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La gran abundancia de flora espontanea aromatica en el
sureste Ibérico es clave en la comercializacion de plantas silvestres,
y motivo por el que la Regidbn de Murcia es un enclave para
numerosas empresas dedicadas a la transformacién vy
comercializacién de productos naturales, que son demandados por

industrias farmacéuticas, cosmeéticas y agroalimentarias.

La riqueza en el romero (Rosmarinus officinalis L.) de
componentes con demostrada actividad biosaludable, ha generado
un enorme potencial de aplicaciones en amplios campos
industriales, en los que la demanda social de productos de origen
natural ha propiciado una mirada retrospectiva, recuperando valores
y conocimientos de las propiedades medicinales y culinarias

atribuidas desde antafio a estas plantas.

El cultivo de esta especie no se encuentra plenamente
establecido todavia en nuestra region, y se sigue recolectando el

material espontaneo de los montes, a diferencia de otras especies,
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entre las que se incluyen el espliego (Lavandula latifolia), la salvia
(Salvia lavandulifolia) o el tomillo rojo (Thymus zygis), que son

tradicionalmente cultivadas en la comarca del Noroeste.

La razén de esta recoleccion de material espontaneo de
romero es que la Direccion General del Medio Natural no tiene
ningun problema en autorizar la recoleccion de este material
silvestre, pues al ser su recoleccibn mediante siega no se produce
ningun efecto adverso sobre el terreno. Sin embargo, esto origina
como efecto secundario que las producciones obtenidas sean de
una enorme heterogeneidad, debido a la gran variabilidad intra-
especifica que presenta esta especie. Esta variabilidad se puede
atribuir a numerosos factores, muchos de los cuales no han sido
estudiados hasta el momento, que influyen asi mismo en el
rendimiento de la planta, en la riqueza final de los diferentes

compuestos, y en sus propiedades biolégicas.

Los factores de variabilidad se pueden atribuir a las
condiciones edafo-climéaticas donde se desarrollan las plantas (Del
Bafio, 2005; Tigrine-Kordjani et al., 2007; Jamshidi et al., 2009;
Moghtader y Afzali, 2009; Tounekti et al., 2011; Singh y Guleria,
2013; Zaouali et al., 2013), y/o a variaciones genéticas de las
poblaciones (Martin y Hernandez-Bermejo, 2000; Zaouali et al.,
2012), de ahi la necesidad de realizar un estudio detallado que nos
permita conocer que factores, abidticos o genéticos, afectan, y en
gué medida lo podrian hacer sobre el rendimiento y la calidad de las

producciones obtenidas.

Una solucién a este problema seria la obtencion de clones
con caracteristicas propias y determinadas, para destinarlos al
establecimiento de cultivos comerciales. De esta manera se

obviarian los problemas de heterogeneidad, ofreciendo asi
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producciones de calidad homogénea que estarian acorde a las

exigencias de cada mercado.

Es por tanto el objetivo principal de esta Tesis, el seleccionar
plantas individuales de romero, atendiendo a la composicién quimica
-tanto de sus aceites esenciales como de sus extractos polifendlicos-
y a sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas, con la finalidad

Gltima de establecer cultivos comerciales.

Este objetivo general se puede desglosar en los siguientes

objetivos especificos:

1. Caracterizar quimicamente el aceite esencial y el
extracto polifendlico del romero, para buscar relaciones entre
estas composiciones y las condiciones edafoclimaticas en las

que se ha desarrollado la planta.

2. Estudiar la relacion existente entre composicién
guimica y actividad biologia, considerando capacidad
antioxidante y antimicrobiana, e identificar a los principales

componentes responsables de la misma.

3. Determinar momento 6ptimo de recoleccion,
considerando los diferentes estadios fenoldgicos de las
plantas, para la obtencion de maximos rendimientos y calidad

en las producciones.

4. Promover el establecimiento del romeo como
cultivo agricola a partir de nuestra seleccion de plantas, para
de esta forma, favorecer el desarrollo rural mejorando la
economia de los sectores agricolas, a la vez que se

contribuye a la conservacion del medio natural.
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II. INTRODUCCION
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1. Usos tradicionales del romero

El hombre ha dependido de las plantas a lo largo de su
historia para cuidar de su salud. Hoy en dia resulta muy complicado
encontrar referencias de los primeros usos de plantas medicinales
en la Prehistoria. Es por tanto necesario basar las investigaciones en
el hallazgo de restos vegetales fosilizados en yacimientos (De Rivera
y Obon, 1991), como por ejemplo, las evidencias encontradas por
Neandertales desde hace unos 60.000 afios (Stockwell, 1988). Son
numerosos los autores que recogen las tradiciones de recolectar y
usar plantas en su beneficio propio (Thomson, 1978; Stockwell,
1988; Cowan, 1999; Mufioz, 2002; Rozman y Jersek, 2009).

La planta de romero también ha tenido un peso importante a
lo largo de la historia de la humanidad debido a las propiedades
magicas o0 milagrosas que se le han atribuido en las diversas
culturas (Villiera, 2002). Un ejemplo son los restos hallados en la

primera dinastia faraonica, donde se solian colocar ramas de romero
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sobre las tumbas con la intencion de perfumar el viaje hacia el pais

de los muertos (De Rivera y Obon, 1995).

Por otro lado griegos y romanos consideraban al romero como
una planta sagrada, y como prueba de ello el poeta romano Horacio
compuso odas alabando sus poderes misticos. Tanto los habitantes
de Grecia como de Roma creian que el romero simbolizaba el amor
y la muerte, apareciendo desde entonces esta planta en bodas y
funerales, como simbolo manifiesto de amor duradero y que ese
vinculo jamas se romperia; asi mismo los griegos tenian por
costumbre el quemar ramitas de romero en sus templos (Lopez y
Costa, 1996; Brines et al., 2007).

En la Edad Media se solia usar esta planta no solo con fines
alimentarios o medicinales, tambien tenia aplicaciones como la
fumigacion contra los malos espiritus y la proteccién frente a plagas,
(Lawless, 1998; Pamplona-Roger, 1999; Villiera, 2002; Carvalho,
2010).

Pero no fue hasta el afio 1300, cuando Arnau de Villanova
llevd a cabo una destilacibn de romero (Arango-Mejia, 2006),

favoreciendo por tanto, la obtencién de productos mas elaborado.

Podemos por tanto destacar que son numerosas las
propiedades que se le han atribuido al romero desde la antigiedad,
como remedio o paliativo de los males que sufria la poblacién en
aguella época (Lawless, 1998; Font Quer, 1999; Pamplona-Roger,
1999; Carvalho, 2010).



Tesis Doctoral - Vanesa Lax Vivancos

2. El género Rosmarinus.

2.1. Taxonomia del género Rosmarinus.

El género Rosmarinus cuenta con tres especies en la
peninsula ibérica, que pueden diferenciarse morfolégicamente
atendiendo a la clasificacion de Morales (2014), tal y coimo se

expone en la Tabla 1.

Tabla. 1. Taxonomia del género Rosmarinus.

1.
* Hojas de hasta 40 mm, en general de tamafio variable en la misma

rama, agudas, glabras por el haz; caliz glabro o con pelos ramificados

aplicados; inflorescencias axilares. ...........ccccvvvvieeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeen R. officinalis

* Hojas de hasta 20 mm, en general de tamafio homogéneo, de 4pice redondeado,
glabras o tomentosas por el haz; caliz con pelos ramificados aplicados y pelos
largos, tectores o glandulares; inflorescen-cias axilares y terminales....2.

2.
* Hojas siempre glabras por el haz; naculas de hasta 2,9 mm. ........ R. eriocalyx
» Hojas pelosas por el haz; nlculas de hasta 3,1 mm ..................... R. tomentosus

Aunque se han identificado estas tres especies dentro del
género Rosmarinus, también podemos encontrar hibridos en la
naturaleza, siendo los actualmente conocidos, segun Morales,
(2014):

e R. eriocalix x R. officinalis.

e R. officinalis X R. tormentosus.
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2.2. Caracterizacion y morfologia de R. officinalis L.

La planta de Rosmarinus officinalis L. fue identificada por
Linneo en 1753 (Sanchez-Monge, 1980). Tradicionalmente se ha
creido que el nombre de “Rosmarinus” derivaba de la union de los
vocablos latinos “ros” (rocio) y “marinus” (mar), que significarian
‘rocio del mar”. Aunque actualmente los etimologistas piensan que
su verdadero origen proviene de la union de los vocablos griegos,
‘rhos”, arbusto y “myrinos”, aromatico, los cuales concuerdan
perfectamente con las caracteristicas de la planta (Morales, 2014).
Por otro lado el origen del nombre especifico, “officinalis”, pone de
manifiesto su aplicacion como planta medicinal (Font Quer, 1999;
Stuart, 1981).

Dentro del género Rosmarinus la especie Rosmarinus
officinalis L. es un arbusto de hasta dos metros de altura,
generalmente erguido, aunque en ocasiones achaparrado y cuya
vida media oscila entre 5 y 15 afios. Su floracion puede variar, pues
mientras que algunos autores afirman que las flores pueden estar
presentes en la planta durante todo el afio (Mufioz, 2002), otros
declaran que no hay floracién durante los meses mas calurosos del
afio (De Rivera y Obo6n, 1991). Los tallos de este arbusto son
erectos o procumbentes, pelosos y poseen numerosas glandulas

esferoidales.

En cuanto a las hojas, son simples y de un tamafio menor o
igual a 4-6 mm, pudiendo encontrarse diferencias de tamafio dentro
de la misma rama, el borde de las hojas se caracteriza por ser agudo
y entero, oscilando entre linear y lanceolado, con margenes
revolutos, sentados y algo afilados. En cuanto a la superficie foliar, el
haz de las hojas es glabro mientras que su envés es con frecuencia
lanoso, sobre todo en las jovenes (Morales, 2014; Sanchez et al.,
2011; De Rivera, 1994).
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Asi mismo la inflorescencia (como podemos apreciar en las
Figuras 1 y 2) es laxa y se encuentra situada en verticilastros
axilares cortos con ejes lanosos y esta formada por grupos de 5-15
flores con bracteas elipticas pequefias comprendidas entre 2,5-
3,5mm. Esta inflorescecia consta de cinco pedicelos florales de una
longitud de 1,5-3 mm. Segun lo descrito en la bibliografia, el céliz es
verde oscuro glabro o con pelos ramificados y corola bilabiada,
pudiendo obscilar el color de la corola desde el morado hasta el

blanco-azulado.

