@lpasteur.cl
Lab.y Drogueria Nac. labnaciona@tie.cl 6238455 6232411 Rodrigo Barrios Calle Nueva 5374 Conchali
gerenciacomercial |[dn@hoctmail.com
Condecal condecal@ctcreuna.cl 6261954 6252517 Teresa Ramelli Alb.Riesco 0245 Huechuraba
Lab.Hochstetter |paredes@hahnemannn@enteichile.net 7778495 7771284 Susana Hochstetter
Luis Antonio
Lab.Ecifarma gerencia@ecifarma.cl 3417247 2097177 Fernandez Dardinag 06 Prov.
|.a fernandez@ecifarma.cl
Lab Valma virginia_valma@123 ¢l 7739572 7735732 Virginia Araneda  Miguel de Atero 2883
mvernal@valma.cl
Lab.Weleda bam@weleda.cl 3333225 2319078 Bernardo Amthauer Simon Bolivar 4188
Secretaria Monica 3351384

Lab. Heel Bbotikaheel@eantelchile.net 86347813 3354775 Paula Rivas
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Anexo 9. Calendario de ejecucion

Calendario de Ejecucién 1° Parte: Noviembre 2000 — Mayo 2003

Calendario de Ejecucion 2° Parte: Junio 2003 — Marzo 2005
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Id | Nombre de tarea ene 'Ol | feb 'Ol | mar'O1 | abr'0l | may '01 | jun'ol | jul'0Oi | ago'Ol | sep 'Ol [ oct 01 | nov ot

1 1. Aumentar la poblacién de un clon selec:

2 1.1. Divisién de plantas de tomillo

3 1.2.1. Propagacidn vegetativa de tomillo

4 1.2.2. Plantacidn propagacién de tomillo

5 1.2.3. Propagacion vegetativa de tomillo

6 1.2.4. Plantacién propagacién de tomillo

7 1.2.5. Propagacién vegetativa de tomillo

8 1.2.6. Plantacién propagacién de tomillo

9 | 2. Determinar la compesicion quinica y pe

10 2.1. Cosecha de materia fresca en tomi

1 2.2. Obtencidn de aceite esencial de lo:

12 2.3. Andlisis quimico de aceite esencial

13 2.4. Cosecha de materia fresca en tomi

14 2.5. Obtencidn de aceite esencial de lo:

15 2.6. Andlisis quimico de aceite esencial

16 2.7. Obtencién de aceite esencial y and

17 | 3. Evaluar el uso de tomillo como antisépt

18 3.1. Uso de aceite esencial de tomillo e

19 3.2. Uso de a.e de tomillo en conservaci

20 |4. Caracterizar los principales component:

21 4.1. Durante el afio

22 4.1.1. Extraccidn de materia fresc:

23 4.1.2. Obtencidn de m.s a partir de

24 4.1.3. Andlisis quimico de m.f y m.s

Tarea Resumen Progreso resumido ]
Carolina Fredes Divisién S Tarea resumida Tareas externas
Proyecto: C-00-1-A-071 - E
Inicio 8 de Noviembre de 2000 Progreso PN Division resumida T .. Resumen del proyecto
Hito Hito resumido &

Pdgina 1




Id | Nombre de tarea nov'00 | dic'00 | ene'Ol | feb 'Ol | mar ‘01 | abr'Ol | may ‘01 | jun'Ol an|° Zjul '01 [ ago'O1 [ sep'Ol | oct'Ol [ nov 'Ol

25 4.1.4. Extraccién de materia fresc

26 4.1.5. Obtencién de m.s a partir de

27 4.1.6. Andlisis quimico de m.f y m.s

28 4.1.7. Extraccién de materia fresc

29 4.1.8. Obtencién de m.s a partir de

30 4.1.9. Andlisis quimico de m.f y m.s

31 4.1.10. Extraccién de materia fres

32 4.1.11. Obtencién de m.s a partir d

33 4.1.12. Andlisis quimico de m.f y m.