Figura.l. Planta de romero en floracion.
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Figura.2. Detalle de tallo, flor y hoja de R. officinalis. (Dibujo

tomado de Alcaraz, et al. 1989).

La flor de romero se compone de:

e Dos estambres recurvados, cuyas anteras estan
formadas por una teca curvada.

e Un gineceo bicarpelar, cuyo ovario tetralobular
contiene formacién de un falso septo en la pared del
carpelo.

e Un estilo cuyas dimensiones obscilan de 10 a 20 mm.
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Las nuculas que producen las inflorescencias del romero son
ovoides, aplanadas y de color castafio, las dimensiones de estas
nuculas estan comprendidas entre 2,2-3 mm x 1,8-2 mm (De Rivera,
1994; Sanchez et al., 2011; Morales, 2014).

2.3. Distribucién de Rosmarinus officinalis L.

Las plantas de romero se encuentran de forma espontanea en

la region mediterranea y el Caucaso.

En la Figura 3 se muestra la distribucion de romero en la
peninsula ibérica. Se ha elaborado en base a la informacion
recogida de Gomez Orea (1999) Morales (2014) y en ella se destaca

la presencia de romero en:

e Espafia: en gran parte de Andalucia, Almeria, Murcia,
Extremadura, Comunidad Valenciana, Aragon, Navarra,
Cataluiia (hasta llegar a los pirineos), asi como en Baleares,

e Portugal en su totalidad (con la excepcion de algunas

provincias del norte).

No obstante, en general, es dificil encontrarla en las zonas del
norte y noroeste de la peninsula (Font Quer, 1999; De Rivera, 1994,
Morales, 2014).
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Figura 3. Distribucion del romero en la peninsula ibérica.

En la Figura 4 se muestra la distribucién del romero a nivel
mundial, siendo posible encontrarlo como planta silvestre o como
cultivo. Como planta silvestre, se puede encontrar en el sur de
Europa, norte de Africa, suroeste de Asia, asi como en
Latinoamérica. La introducion del romero en Latinoamérica (Mejico,
Guatemala y otros paises) se debe a los viajes realizados por los
espafioles en la época colonial, donde la utilizaban para fines
medicinales en sustitucion de los remedios aztecas (Ortiz de
Montellano, 1990).
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Figura. 4. Distribucion global de las plantas de R. officinalis.

Como cultivo destaca en paises como Rusia, Inglaterra,
Francia, Portugal, Balcanes, Tunez, China, Australia y Estados
Unidos (en concreto en California) (Del Bafio, 2005; Morales, 2014).

En lo referente a sus requisitos de habitat se suele localizar
en suelos calcareos, formando parte de los matorrales que se
desarrollan en areas secas y soleadas, principalmente en etapas de
degradacion del encinar (Lopez Gonzélez, 2001), aunque también se
puede presentar en suelos siliceos con pH ligeramente acido
(Correal y Sotomayor, 2001). Sus necesidades anuales de
precipitacion oscilan entre los 200-600 mm® presentando un

crecimiento 6ptimo a partir de los 350 mm>.

La altitud en la que crece el romero es muy varidada,
pudiendo encontrar plantas desde 0-1500 m sobre el nivel del mar,
aungue la mayor altitud donde se encontraron plantas de romero en
la Regién de Murcia ha sido a 1400 m, en la ladera del pico de

Revolcadores.

No obstante, las plantas de romero son capaces de

desarrollarse en condiciones diferentes a las indicadas como su
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hébitat ideal, y es por eso que algunos autores citan que el estrés
medioambiental al que estarian afectadas en esos ambientes, se
veria reflejado en una posterior alteracion tanto de su rendimiento en
extractos, como de su composicion quimica final. Asi, factores a
tener en cuenta, como son el pH del suelo (D"Andrea, 1998; Del
Bafio, 2005) la temperatura y precipitaciones a las que se ven
sometidas las plantas (Del Bafio, 2005) el area geografica donde
crece/se desarrolla (Faleiro et al., 2002; Tigrine-Kordjani et al., 2007;
Moreno et al., 2006; Brewer, 2011) la fase de desarrollo vegetativo
cuando se procede a realizar la siega (Consentino et al., 1999;
Celiktas et al., 2007; Zaouali et al., 2013; Singh y Guleria, 2013), el
estrés abiodtico que las plantas puedan sufrir durante su desarrollo
(Tounekti et al., 2011) y la herencia genética propia de las
poblaciones vegetales (Martin y Hernandez-Bermejo, 2000; Zaouali
et al., 2012), pueden ser determinantes a la hora de originar los

distintos quimiotipos que se podemos encontrar en la naturaleza.

Estos factores se traducen en una variabilidad de la
composicién quimica del extracto y aceite de romero la cual deberia
ser considerada como una ventaja que la naturaleza crea, para la

supervivencia y adaptacion de la especie a nuevos entornos.

3. Taxonomia quimica.
3.1. Composicion quimica del aceite esencial.

En la realizacién de este trabajo -memoria y publicaciones- se
ha empleado la terminologia establecida por Garcia Martin y Garcia
Vallejo (Sotomayor, 1998) referente a la clasificacion de los
constituyentes de los aceites esenciales en funcion a sus

concentraciones.
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Para la taxonomia quimica de los aceites esenciales de las
plantas aromatico-medicinales, se contemplan dos clases de

componentes:

e No _significativos taxondmicamente: apenas varian en

concentracion de unos quimiotipos a otros; son generales
para casi todas las especies, y comunmente se encuentran de
forma minoritaria, aunque, a veces, algunos como o-pineno,
p-cimeno y limoneno en Thymus baeticus alcanzan categoria

de mayoritarios.

e Componentes taxondmicos: entre los que estan los principios

activos, mayoritarios, que forman familias de terpenoides
afines, relacionados genéticamente entre si. De ellos, uno o

varios son precursores de los demas.

Se consideran, por tanto, cuatro clases de componentes
presentes en los aceites esenciales, siendo los componentes
mayores los que se encuentran en una proporcion entre el 8-99%,
los componentes menores los que se encuentran entre un 5-8%, los
microcomponentes los que se encuentran entre un 0,1-5% y para
finalizar los componentes traza los que se encuentran en
concentraciones entre 0,0001-0,1% de abundancia en la totalidad
del aceite estudiado.

En esta tesis se han considerado los componentes mayores y
menores, siendo la combinacion de uno, dos o tres componentes de
mayor abundancia en las muestras de aceite esencial, los
determinantes de los diferentes quimiotipos de nuestras plantas, y
habiéndose omitido el estudio de los microcomponentes vy

componentes trazas.
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La composicion quimica del aceite de romero ha sido
ampliamente estudiada, habiéndose detectado la presencia de
diferentes quimiotipos, que podrian ser un reflejo de los factores que
estan intimamente relacionados con el desarrollo de la planta como
ya hemos mencionado con anterioridad siendo los casos concretos
detectados atribuidos a factores edafo-climaticos (Soria et al., 2008;
Brenes y Roura, 2010), las condiciones medioambientales y del
suelo (Tigrine-Kordjani et al., 2007; Jamshidi et al., 2009; Moghtader
y Afzali, 2009), la fecha en la que se procede a la siega o
recoleccion del material vegetal (Celiktas et al., 2007), la fase de
desarrollo fenolégico en la que se encuentra la planta (Ruberto y
Baratta, 2000; Zaouali et al., 2013; Singh y Guleria, 2013),
caracteristicas de la herencia genética del ejemplar (Martin y
Hernandez-Bermejo, 2000; Zaouali et al., 2012), estrés abidtico
sufrido por la planta (Tounekti et al.,, 2011), y el método de
extraccion llevado a cabo para la obtencién de la muestra de aceite
esencial (Lopez et al., 2005; Ramirez et al., 2006; Okoh et al., 2010).

Las distintas combinaciones de estos factores darian como
resultado variaciones en las relacién entre los componentes
mayoritarios que definen el quimiotipo del aceite de romero, como
indica Napoli et al., (2010), quienes clasifican las plantas estudiadas
en tres tipos de quimiotipos, Cineol, donde hay un elevado contenido
en 1,8 cineol en el aceite, Alcanfor, donde el contenido en alcanfor
supera el 20% del contenido total de aceite y Verbenona, en cuyo
caso, el contenido total de verbenona es superior al 15% del aceite

total.

Segun el trabajo realizado por Salido et al., (2003), en plantas
procedentes del sur de Espafa, el quimiotipo que detectaron fue a

pineno—eucaliptol-alcanfor, mientras que en el trabajo realizado por
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Varela et al., (2009), donde se estudiaron poblaciones de romero de
toda Espafa, obtuvieron diferentes perfiles quimicos en funcion de
area de procedencia de la planta estudiada, tal y como se muestran
en la Figura 5., siendo en el nordeste de Espafa los componentes
mayoritarios identificados en el perfil volatil “A” correspondiente a
“alcanfor-eucaliptol-a pineno”, en la costa Mediterranea el perfil
volatil “B” correspondiente a "eucaliptol-a pineno-alcanfor”, en el
interior el perfil volatil “C” correspondiente a “alcanfor- eucaliptol-a
pineno” y en el sur el perfil volatil “D” correspondiente a “eucaliptol-

alcanfor-a pineno”.

Figura 5. Distribucién de quimiotipos de romero en la peninsula ibérica y
Baleares (Varela et al., 2009). (Imagen cedida por Sotomayor Martinez,
2011)
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Por otro lado, otros autores han estudiado poblaciones de
plantas de romero en diferentes estados fenologicos intentando
aclarar la posible existencia de una relacion entre los resultados de
sus componentes mayoritarios en aceite y el estado fenologico. En el
caso del estudio llevado a cabo por Salido et al., (2003), donde
identifican el aceite de 12 plantas de romero procedentes del sur de
Espafa y en el cual todas las muestras de las plantas estudiadas
corresponden independientemente de su estado fenolégico al
quimiotipo a-pineno-1,8-cineol-alcanfor. Posteriormente Zaouali et
al., (2013), estudiaron la composicion quimica del aceite de
diferentes o6rganos de plantas de romero en diferentes estados
fenoldgicos, y ésta se mantenia constante con la Unica excepcién de
borneol y algunos componentes minoritarios, al igual que Singh y
Guleria (2013), quienes no pudieron relacionar el estado fenoldgico
de las plantas de romero con un perfil quimico de su aceite
diferenciado, siendo la Unica diferencia encontrada la presencia de

un mayor rendimiento de aceite durante la fructificacion.

En el trabajo llevado a cabo por Sotomayor Martinez (2011),
se pone de manifiesto ciertas diferencias en la composicion quimica
-aunque el quimiotipo de la planta no varia “alcanfor-1,8 cineol- a
pineno”- del aceite segun el estado fenoldgico en el que se hace la
siega, haciendo realizado el estudio con dos poblaciones de clones
para evitar en medida de lo posible la variacidbn genética propia de

esta especie.

3.1.1. Actividad bioldgica.

Son numerosas las propiedades atribuidas al aceite esencial
de romero y es por ello que se considera la planta aromatica y

medicinal mas empleada (Rozman y Jersek, 2009). Muchas de esas
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actividades biologicas detectadas en romero se han correlacionado
con la presencia de componentes mayoritarios en sus aceites
esenciales, aunque no se descarta que puedan ejercer un papel
importante en la misma los componentes minoritarios (Wu et al.,
2011).

Cada vez es mas frecuente el estudio de tratamientos
alternativos para la obtencion de principios activos con actividad
bioldgica, sin tener que recurrir al uso de antibiéticos o conservantes
sintéticos, por sus posibles efectos adversos como la generacion de
resistencias bacterianas, sobre este campo ha destacado el romero
debido a sus mudltiples propiedades antimicrobianas como se vera a

continuacion.

En esta linea, aunque hace unos afios no se prestaba
atencion al uso de antibioticos -a dosis subclinicas- en piensos de
animales con finalidad de mejorar la salud de estos y favorecer su
engorde, tras la entrada en vigor de la Directiva 96/23/CE vy
posteriormente el Real Decreto 1749/1998, han empezado a
considerarse los efectos adversos que estos antibioticos ejercen
sobre la poblacion humana, siendo tendencia el controlar, cada vez
con mayor detalle, los aditivos alimentarios que se encuentran de
forma normal en los piensos de animales con fines de alimentacion
humana, donde se establece un procedimiento comunitario de
fijacion de limites méximos de residuos de medicamentos

veterinarios en los alimentos de origen animal.

Entre las actividades biol6gicas mas importantes atribuidas al
aceite esencial de romero destacamos, propiedades antibacterianas
(Castano et al., 2010; Ntzimani et al., 2010; Okoh et al., 2010; Jiang
et al., 2011; Ivanovic et al., 2012) antifangicas (Soylu et al., 2010),

insecticida (Zoubiri 'y Baaliouamer, 2011) anticancerigenas
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(Horvéthova et al., 2010; Slamenova et al., 2011) mejora de la
capacidad cognitiva (EI Omri et al., 2010; Linck et al., 2010) como
conservante alimentario (Castano et al., 2010; Ivanovic et al., 2012)
y como antioxidante (Zaouali et al., 2010; Ozcan y Arslan., 2011;
Slamenova et al., 2011).

Aunque segun algunos autores la actividad antioxidante y
antimicrobiana procede de una actividad sinérgica entre los
componentes del aceite esencial (Wu et al., 2011), otros afirman que
elevadas concentraciones de los componentes principales
purificados son mas activos que la mezcla de componentes
presentes en el aceite (Bernardes et al., 2010 (a); Klancnik et al.,
2010).

Asi mismo, Zaouali et al., (2010) describieron la existencia de
variaciones en la actividad antibacteriana de romero procedentes de
Tunez (R. officinalis var. typicus y var. troglodytorum) que dependen
de la variaciéon cuantitativa de los componentes del aceite esencial,
es por ello que algunos autores han correlacionado determinados
qguimiotipos de aceite y su baja actividad antimicrobiana frente a
microorganismos causantes de caries u otros agentes que degradan
los alimentos siendo 1,8 cineol-alcanfor-a pineno (Tavassoli et al.,
2011) y alcanfor- verbenona- a pineno (Bernardes et al., 2010(a)).

Los factores principalmente influyentes asociados a esta
variacion en la actividad se atribuyen principalmente al lugar de
origen (Jamshidi et al., 2009), fecha de la siega (Celiktas et al.,
2007), estado fenoldgico de la planta (Singh y Guleria, 2013) método
de extraccion (Okoh et al., 2010; Ivanovic et al., 2012; Rodrigez-Rojo
et al., 2012; Visentin et al., 2012) y la fase de desarrollo de la planta
(Zaouali et al., 2013).
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3.2. Extracto polifendlico de romero.

Tras la destilacion de las plantas de romero para la obtencién
de su aceite esencial, se obtiene un subproducto con un contenido
polifendlico aproximadamente unas 10 veces menor que el que
tenian las hojas de romero (Almela et al., 2006), aunque este
subproducto aln posee una considerable actividad antioxidante
(Romano et al., 2009; Klancnik et al., 2010; Bubonja Sonje et al.,
2011; Navarrete et al., 2011; Rodriguez Rojo et al., 2012).

Son numerosos los autores que han estudiado la composicion
quimica de los extractos metandlicos de romero (Aruoma et al.,
1992; Erkan et al., 2008; Romano et al., 2009; Bernardes et al.,
2010(a); Rodriguez Rojo et al.,, 2012), aunque hay discrepancias
acerca de los componentes mayoritarios presentes en el mismo, por
un lado algunos autores defienden que los componentes principales
son Unicamente 4cido carndsico y carnosol, al igual que Aruoma et
al., (1992), quienes afirman que aproximadamente el 5% del peso
seco de las hojas de romero se corresponde a carnosol y acido

carnosico.

Por el contrario, Erkan et al., (2008), afirman que los
componentes mayoritarios en el extracto de romero procedente de
plantas de Turquia, son el &cido carndsico y rosmarinico en unos
porcentajes del 5% y el 8% respectivamente, estos datos coinciden
con los publicados por Rodriguez Rojo et al., (2012), quienes
estudian plantas procedentes de Espafia e identificaron estos
mismos componentes como los principales constituyentes del

extracto metanolico.

Otros autores defienden que tanto carnosol como los acidos
carngsico y rosmarinico forman parte de los principales

componentes del extracto metandlico de romero, en este sentido el



INTRODUCCION

trabajo llevado a cabo por Romano et al., (2009), tras proceder al
estudio de la mezcla de plantas de romero procedentes de
Argentina, obtuvieron los siguientes porcentajes en sus
componentes principales 30% de &cido carndsico, 16% de carnosol
y 5 % de acido rosmarinico. Asi mismo, Bernardes et al., (2010) (b),
encuentran en muestras de romero procedentes de Brasil acido
rosmarinico y sus derivados (acido carndésico, carnosol junto a
menores cantidades de acido ursdlico y oleandlico). Por otro lado,
autores como Bernardes et al.,, (2010 (b)) y Tai et al., (2012),
destacan una elevada presencia de hesperidina en los extractos de

romero.

En la bibligrafia podemos encontrar autores que se centran
directamente en la concentracién de polifenoles y flavonoides totales
contendios en las muestras de romero (Mi Yoo et al., 2008).
También es importante sefialar que para algunos autores, como
Borras Linares et al., (2011), el método de extraccion del compuesto
polifendlico de romero influye en los compuestos polifenélicos

obtenidos de dichas muestras.

No obstante, la composicién quimica del extracto es variable
como ya hemos mencionado atendiendo a los factores
medioambientales que influyen en el desarrollo de la planta
(Consentino et al., 1999; Celiktas et al., 2007; Tounekti et al., 2011;
Singh y Guleria, 2013; Zaouali et al., 2013), habiéndose relacionado
la presencia de un incremento significativo en la concentracién tanto
de acido caféico y acido carnésico durante los meses mas frios y un
descenso del mismo en los meses mas calurosos, mientras que el
resto de metabolitos secundarios como pueden ser el acido
rosmarinico, la naringina, cirsimaritina, hespidulina y el carnosol
muestran diferentes tipos de respuestas a este estrés ambiental

(Luis et al., 2007). Asi mismo Luis y Johnson, (2005), detectaron que
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las concentraciones de &cido carnésico descendieron en un 50% en
los meses de verano, siendo durante el mes mas frio (diciembre), la
época en la que se observaron los niveles mas elevados para este
componente. Segun otros autores (Munné-Bosch, 1999) este
fendmeno tendria su explicacion en el hecho de que el acido
carndsico se degrada en cascada hacia carnosol, rosmanol e
isorosmanol, compuestos que la planta va a utilizar durante los

meses mas calurosos para proteger sus clorofilas del dafio oxidativo.

3.2.1. Actividad bioldgica

La relacion entre la actividad antimicrobiana y la composicion
guimica del extracto de romero es objeto de estudio de gran interés
en la comunidad cientifica (Klancnik et al., 2009; Katalinic et al.,
2010). Debido a que la concentracion de los compuestos
polifendlicos es inferior por el efecto de la destilacion (Almela et al.,
2006), la eficacia de los extractos de romero sobre patdgenos de
alimentos esta aun en controversia, asi, mientras que algunos
investigadores opinan que el extracto de romero posee una baja
actividad frente bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus o Moraxella cattarhalis (Celiktas et al., 2007; Rasheed y
Thajuddin, 2011), otros indican que esa baja actividad se puede
potenciar con el uso de diferentes compuestos, otros extractos u
otros antioxidantes de origen sintético (Romano et al., 2009;
Weerakkody et al., 2010).

Por otro lado, un tercer grupo de autores han identificado los
componentes responsables de su destacable actividad
antimicrobiana, atribuyéndolo a una elevada concentracién en uno o
varios compuestos, como es el caso del acido carndsico que estaria

directamente relacionada con una alta actividad antimicrobiana,
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mientras que para otro grupo de autores, la actividad antimicrobiana
se deberia a la presencia de acido carnésico, acido rosmarinico y
carnosol como componentes mayoritarios de sus extractos
metandlicos (Klancnik et al., 2009; Bernardes et al.,, 2010(b);
Katalinic et al., 2010; Peshev et al., 2011; Vegara et al., 2011).