34 4.1.13 Obtencién de m.f y m.s paro

35 4.2. De acuerdo a su floracién

36 4.2.1. Extraccién de materia fresc

37 4.2.2. Obtencién de aceite esencia

38 4.2.3. Andlisis quimico de aceite e:

39 4.2.4. Extraccion de materia fresc

40 4.2.5. Obtencidn de aceite esencia

41 4.2.6. Andlisis quimico de aceite e

42 4.2.7. Extraccién de materia fresc

43 4.2.9. Andlisis quimico de aceite e:

44 |5. Comparar los principales componentes ¢

45 5.1. Obtencidén de materia fresca en roi :

46 B.2. Obtencién de materia seca, extrac

47 5.3. Andlisis quimico de m.s, e.sy a.e er

48 5.4. Obtencion de materia fresca en ro

Tarea Resumen ~ Progreso resumido |
Carolina Fredes Divisién o ‘ Tarea resumida Tareas externas '
Proyecto: C-00-1-A-071 A ———
Inicio 8 de Noviembre de 2000 Progreso I Divisién resumida B Resumen del proyecto (iR
Hito . Hito resumido />

Pdgina 2
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Id | Nombre de tarea nov ‘00 dic '00 ene ‘01 | feb ‘01 I mar '01 T abr '01 may 'Ol jun '0O1 jul ‘01 ago ‘01 sep 'Ol oct '01 T nov ‘01
49 5.5. Obtencién de m.s, e.s y a.e en rom« :

50 5.6. Andlisis quimico de m.s, e.sy a.e er

51 5.7. Obtencién de materia fresca enr

52 5.8. Obtencién de m.s, e.s y a.e en rome

53 5.9. Andlisis quimico de m.s, e.sy a.e er

54 5.10. Obtencién de materia frescaenr

55 5.11. Obtencién de m.s, e.s y a.e en rom

56 5.12. Andlisis quimico de m.s,e.syaee

57 | 6. Evaluar el uso de romero como antioxid

58 6.1. Uso de m.s y e.s de romero en post
59 6.2. Uso de m.s y e.s de romero en cons
60 6.3. Uso de a.e de romero en postcosec
61 6.4. Uso de a.e de romero en conservac

62 | 7. Evaluar el comportamiento del cultive ¢

63 7.1. Acondicionamiento parcela experim

64 7.2. Establecimiento cultivo de romero

65 7.3. Obtencién de m.f y m.s para andlisi

66 7.4 Obtencidn de m.f y m.s para andlisi:

67 | 8. Elaborar Estudio de Mercado de Usos : —
68 8.1. Estudio de Mercado :

69 |9. Difusién a Empresas

70 9.1. Actividades de Difusion con empre:
7 9.2 Actividades de Difusién con empres
Tarea Resumen Progreso resumido ]
Carolina Fredes Division o Tarea resumida | Tareas externas
Proyecto: C-00-1-A-071 ‘ ' e _
Inicio 8 de Noviembre de 2000 Progreso | Divisién resumida . _ _ Resumen del proyecto
Hito ‘ Hito resumido S

Pdgina 3
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dic '01 [ ene'02 [ feb'02 | mar'02 | abr'02 | may'02 [ jun'02 [ jul'O2

[ ago'02 | sep'02 | oct 02 | nov'02 | dic'02 | ene'03 [ feb'03 | mar '03 [ abr'03 | may '03

Carolina Fredes
Proyecto: C-00-1-A-071
Inicio 8 de Noviembre de 2000

Tarea
Division
Progreso

Hito

Resumen ~

Tarea resumida
Division resumida

Hito resumido &)

Progreso resumido NN
Tareas externas

Resumen del proyecto "

Pdgina 4
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dic'01 | ene'02 [ feb'02 | mar'02 | abr'02 | may'02 | jun'02 | jul'02 | ago 02 | sep ‘02 | oct 02 | nov'02 | dic '02 | ene 03 | feb'03 | mar'03 | abr'03 | may ‘03

Tarea Resumen _ Progreso resumido ]
Carolina Fredes Division T ) Tarea resumida Tareas externas
Egm;ﬁg&::{;&qe 2000 Progreso ] Division resumida _— o . Resumen del proyecto igﬁgﬂ‘ibﬁ::ﬁuﬁ%ﬁﬂﬁt«ﬁ}
Hito ¢ Hito resumido S

Pdgina & ‘J
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dic'ol | ene'02 [ feb'02 | mar’'02 [ abr'02 | may'02 | jun'02 | jul'02 | ago'02 | sep'02 | oct'02 | nov'02 | dic'02 | ene’'03 | feb'03 | mar 03 [ abr'03 | may '03

Tarea Resumen — Progreso resumido ]
Carolina Fredes Division Tarea resumida Tareas externas
Proyecto: C-00-1-A-071 ) =
Inicio 8 de Noviembre de 2000 Progreso I Division resumida GGV Resumen del proyecto [ i

Hito ‘ Hito resumido /5
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T3'C3 T4'03 T1'04 T2'04 T3'04 T4'04
d_| & Nombre de tarea jun | jul T ago [ sep | oct [ nov | dic | ene [ feb | mar | abr | may | jun | jul | ago | sep | oct | nov
1 |4 1.1. Obtencién de materia fresca de romero : : ' : :
2 |4 1.2. Obtencién de materia seca a partir de materia fresca de
3 |54 1.3. Obtencién de extracto seco con maltodextrina
4 |G 1.4. Estandarizacién de extracto seco
S |4 2.1. Andlisis quimico extracto seco de verano
6 |4 2.2.1. Andlisis m.o (1)

7 |4 2.2.2. Andlisis m.o (2)

8 | 2.2.3. Andlisis quimico antioxidantes

9 |4 2.2.4. Andlisis fisicos y organoléptico

10 |Cd 2.25. Andlisis quimico antioxidantes

11 1 Cd 2.2.6. Andlisis fisicos y organoléptico

12 |4 3.1.1. Establecimiento ensayo sobre aceite de emu
13 3.1.2. Evaluaciones ensayo 3.1.1

14 |4 3.2.1. Establecimiento ensayo sobre manteca

15 |Zd 3.2.2. Evaluaciones ensayo 3.2.1

16 |4 3.3.1. Establecimiento ensayo sobre rosa mosqueta
17 |4 3.3.2. Evaluaciones ensayo 3.3.1

18 |d 2.7. Andlisis quimico antioxidantes

19 |4 2.8. Andlisis fisicos y organoléptico

20 |EH 2.9. Andlisis quimico antioxidantes

21 |C4d 2.10. Andlisis fisicos y organoléptico

22 |[d 2.11. Anélisis quimico antioxidantes

Proyecto: Carta Gantt Prolongacion
Fecha: mi 20-04-05

Tarea

Division
Progreso

Hito ’

~

Resumen Progreso resumido

Tarea resumida Tareas externas

Divisién resumida Resumen del proyecto

Hito resumido <>

Pagina 1




T3'03 T4'03 T1'04 T2'04 T3'04 T4'04
d_|© Nombre de tarea jun | jul [ago [ sep | oct [ nov | dic | ene | feb | mar | abr [ may | jun | jul | ago | sep | oct | nov
23 |4 2.12. Analisis fisicos y organoléptico ; : : 5 ; :

24 |([d 2.13. Andlisis quimico antioxidantes :
25 | 2.14. Anadlisis fisicos y organoléptico

Tarea Resumen — Progreso resumido |
Proyecto: Carta Gantt Prolongacién Division e e o Tarea resumida Tareas externas
Fecha: mi 20-04-05 Progreso DN Division resumida . ~ Resumen del proyecto RIS

Hito . Hito resumido <>

Pagina 2




7404 T1'05 T2'05 T3'05 T4'05 T1'06 T2'06
d (& Nombre de tarea nov | dic | ene [ feb | mar | abr [may | jun [ jul | ago | sep | oct [ nov | dic | ene | feb | mar | abr | may
1 EL | 1.1. Obtencién de materia fresca de romero : b ! ‘ :
2 |04 1.2. Obtencién de materia seca a partir de materia fresca de
3 |4 1.3. Obtencién de extracto seco con maltodextrina
4 |d 1.4. Estandarizacion de extracto seco
5 |4 2.1. Andlisis quimico extracto seco de verano
6 |Cd 2.2.1. Analisis m.o (1)
7 |4 2.2.2. Andlisis m.o (2)
8 |[Cd 2.2 3. Andlisis quimico antioxidantes
9 |4 2.2.4. Analisis fisicos y organoléptico
10 |24 2.25. Andlisis quimico antioxidantes
1 |4 2.2.6. Andlisis fisicos y organoléptico
12 |4 3.1.1. Establecimiento ensayo sobre aceite de emu
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