Asi mismo, hay estudios in vitro donde se demuestra que el
acido carnosico podria ser el componente antioxidante mas activo,
con una actividad tres veces superior al carnosol y siete veces
superior que otros componentes sintéticos como son el butylated
hydroxytoluene y butylated hydroxyanisole (Cuvelier et al., 1996).
Mientras que otros estudios in vitro indicarian que el compuesto mas
importante para la actividad antioxidante seria la presencia de acido
rosmarinico seguido por el resto de diterpenos fendlicos (Thorsen et
al., 2003).

También Pérez-Fons et al., (2010), han publicado que el acido
rosmarinico, acido carnésico, carnosol, rosmadial y genkwanina
serian los responsables de la actividad antioxidante de los extractos
de hojas de romero, aunque no todos estos compuestos actuarian
siguiendo los mismos mecanismos de accion. Sin embargo, otro
equipo afirma que la mayor actividad biolégica se alcanza al estudiar
el extracto total, ya que parece ser que hay un cierto sinergismo
entre los diferentes componentes que forman estos extractos (Erkan
et al., 2008).

Una de las posibles aplicaciones a estos extractos de romero,
es usarlos como tratamiento antimicrobiano frente a la proliferacion
de flora bacteriana en alimentos para prevenir lo que puede llegar a
ser un grave problema tanto de salud pudblica, como a nivel
econdémico, y es aqui donde se han centrado muchas de las

investigaciones en relacion al romero, demostrandose que el
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extracto al igual que el aceite esencial, posee tanto actividad
bactericida y bacteriostatica como medida preventiva frente al

deterioro de los alimentos (Moreno et al., 2006).

Esta propiedad de conservante alimentario se le atribuye a la
riqgueza polifenolica del extracto y a las propiedades antioxidantes
del mismo (Bubonja-Sonje et al., 2011; Tornuk et al., 2011; Vegara
et al., 2011; Alvarez et al., 2012). Este hecho favorece la reduccion
de los aditivos quimicos sintéticos que serian necesarios para
reducir la oxidacién y proliferacion de patégenos alimentarios,
convirtiendo asi al romero en un condimento de gran valor para los

mismos (Castano et al., 2010; Bafion y Méndez, 2012).

En los trabajos llevados a cabo por, Bernardes et al., (2010)
(b); Weerakkody et al., (2010); Klancnik et al., (2010); Tornuk et al.,
(2011); Vegara et al., (2011) se describen el MIC y MBC de los
extractos de romero comerciales contra bacterias gram-positivas y
gram-negativas. Para estos autores, la actividad antimicrobiana y
antioxidante dependia de la naturaleza y concentracién quimica de
los compuestos fenolicos en los extractos, siendo las bacterias Gram
positivas las que destacaron por ser mas sensibles que las Gram
negativas, especialmente frente a la accién de estratos solubles de
donde el componente mayoritario fuera el acido carndsico; estas
conclusiones coinciden con las obtenidas por Romano et al., (2009)
y Castano et al., (2010), quienes estudiaron la actividad de estos
extractos metandlicos de romero frente a Shigella sonnei,

Salmonella Typhimurium y Listeria monocytogenes.

Esta accion antimicrobiana, se cree que se debe a la eficacia
de los extractos como inhibidores del crecimiento microbiano
(Castano et al., 2010; Klancnik et al., 2010; Raiciu et al., 2010; Jiang
et al., 2011; Okoh et al., 2010; Mathenjwa et al., 2012). También se
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ha detectado la existencia de un sinergismo entre el extracto de
romero y antibidticos que potencian su actividad antimicrobiana
frente a Staphylococcus aureus (Jarrar et al., 2010), una posible
explicacion al hecho de que estos extractos sean mas eficaces sobre
Gran positivas que Gran negativas podria ser debido a la existencia
de mecanismos adaptativos a situaciones de estrés presentes en
bacterias Gran negativas que no tienen las Gran positivas (Klancnik
et al., 2009).

Por otro lado, a nivel antioxidante, el estudio comparativo
entre la actividad antioxidante y la compaosicion quimica del extracto
de Romero ha sido abordado por distintos investigadores. Algunos
de ellos afirman que una mayor proporcién de carnosol y acido
carnosico favorece la actividad antioxidante de esos extractos
(Riziner Hras et al., 2000; Lo et al., 2002; Hernandez-Hernandez et
al., 2009; Terpinc et al., 2009; Romano et al., 2009; Bernardes et al.,
2010(b); Bubonja-Sonje et al.,, 2011), siendo en los trabajos
publicados por Bafion y Méndez, (2012) y Aruoma et al., (1992),
donde estos autores le atribuyen a estos compuestos mas del 90%

de la actividad antioxidante.

Aunque otros articulos, afirman que el acido rosmarinico
seguido por acido carnésico y carnosol son los principales
componentes responsables de la actividad antioxidante de los
extractos de romero (Peshev et al.,, 2011). Erkan et al., (2008),
propuso a esos dos acidos como los constituyentes mayoritarios en
extractos de romero y como una posible relacién sinérgica entre

ellos con otros componentes minoritarios.

No obstante también se ha encontrado actividad antioxidante
asociada a otros compuestos de menor abundancia en el extracto de

romero como es la hesperidina, a la cual se le pueden atribuir
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propiedades antioxidantes (Okamura et al.,1994; Gonzalez y
Nazareno, 2011); y estas propiedades antioxidantes tienen efectos
fisiologicos actuando como un remedio eficaz frente a la depresion
(Souza et al., 2012) y actividad anticancerigena (Pradeep et al.,
2008; Hosseinimehr et al., 2009; Ming-Hsien et al., 2009). Asi mismo
una situacion similar se han detectado con la apigenina donde se
han mostrado actividades biolégicas como agente antioxidante y
preventiva de cancer (Prince et al., 2004; Shukla y Gupta, 2010; Al
Shaal et al., 2011).

Como podemos ver no esta claro el papel de los diferentes
compuestos polifendlicos del extracto de romero sobre la actividad
biolégica, tanto a nivel antimicrobiano como antioxidante, a la vez
que hay que tener en cuenta que las condiciones donde la planta se
desarrolla pueden tener un papel decisivo en su composicion
guimica y por tanto sobre la actividad que el extracto va a presentar.
Es por ello que algunos autores afirman que podria existir una
reorganizacion de los fenoles (carnosol, acido rosmarinico, y acido
carndsico) que podria cambiar de acuerdo a la estacion,
encontrando los mayores niveles durante el boton floral y floracion
plena (Celiktas et al., 2007; Hamrouni Sellami et al., 2009).

También se han realizado trabajos en los que se estudia la
capacidad que estos compuestos tienen de pasar a través de la
madre durante la gestacién y lactancia a sus crias en ganado
caprino y ovino, como un medio a través del cual inducir propiedades
antioxidantes y conservantes para el futuro consumo (Jordan et al.,
2010; Mofino, 2010).
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4. Interés econdmico

En general se puede apreciar un renovado interés por las
plantas aromético-medicinales debido a que el consumidor demanda
cada vez mas productos de mayor calidad y ausentes de agentes

contaminantes.

Pero este incremento en la demanda aun no esta
correlacionado con sistemas de plantacion y explotacién apropiados,
puesto que todavia la casi totalidad de la produccién se realiza
mediante la recoleccion de material espontaneo, lo que en algunas
zonas del sureste ibérico puede originar una sobreexplotacion de los
hébitats naturales, lo que unido a la alta heterogeneidad de las
producciones, como consecuencia de la enorme diversidad genética,
hace que cada vez sea mas necesario plantearse el desarrollo de
areas de explotacion controlada de esta planta para poder abastecer
esta demanda en continuo desarrollo por parte de la sociedad
(Lange, 1998).

A continuacion se muestra una lista detallada de las
localidades pertenecientes a la region de Murcia, en las cuales se
han solicitado permisos a la Consejeria de Medio Ambiente para la
recoleccion de R. officinalis L en los ultimos afios, tanto en fincas
privadas (Tabla 2) como en monte publico (Tabla 3). Con respecto a
las fincas privadas, solo hay constancia de las solicitudes a partir del
2011, ya que en afos previos, se trataban de autorizaciones
puntuales para la recogida de plantas aroméaticas en las que se
indicaba el término municipal al que pertenecia y se excluian las
zonas de proteccibn como Espacios Naturales Protegidos, LICs,
ZEPAs y montes publicos.
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Tabla. 2. Autorizaciones para la recoleccion de romero (fincas privadas,
por localidades). (Fuente: Direccion General del Medio Natural).

Area/Afo

2011
Aguilas \\

2012 2013

X X

Alhama de Murcia X X

Bullas \ \ X X

Calasparra \ x X X

e S

Caravaca § X X
Cartagena X N

_ X X

Cehegin \ X
Cieza \

>
>

Fuente Alamo N X X
La Unién X N1

Las Torres de Cotillas \ N X X
Lorca X X X
Mazarron NN | X X
Moratalla \%&:T\X N \| X
Mula D X X
Murcia X X X
Pliego X X
Puerto Lumbreras X X X
Santomera §=m§m§ X X
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Tabla. 3. Area y cantidades recolectadas anualmente en monte:
(Fuente: Direccion General del Medio Natural).

© -
s |2 | 5 |2 s 2
|8 g |zl s | s | 8 |«|B|8] 52
£ |23 s |8g|&| 3|8 |2|2|5] 8
1999 25 |875 10 |45  |600 2275
2000 \ 25 |375 . 62,5 10 |135
2001 o5 |75 |28 10 |625 153
2002 275 |75 |105 |10 |625 1855
2003 |25 |525 |375 10 625 1875
2004 \§ 52,5 248 |545 & 1318
2005 |5  |s35 78,5
2006 77,5 2,5 80
2007 105 10 115
2008 % 52,5 . § 52,5
2009 325 32,5
2010 325 10 42,5
2011 32,5 25 10 67,5
2012 & 45 . 10 & 55
2013 - 55
b b b L L
por
area(t): |75 |696 2655 |105 [s48 [377 |60 |20 |10

4.1. Mercado internacional.

Atendiendo al informe emitido por WWF Espafia (ADENA) en
1996, se estima que la flora medicinal y aromatica en Espafia, ronda
las 350 especies, entre las que Unicamente 60 se destinan al
consumo, referido tanto a plantas individuales como a la

combinacion de diferentes mezclas.
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Ya en la década de los 80 el valor de las medicinas obtenidas
de plantas por los paises miembros de la OCDE (34 paises entre los
gue se encuentra Espafa), ascendia a 43 000 millones de dolares
anuales, siendo 1 500 millones los correspondientes a la produccion
de Esparia (Palacio, 2000).

Es importante remarcar que la explotacion agricola a pequeia
y gran escala de plantas arométicas y medicinales, proporciona
grandes beneficios tanto medioambientales como econdmicos y
sociales, a lo que se le afiaden las aplicaciones en el campo de las
industrias alimentarias, farmacéutica y perfumes-cosmeética (Palacio,
2000). Este mercado internacional de las plantas aromaticas ha
experimentado grandes cambios, de tal manera que actualmente
son los propios productores, quienes de forma directa se encargan

de vender y exportar sus productos (Palacio, 2000).

Asi mismo, es en las indutrias farmaceutica y alimentaria
donde se ejerce una mayor demanda de los productos derivados de
pantas aromaticas. Siendo la demanda en la industria farmaceutica
del 35% de la produccion mundial y destacando especialmente el
sector de la perfumeria, que se abastece del 30% de la produccion

mundial de plantas de esencias.

Por otro lado en la industria alimentaria se emplea el 40% de
la produccién mundial, donde destacan el uso que dan a estas
plantas aromaticas tanto la industria carnica, para la elaboracion de
salazones, charcuteria y conservas, como la lactea, principalmente

para la elaboracion de quesos (Palacio, 2000).

El principal mercado de estas plantas se encuentra en la
Union Europea siendo los paises mediterraneos los principales

productores de esta planta (Marruecos, Espafia, Tunez y los que
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conformaban la extina ex-Yugoslavia), en donde crece salvaje
(Palacio, 2000; Mufioz, 2002; Del Barfio, 2005). Fuera de Europa es
producida mayoritariamente por E.E.U.U (Del Bafio, 2005).

Asi mismo, dentro de los principales paises europeos
consumidores de los derivados de romero se destacan Alemania y
Francia, debiéndose este incremento en el consumo general a la
creciente preocupacién por la salud y al reconocimiento de las
numerosas propiedades beneficiosas que poseen estas plantas por
parte de Estados Unidos. Es por tanto cada vez mas usada en la
industria alimentaria tanto con fines condimentarios, como

especiante, o como potenciante del sabor.

Otra de las ventajas de estas plantas es la posibilidad de
usarlas con fines de plaguicidas, sin necesidad de recurrir a los de
origen sintético, evitando asi el acumulo de sustancias toxicas o

residuales (Palacio, 2000).

Desafortunadamente, no ha sido posible encontrar datos
referentes a importacion/exportacion de plantas de romero en la
Regién de Murcia, ya que segun las directrices europeas los datos
referentes al comercio de esta planta no poseen un apartado
individual y se encuentran agrupados junto a otras plantas como “los
demas”, segun la base de datos de comercio exterior “TARIC”. Pero

si podemos encontrar el romero en las siguientes dos categorias:

e Correspondiente a “Semillas y frutos oleaginosos; Semillas y
frutos diversos; Plantas industriales o medicinales; Paja y
Forraje”. En la seccién de “los demas” (1211908590), donde
junto al romero también estan: rosa, salvia, tilo, pimienta,

mejorana, manzanilla, etc.
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e Correspondiente a “Aceites esenciales y resinoides;
preparaciones de perfumeria, de tocador o de cosmética”. En
la seccién “los demas” (3307900000) junto a eucalipto, hinojo,

orégano, salvia, timol...

4.2. Mercado de aceite esencial.

Tradicionalmente el mercado internacional de las plantas
aromaticas ha estado dominado por grandes firmas compradoras de
materia prima por todo el mundo, aunque actualmente el mercado
europeo ha experimentado cambios en sus canales de distribucion
donde son los productores de forma directa quienes se encargan de

vender y exportar sus productos (Palacio, 2000).

Dentro de los productos mas demandados por el consumidor
se encuentran los aceites esenciales, esto se debe a las numerosas
aplicaciones que poseen. La demanda de estos aceites se ha
mantenido estable durante muchos afos, aunque ha sido
recientemente cuando ha experimentando un ligero aumento frente a
los productos de sintesis. Este cambio en el consumo se debe en
gran medida a la tendencia por parte del consumidor de adquirir

productos cada vez mas ecoldgicos y naturales.

El principal mercado internacional para el aceite de las plantas
aromaticas es la Unién Europea, Francia, Grecia, Italia, Portugal,
Espafia y especialmene Alemania, como consecuencia de la
tradicion de consumo que posee estos paises, lo que los convierte
en un mercado estable. Aunque esta ampliamente extendido a nivel
mundial siendo de especial mencién en paises como, Bulgaria, la
ex-Yugoslavia, Rusia, Australia, Canada, EEUU, Brasil, China,

Egipto, India, Indonesia, Marruecos, Turquia (Mofiino, 2010).
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Asi mismo, entre los principales productores a nivel
internacional de aceite esencial de plantas aromaticas-medicinales
se encuentran Estados Unidos con un 24%, China con un 18%,
mientras que el aporte ejercido por Espafia se sitla en el 1,6% del
total de aceite esencial (Mofiino, 2010). Aunque los comerciantes
gue importan plantas aromaticas-medicinales en Europa ejercen una
gran influencia en los mercados, a pesar de ser un niamero muy
reducido, debido principalmente a los controles de la calidad que
realizan en sus productos (Kuipers, 1995). A continuacion se
muestra una figura de la evolucion de la venta de aceite esencial de

romero en los Ultimos cinco afos a varios paises (Figura 6)

700
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395 370

400 m ESPANA

300 275 W JAPON
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Afio

Toneladas de aceite esencial de romero

Figura 6. Comercio de aceite esencial de romero.

Por otro lado, los paises en vias de desarrollo se manifiestan
como grandes exportadores de plantas aromatico-medicinales frente

a los paises desarrollados (Mofiino, 2010).
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Segun Tewari y Virmani (1987), en Espafia se producirian
unas 180 toneladas anuales de aceite esencial de romero, de los
cuales el rendimiento de aceite esencial de esta planta es proximo al
0,6% del peso fresco de la misma, segun los datos publicados por
Sotomayor, (1998).

En las JdUltimas décadas la demanda de romero ha
experimentado un importante crecimiento, debido al aumento de la
preocupacion por la salud. El reconocimiento de las posibilidades
terapéuticas y medicinales de estos productos se ha convertido en
un factor clave para el desarrollo de este mercado mas alla de las

fronteras europeas.

En la Unién Europea existen enfoques diversos acerca del
reconocimiento de las posibilidades terapéuticas de las plantas
medicinales. Un factor que restringe el crecimiento de la demanda,
es la falta de acuerdo entre los distintos paises industrializados
sobre la clasificacion de este grupo de productos. En paises como
Gran Bretafia y Holanda la mayoria de los fitofarmacos se
consideran suplementos alimenticios sin indicaciones medicinales,
mientras que en Alemania, Francia e Italia, el tratamiento con
fitomedicinas se encuentra bien afianzado y regulado por las

autoridades sanitarias (Mofino, 2010).

Debido al uso comercial a nivel medicinal, aromético o
condimentario que se hace tanto de las plantas de romero como de
sus derivados (aceite y extracto) es evidente el creciente interés
tanto por parte del cliente como de la propia industria en lo que a los
parametros de calidad se refiere. Con el fin principal de evitar
fraudes y la heterogeneidad del producto, la industria hace controles
de calidad para verificar la idoneidad de las muestras puestas a la

venta, estos controles son cada vez mas exigentes y consisten en
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comparar la muestra con referencias establecidas en la NORMA I1SO

o de los propios clientes del producto.

Aunque actualmente, ya hay algunas prospecciones de
romero que proceden de zonas especialmente disefladas para tal
propésito, la mayoria de las recolecciones para la Regién de Murcia
y zonas limitrofes de Albacete y Cuenca) se realiza sobre sus
habitas naturales, con lo cual esta vegetacion silvestre podria no
mostrar los valores esperados de los aceites (Pascual, 2000). Lo que
nos lleva a la necesidad -ya comentada- de establecer mas cultivos
propios para estas plantas y asi, no solo asegurar el abastecimiento
de la misma sin necesidad de verse afectada la flora silvestre, sino
también poder obtener unos productos de calidad y que sean
rentables para su posterior comercializacién. Ya que controlando el
cultivo y desarrollo de estas plantas, podremos garantizar que
nuestras materias primas son de la calidad exigida por el ciudadano

y la industria.

Actualmente se dispone de la NORMA ISO 1342:2012, con la
gue se lleva a cabo esta normalizacion del sector. Con la creacion
de normativas se fijan los pardmetros de calidad de los aceites
esenciales, donde se establecen métodos de andlisis, caracteristicas
fisicoguimicas y organolépticas y el perfil cromatografico de dichos
aceites. Asi mismo, la normalizacion de este sector ha facilitado el
comercio a nivel mundial ya que es de gran importancia para
caracterizar y verificar la autenticidad de los aceites esenciales y
detectar posibles adulteraciones. Estos cambios son un reflejo de la
creciente exigencia en materia de calidad, especialmente en lo que a
normas sanitarias se refiere, cada vez mas rigurosas, especialmente

respecto a limpieza y niveles admitidos de pesticidas y herbicidas.
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5. Posibilidades de cultivo.

Las plantas aromaticas-medicinales han sufrido un incremento
en su demanda durante los ultimos afios, esto se debe en gran
medida al interés que muestran los ciudadanos por productos mas
naturales. Aunque este incremento de demanda de producto natural
no esta correlacionado con un incremento significativo de los cultivos
de estas plantas, las cuales en la inmensa mayoria de casos se
recogen del medio natural, a esta sobreexplotacion le afiadimos el
problema de la heterogeneidad, tanto en calidad como cantidad de
los principales compuestos de interés comercial e industrial en los
productos recolectados, debido a la falta de cultivos de quimiotipos

definidos y bajo condiciones ambientales controladas.

Asi mismo en Espafia hay tierras que no son rentables para
cultivos de cereales, debido sus condiciones edafico-climaticas, pero
si serian aptas para el cultivo y desarrollo de estas plantas (Mofiino,
2010). Desde un punto de vista medio ambiental hemos de destacar
gue estos cultivos ayudarian a mantener el medio vegetal, siendo
una pieza clave en la formacion y recuperacion de los suelos y
protegiendo de la erosién de los mismos por lluvias torrenciales

como las que se dan en la Region de Murcia.

Es por tanto necesaria una orientacion enfocada en la
obtencién de cultivos establecidos de plantas con un perfil quimico
mas definido y comercial, con el fin de optimizar los actuales
recursos naturales y respetar las poblaciones silvestres evitando por
tanto que estas poblaciones silvestres se vean amenazadas por una

demanda cada vez mayor de materia prima en el futuro.

Un nuevo impulso en esta actividad debe pasar ahora por un

enfoque mas comercial, organizado y tecnolégicamente adecuado,
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gue sintonice, con las tendencias de la Politica Agraria, Rural y
Medioambiental, sin olvidar que el cultivo y manipulacién de estas
plantas es una fuente importante de trabajo, debido a la gran
cantidad de mano de obra necesaria, junto con los departamentos
gue necesita para investigacion, comercio y distribucion del producto
final (Palacio, 2000; Fernandez, 2006).
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lll. DISCUSION DE RESULTADOS



DISCUSION DE RESULTADOS
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La presente Memoria contempla la caracterizacion quimica —
a nivel de aceite esencial y extracto polifendlico- y la determinacion
de actividades antioxidantes y antimicrobianas de poblaciones
silvestres de Rosmarinus officinalis L. procedentes de los cinco pisos

biocliméticos definidos en la Region de Murcia.

De acuerdo a los objetivos definidos para el desarrollo de este
trabajo, en concreto, se ha determinado la incidencia de factores
ambientales y del estado fenoldgico de las plantas sobre su
composicién quimica y actividades antioxidantes y bactericidas
frente a patdégenos de alimentos (Escherichia coli, Staphilococcus

aureus, Listeria monocytogenes y Salmonella Typhimurium).

1. Aceite esencial.

En relacion a la produccion, calidad y actividad antimicrobiana
del aceite esencial de romero, cabe destacar el hecho de que los
factores medioambientales del area en la cual estos arbustos

crecen, pueden estimular en cierta medida el rendimiento en aceite
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esencial obtenido de estas plantas. De este modo se determind que
en areas de bajo indice de termicidad (pisos Termomediterraneo
Superior y Supramediterraneo) el nivel de produccién de aceite es
superior al obtenido en zonas mas calidas (Termomediterraneo
inferior). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Angioni et
al., (2004), quienes obtienen variaciones en los rendimientos de
aceite en romeros recolectados en diferentes areas de Cerdefia
(norte y sur). Posteriormente Zaouali et al., (2010), también
corroboran este comportamiento, es decir, bajos incides de
termicidad favorecen el rendimiento de aceite esencial de romero
recolectado en diferentes area naturales (zonas sub-humedas y
semiaridas de Tunez). Por lo tanto, parece confirmarse que los
factores medioambientales ejercen una influencia decisiva sobre el

rendimiento en aceite esencial de las plantas de romero.

Del analisis del perfil volatil del aceite esencial de romero
procedente de las cinco é&reas bioclimaticas estudiadas, se
determina que, aunque a nivel cuantitativo se observan diferencias
en las concentraciones de determinados volatiles, las
concentraciones relativas de los tres componentes mayoritarios que
definen el quimiotipo de estas plantas (1,8-cineol, alcanfor y a-
pineno) no varian significativamente entre las poblaciones
analizadas. Por lo tanto, no es posible determinar un patron de
distribucion de los distintos quimiotipos por piso biocliméatico en
nuestra region. Coincidiendo con los resultados publicados por
Zaouali et al., (2010), las variaciones detectadas en la composicion
deben atribuirse a factores genéticos propios de las plantas en cada
poblacién estudiada. Contrariamente, Tigrine- Kordjani et al., (2007),
si que asocian variaciones en la composicién quimica del aceite
esencial de romero recolectado en diferentes areas de Argelia,
estableciendo correlaciones entre composicién y procedencia. Estas
diferencias deben atribuirse a los diferentes métodos de extraccion

del aceite esencial empleados, los que sin duda afectan en gran
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medida a la composicidén cuantitativa de los mismos (Sotomayor et
al., 2001).

La enorme variabilidad en composicién, encontrada entre
individuos procedentes incluso de las mismas poblaciones, ha
impedido marcar diferencias en quimiotipos, pero ha facilitado la
posibilidad de conocer como afecta la relacion de concentracién
relativa -entre los componentes que definen este parametro- a la
actividad antimicrobiana de estos aceites. Para esto, se
seleccionaron aceites esenciales con composiciones similares, en
los que la suma de concentracion de los tres componentes que
definen el quimiotipo es préxima, variando el orden de abundancia
relativa entre los mismos. Se ensayaron los quimiotipos (1,8-cineol-
a-pineno-alcanfor; 1,8-cineol-alcanfor-a-pineno; alcanfor-1,8-cineol-
a-pineno; alcanfor-a-pineno-1,8-cineol; a-pineno-1,8-cienol-alcanfor).
Los resultados obtenidos mediante el ensayo de difusion en disco
concluyen la existencia de una relacion entre la composicidon quimica
del aceite y su actividad antibacteriana frente a determinados
patdogenos. Para el caso de S. Typhimurium, la actividad
antimicrobiana se ve favorecida por la presencia de 1,8-cineol y a-
pineno, mientras que alcanfor no parece jugar un papel importante
en la inhibicion. Esto hecho, segun afirma Bjapai et al., (2012), se
puede deber a un efecto sinérgico entre los diferentes componentes

del aceite esencial.

Frente a S. aureus, la actividad antimicrobiana mejora con la
presencia de a-pineno como componente mayoritario, mientras que
si el componente en mayor proporcion relativa es alcanfor la
actividad es moderada, y si es 1,8-cineol la eficacia decrece
considerablemente. Estos datos estan en concordancia con los
publicados por Zaouali et al., (2010) quienes afirman que aceites

esenciales ricos en 1,8-cineol no son eficaces frente a esta bacteria,
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por tanto se deduce que a mayores concentraciones de a-pineno y

alcanfor, mayor es su actividad antimicrobiana.

Este efecto se puede correlacionar con el hecho de que los
terpenos pueden desorganizar la membrana celular, y asi, favorecer

la lisis de la misma, tal y como afirman Bjapai et al., (2012).

La efectividad del aceite esencial de romero frente a E. coli,
se relaciona con la actuacion combinada de los diferentes
componentes minoritarios presentes en su fraccion volatil y no debe
asociarse a la accidbn de ningan componente en particular,

conclusion coincidente con la publicada por Zaouali et al., (2010).

Atendiendo a los datos publicados por Roldan et al., (2010), la
actividad antimicrobiana no solo depende de la concentracion de
sustancias activas en el aceite, sino también de la susceptibilidad del
microorganismo a los citados componentes. Tal es el caso de la
bacteria L. monocytogenes, ya que la efectividad del aceite no se vio
afectada por la abundancia relativa entre los compuestos
mayoritarios. Los resultados relativos a la actividad antimicrobiana
procedentes de la determinaciéon del MIC y MBC, manifiestan la gran
efectividad que poseen las plantas de romero de la regién de Murcia.
Todos los quimiotipos estudiados poseen una elevada actividad, con
la Unica excepcion de los aceites ricos en 1,8-cineol frente E coli

gue, en este caso, la efectividad es moderada.

En linea con los objetivos planteados para el desarrollo de la
presente memoria de Tesis, el estudio sobre el efecto del estadio
fenoldgico de las plantas de romero sobre la composicion y actividad
antimicrobiana de sus aceites esenciales se desarrolla analizando
plantas procedentes de las dos areas biocliméaticas extremas de
nuestra region. De acuerdo con la bibliografia consultada, hasta la
fecha existe controversia sobre el estadio fenoldgico, principalmente
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floracion y fructificacion, en el cual las plantas rinden maximos

rendimientos en produccién y calidad.

Los primeros resultados rinden mayores niveles de
produccion de aceite en el estadio fenoldgico de fructificacion, en
ambas areas bioclimaticas, coincidiendo en su composicion volatil
con niveles relativos de concentracion mas abundantes en y-

terpineno, a-terpineno, terpinoleno, y éxido de cariofileno.

La controversia en relacion al rendimiento de aceite en
labiadas en funcion del estado fenolégico, viene marcada por
autores entre los que se encuentran Zaouali et al., (2013). Para
estos investigadores el romero rinde el maximo aceite en la etapa de
floracion, lo que esta en coherencia con el trabajo realizado por
Hamrouni-Sellami et al., (2009) en plantas de orégano. Por otro lado
Salido et al.,, (2003) y posteriormente Singh y Guleria (2013),
afirman, coincidiendo con nuestros resultados, que es en la etapa de
fructificacibn donde se produce el mayor rendimiento en aceite

esencial.

En cuanto a la composicion quimica en ambos estadios
fenoldgicos, los resultados de Zaouali et al., (2013) coinciden con los
nuestros; estos autores encuentran en las plantas que estudian un
incremento en la concentracion de monoterpenos hidrocarbonados
en la etapa de fructificaciébn. Sin embargo, contrariamente a lo
publicado por estos investigadores, entre las plantas recolectadas en
ambos estadios fenologicos, no se detectan diferencias entre las
concentraciones relativas de los monoterpenos oxigenados y los
sesquiterpenos. Estas diferencias deben atribuirse al hecho de que
la composicion quimica del aceite de las plantas de romero esta
altamente influenciada por la genética de la planta y en menor
medida por los factores ecoldgicos en los que se desarrolla la misma
(Dutta et al., 2005).
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La correlacién entre la variacibn en composiciéon de los
aceites, dependiente del estadio fenolégico, y la actividad
antimicrobiana frente a patdogenos de alimentos Gram positivos (L.
monocytogenes y S. aureus) y Gram negativos (S. Typhimurium y E.
coli), también revela la mayor efectividad de aceites procedentes de

plantas recolectadas en el estadio de fructificacion.

Son numerosos los autores que afirman que E. coli, L.
monocytogenes y S. aureus, son bacterias muy resistentes y
resaltan la importancia de la composicion quimica y la proporcién
entre los componentes de los aceites sobre su eficacia
antimicrobiana (Solominos et al., 2009; Alexopoulos et al., 2011;
Tornuk et al., 2011; Teixeira et al., 2013). Los resultados obtenidos
en nuestro ensayo muestran una actividad moderada de los aceites
frente a Salmonella Typhimurium y Sthapilococcus aureus, que
podria correlacionarse con el incremento en la concentracion de y-
terpineno, a-terpineno, terpinoleno y 6xido de cariofileno durante el

estadio de fructificacion.

Este fendmeno también fue observado por diversos
investigadores entre los que se incluyen, Romano et al. (2009); Ait.-
Ouazzou et al. (2011) e Ivanovic et al. (2012). De acuerdo con estos
autores, la efectividad de aceites esenciales, procedentes de
diversas labiadas, frente a E coli, se favorece con cambios en la
proporcién de concentracion relativa existente entre determinados

componentes.

La mayor parte de la literatura cientifica se refiere al hecho de
gue los componentes mayoritarios son los responsables de esta
actividad antimicrobiana (Jian et al., 2011; Ivanovic et al., 2012,
Teixeira et al., 2013), pero en este trabajo se definen otros
componentes minoritarios que podrian estar relacionados con esa
actividad biolégica, ya que segun autores, entre los que se incluyen
Deba et al., (2008), este tipo de compuestos son en parte los
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responsables de destruir la integridad celular y de inhibir la
respiracion celular. Este hecho se corrobora en el trabajo llevado a
cabo por Ulubelen et al.,, (1994), quienes ponen de manifiesto la
capacidad antibacteriana del O6xido de cariofileno, componente

minoritario en el aceite esencial de romero.

2. Extracto polifendlico.

El creciente interés en la busqueda de compuestos bioactivos
procedentes de fuentes naturales es evidente, numerosos trabajos
reflejados en publicaciones cientificas avalan este hecho (Aruoma et
al.,, 1992; Erkan et al., 2008; Klancnik et al., 2009; Romano et al.,
2009; Bernardes et al., 2010 (b); Katalinic et al., 2010; Rodriguez
Rojo et al.,, 2012). En esta linea en particular, los subproductos
derivados de la destilacion de plantas aromatico-medicinales, tras la
extraccion del aceite esencial, constituyen una reserva importante de
componentes polifendlicos con, entre otras, marcadas actividades
antioxidantes y antimicrobianas (Jordan et. al., 2009; Ben Farhat et
al., 2009).

El perfil polifenolico del romero ha sido ampliamente descrito
en la literatura cientifica, los trabajos mas recientes se corresponden
con los publicados por Piskernik et al., (2011); Vegara et al., (2011);
Zegura et al., (2011); Rodrigez-rojo et al., (2012); Visentin et al.,
(2012); Sasaki et al., (2013) y Kontogianni et al., (2013). Sin
embargo hasta la fecha no se ha tenido constancia de la riqueza del
romero en estas fracciones polifendlicas dependiendo de su

distribucion a lo largo de toda la geografia murciana.

Con objeto de estudiar la variabilidad y riqueza en
composiciéon polifendlica, de los subproductos de la destilacién, de
plantas de romero procedentes de cinco de los pisos bioclimaticos

definidos por Rivas-Martinez (1987) en la Regién de Murcia, en la
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presente Memoria se exponen los resultados obtenidos de un total
de 150 plantas individuales recolectadas de 31 poblaciones

silvestres.

El perfil polifendlico de estas plantas se caracteriza por la
presencia de acido carndsico, carnosol, acido rosmarinico y
hesperidina como componentes mayoritarios, dato coincidente con
los publicados previamente por Bernardes et al., (2010)(b) y Tai et
al., (2012). El estudio de la variabilidad e incidencia del piso
bioclimético sobre la composicién polifendlica de estas plantas no
rindié resultados concluyentes, es decir, la variabilidad en
composicién cuantitativa encontrada entre plantas individuales no
permite establecer una relacidon entre la rigueza en compuestos
polifendlicos y el piso biocliméatico de procedencia. En la literatura
cientifica consultada, se describen controversias en cuanto a la
variabilidad en composicion de plantas de romero. Autores entre los
gue se encuentran, Luis et al., (2007); Luis y Johnson (2005) y
Munné-Bosch (1999) definen una posible relacién entre el estrés
abidtico sufrido por la planta y la sintesis de compuestos
polifenolicos en la misma. Sin embargo Martin y Hernandez-Bermejo
(2000), coincidiendo con nuestra hipotesis de partida para futuros
estudios, propone que las diferencias en composicion cuantitativa

entre plantas de romero han de atribuirse a factores genéticos.

El estudio de la relacion entre la capacidad antioxidante y
bacteriostatica de los extractos polifendlicos y su composicion,
dependiendo de la procedencia, rinde como principal conclusion que
elevados indices de termicidad favorecen estas actividades. En este
sentido, los extractos polifendlicos con mayor capacidad antioxidante
proceden de ambos pisos Termomediterraneos (superior e inferior),
asociando este incremento a la mayor presencia de acido carndsico,
acidos fendlicos y algunos flavonoides. No obstante, a pesar de que

la bibliografia cientifica define al &cido carndsico como el principal
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componente asociado a la elevada capacidad antioxidante del
romero, los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir
gue la presencia de acidos fendlicos, como el acido rosmarinico, y
flavonoides, como la hesperidina, en elevadas concentraciones
pueden compensar la capacidad antioxidante de extractos con
niveles inferiores en este diterpeno. Estos resultados coinciden con
los publicados por Moreno et al., (2006) y Mi Yoo et al., (2008),
quienes afirman que la actividad antioxidante de los extractos
polifendlicos de romero esta influenciada por la relacion de

concentracion existente entre sus principios activos.

A nivel antimicrobiano no se detecta una relacion clara entre
el perfil quimico del extracto y la actividad bacteriostatica. El estudio
de la efectividad de los extractos frente a L. monocytogenes, indica
gque el mayor porcentaje de plantas activas proceden del piso
Mesomediterraneo inferior, aunque la mayor efectividad
bacteriostatica ha sido detectada en plantas procedentes del
Termomediterraneo superior. De este dato podria deducirse que la
elevada actividad antimicrobiana en estas plantas esta ligada a la
presencia de acido carndsico como componente nayoritario en el
extracto polifendlico. Este resultado es coincidente con el publicado
por Vegara et al., (2011), para estos autores la efectividad del acido
carnadsico frente a bacterias patdgenas es superior a la de cualquier
otro componente mayoritario del extracto, incluyendo el &acido

rosmarinico.

Frente a esto, diversas publicaciones cientificas muestran
controversia sobre las posibles relaciones que pueden existir entre la
composicién del extracto polifendlico y su actividad antimicrobiana.
Tal es el caso de Moreno et al.,, (2006) e Ivanovic et al., (2012),
guienes demuestran que la efectividad del romero esta relacionada
con un posible sinergismo entre el acido fendélico rosmarinico y el

diterpeno &cido carnosico. Otros autores, entre los que se incluyen
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Bernardes et al., (2010)(b), sin embargo afirman que existe una
estrecha relacion entre los niveles de concentracion de los
diterpenos acido carndsico/carnosol y la actividad antimicrobiana de

estos extractos.

La disparidad de afirmaciones entre autores y la enorme
variabilidad encontrada entre plantas individuales, relativo a la
composicién cuantitativa polifendlica, invita a estudiar en qué medida
la relaciéon de concentracion entre los componentes mayoritarios de
los extractos afecta a las actividades biolégicas de los mismos
(considerando capacidades antioxidantes y antimicrobianas).
Siguiendo esta linea de investigacion, se seleccionaron plantas
individuales en las que la suma en concentracibn de sus
componentes mayoritarios era proxima, no siendo asi la relacion de
concentracion entre los principios activos (acido carndsico/carnosol)
considerados como agentes primarios responsables de las
actividades biologicas estudiadas (Aruoma et al., 1992). Los ratios
de concentracion (&cido carndsico/carnosol) seleccionados se
corresponden con: 40/60; 50/50; 60/40.

Los resultados mas relevantes confirman a nivel de capacidad
antioxidante que a igualdad en concentracion de &cido rosmarinico,
la relacion de concentracién entre los dos diterpenos mayoritarios,
del extracto polifendlico de romero, no afecta a esta actividad, es
decir, ambos componentes poseen un peso especifico similar en
relacion a su actividad antioxidante. Sin embargo, en extractos en
los que la relacion de concentracion entre diterpenos es proxima a 1,
se pone de manifiesto la efectividad del acido rosmarinico. La
actividad antioxidante de este Ultimo componente ha sido
cuestionada por Wellwood y Cole (2004), quienes no encuentran
correlacion entre esta capacidad y la concentracion de este activo en
el extracto. Sin embargo, coincidiendo con los resultados obtenidos

en la presente Tesis, Pérez-Fons et al., (2010), describen la mayor
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efectividad del acido rosmarinico, en medios hidrosolubles, frente a
los diterpenos acido carnésico y carnosol. Por lo tanto,
independientemente de la naturaleza del medio, debe existir una
relacion directa entre las concentraciones de estos tres
componentes mayoritarios del extracto de romero y su actividad
antioxidante, dato coincidente con el publicado por Del Baifio et al.,
(2003).

La efectividad de los extractos seleccionados frente a
bacterias patégenas de alimentos Gram positivas (S. aureus, L.
monocytogenes), como cabria esperar segun los trabajos publicados
por Bozin et al., (2007) y Klancnik et al., (2011), ha sido superior a la
detectada frente a las Gram negativas testadas (E. coli, S.

Typhimurium).

El estudio de la relevancia de la relacion de concentracion
entre los activos mayoritarios del extracto y su relacion con la
capacidad bactericida pone de manifiesto la escasa eficacia del
acido rosmarinico en extractos en los que la proporcion entre
diterpenos es proxima. Sin embargo, la presencia de carnosol en
concentracion superior a la de &cido carndsico incrementa la
efectividad de los extractos frente a L. monocytogenes y S. aereus.
Contrariamente a lo publicado por Klancnik et al., (2011) y Bubonja-
Sonje et al., (2011) -quienes asocian la actividad antimicrobiana de
los extractos de romero a la presencia de acido carnosico como
componente mayoritario en el extracto- estos resultados ponen de
manifiesto el papel fundamental del carnosol en la actividad

antimicrobiana del romero.

La determinacién del estadio fenoldgico Optimo para la
recoleccion de plantas de romero, en relacion a la composicion
guimica y actividades antioxidantes y antimicrobianas de sus
extractos, ha sido, al igual para aceites esenciales, estudiado en los

estados fenoldgicos de floracion y fructificacion.
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Las variaciones encontradas en cuanto a composicion
guimica son cuantitativas y se relacionan directamente con los
niveles de concentracion de hesperidina y los acidos caféico,
ferdlico, rosmarinico y carnésico. En concreto, en floracion (en la
estacion de primavera, cuando las temperaturas son suaves) se
favorece la produccion de los acidos caféico, ferulico y carnésico,
mientras que en fructificacion (correspondiente a la estacion de
verano, cuando las temperaturas son elevadas) se induce la
produccion de hesperidina, carnosol y acido rosmarinico. Este
hecho se podria justificar atendiendo al trabajo realizado por Luis et
al., (2007), quienes relacionan el estrés abidtico por frio con un
incremento en la sintesis de los &cidos caféico y carnésico. Con
anterioridad, Munné-Bosch (1999) estudio el efecto del estrés hidrico
sobre la produccion de polifenoles en romero, destacando un
descenso en la concentracién de estos componentes asociado a la
proteccion de los cloroplastos frente a la oxidacion. Este hecho
podria justificar el incremento en carnosol detectado en las muestras
recolectadas en fructificacion, el papel protector del &cido carndsico
frente al estrés producido por las altas temperaturas justificaria el

incremento de la concentracion de su lactona derivada carnosol.

Estas variaciones asociadas a la estacionalidad también
reflejan cambios en la actividad antioxidante de los extractos
analizados. El incremento en concentracién de polifenoles, entre los
que se incluyen el carnosol, el &cido rosmarinico y la hesperidina
durante la etapa de fructificacion, esta directamente relacionado con
la mejora de la capacidad antioxidante de los extractos. Esta
afirmacion se avala con trabajos cientificos previamente publicados
por Cui et al., (2012) y Kontogianni et al., (2013), quienes consideran
a la lactona carnosol como principal responsable de esta actividad.
Asi mismo, el acido rosmarinico y la hesperidina han sido citados en

bibliografia como importantes captadores de radicales libres
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(Hosseinimehr et al., 2009; Yehb et al.,, 2009; Ahmad et al., 2012;
Souza et al., 2012; Yang et al., 2012; Yang et al., 2013).
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1.- En la Regién de Murcia, la elevada variabilidad
guimica encontrada entre individuos pertenecientes al género
y especie Rosmarinus officinalis no permite definir quimitipos
ni composiciones polifendlicas diferenciadas por pisos
bioclimaticos concretos. Las diferencias en concentracion han

de atribuirse a factores genéticos, todavia por determinar.

2- La disparidad encontrada en cuanto a rendimiento
en producciones de aceite esencial -favorecida por bajos
indices de termicidad- y de extractos polifendlicos —elevados
en zonas proximas al nivel del mar- invitan a concluir que las
zonas ubicadas en el piso Termomediterraneo superior son
las mas indicadas para la recoleccién o establecimiento del

cultivo de estas plantas.

3.- La variabilidad quimica detectada entre individuos
ha permitido definir quimiotipos y composiciones polifendlicas
especificas que determinan diferente efectividad en

capacidades antioxidantes y antimicrobianas en estas plantas.
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Asi, en el aceite esencial elevadas actividades
antimicrobianas se asocian a quimiotipos ricos en 1,8-cineol y

a-pineno.

4.- En relacién al extracto polifendlico y su capacidad
bacteriostatica, se concluye la elevada especificidad de la
lactona carnosol, que en concentraciones superiores a su
precursor acido carnosico, incrementa la reactividad de estos

extractos.

Sin embargo, este efecto no es extrapolable a la
actividad antioxidante in vitro, ya que extractos con
concentraciones proximas en contenido diterpénico total,
diferentes ratios de concentracién entre ambos componentes

no modifican la citada actividad.

5.- Atendiendo a riqueza en producciones y actividades
antioxidantes y antimicrobianas, el estado fenolégico de
fructificacion es el mas indicado para la recoleccion de estas

plantas.
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La Region de Murcia se caracteriza por poseer una gran
abundancia de flora aromatica espontanea, entre la que destaca la
especie Rosmarinus officinalis L., de la que, dada su riqueza en
principios activos con elevadas actividades biologicas, es
considerada por numerosas empresas e industrias del pais, como

una importante fuente de materia prima.

La demanda cada vez mayor de productos con actividad
biosaludable, ha llevado a las industrias farmacéuticas y cosméticas
a retomar el estudio de estas plantas. Esta reintroduccion de los
extractos de romero en el mercado se debe en gran medida a la
identificacién de determinados compuestos quimicos, que parecen
ser los principales responsables de la aplicacion tradicional de estas

plantas para tratar ciertas clases de dolencias y enfermedades.

El romero, a diferencia de otras especies aromaticas, no se
encuentra establecido como un cultivo comercial todavia en Espafia.

El material utilizado por la industria procede mayoritariamente de su
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recoleccion en monte, lo que origina problemas de disponibilidad y

homogeneidad en la calidad de las producciones.

El estudio del perfil quimico en plantas de romero procedentes
de diferentes regiones muestra la diferente composicion cuantitativa,
e incluso en ocasiones cualitativa, existente. Esta heterogeneidad,
segun origen, debe ser un factor a tener en cuenta, ya que afecta
tanto a la calidad de los extractos, como a la actividad de los
mismos. Hasta el momento, se cree que factores abidticos y
genéticos son los principales responsables de estas variaciones en

composicion.

Es por esto que la presente Tesis aborda, como factor
diferenciador, el estudio de la variabilidad que la naturaleza ofrece,
analizando de forma individual plantas de romero. La correlacion
entre el area de procedencia, la composicion quimica y la actividad
biolégica (medida como capacidad antioxidante y antimicrobiana),
nos permitira tener una idea mas acertada de como influyen los

factores ambientales en los extractos y aceites finalmente obtenidos.

Para llevar a cabo este proyecto se ha procedido al estudio de
150 plantas de romero procedentes de cinco pisos bioclimaticos

definidos en nuestra Regidn.

Los resultados obtenidos confirman que los factores genéticos
podrian jugar un papel muy importante en la elevada variabilidad
guimica detectada incluso entre individuos pertenecientes a una
misma poblacion. Esta heterogeneidad impide asociar quimiotipos o
composiciones polifendlicas especificas a determinadas areas
bioclimaticas. Sin embargo, ofrece la ventaja de correlacionar
perfiles quimicos diferentes con marcadas actividades antioxidantes

y antimicrobianas.
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De los principales resultados, se concluye, que aceites
esenciales con quimiotipos ricos en 1,8-cineol y a-pineno presentan
elevada capacidad bactericida frente a patdgenos de alimentos. A su
vez, la presencia, en los extractos polifendlicos, de carnosol en
concentraciones superiores a las de su precursor acido carndésico
incrementa significativamente la actividad bacteriostatica de los

mismos.

En cuanto a la capacidad antioxidante, asociada en el romero
fundamentalmente a sus extractos polifendlicos, se comprueba que
a igualdad de concentracion de acido rosmarinico, la relacion de
concentracion entre los dos componentes -acido carndsico y

carnosol- con mayor actividad no afecta a esta propiedad.

Como objetivo final de la presente Memoria de Tesis se
contempla la transferencia del conocimiento al sector
agroalimentario. La seleccién de plantas con maximos rendimientos
y actividades biologicas -tanto de sus aceites esenciales como de
sus extractos polifenolicos- atendiendo al piso bioclimatico de
procedencia, permitiria su posible establecimiento como cultivo
comercial. Se confirma que en zonas con bajos indices de
termicidad y en el estadio fenolégico de fructificacion, se obtienen
los maximos rendimientos en aceite esencial; sin embargo, para los
extractos polifendlicos, los maximos rendimientos y actividades se
alcanzan en plantas ubicadas fundamentalmente en el piso

Termomediterraneo inferior.

Por lo tanto, en la Regidn de Murcia, zonas ubicadas en el
piso Termomediterréneo superior parecen ser las mas indicadas
para el establecimiento de este cultivo, con la finalidad de obtener

maximo rendimiento y calidad en sus producciones.



RESUMEN



Tesis Doctoral - Vanesa Lax Vivancos

VI. SUMMARY



SUMMARY



Tesis Doctoral - Vanesa Lax Vivancos

The province of Murcia (Région de Murcia), in south-eastern
Spain, is well known for its abundance of spontaneous aromatic
plants. Among the different species, rosemary, R officinalis L., should
be highlighted, mainly because of its characteristic chemical profile,
in which many active components have proved to exhibit important
biological activities. This is probably the main reason why rosemary
IS an important source of raw materials for several companies and

industries in Spain.

The increasing demand for natural products with bio-healthy
activities for use in the pharmaceutical and cosmetic industries has
led to a re-initiation of the study of rosemary, whose introduction to
the global market is related to the new chemical structures that have
been identified in its extracts - active components that are probably

the basis of the plant’s use in folk medicine.

Contrary to other aromatic and medicinal plants, rosemary has
not been established as a commercial crop in Spain, and the main

source of raw material for industry is still the spontaneous
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populations, which would explain the lack of availability and

homogeneity of the product at certain times during the year.

According to the scientific literature, the geographical area in
which rosemary grows dramatically affects its chemical composition.
Such variability should be taken into account, since the quality and
biological activity of rosemary extracts vary, depending on their
composition. To date, it has been thought that abiotic and genetic
variations are two of the principal factors responsible for this

heterogeneity.

Based on the above, the present doctoral thesis addresses, as
a novelty, the chemical variability exhibited by individual plants
belonging to spontaneous rosemary populations. The correlation
between the growing area, the chemical composition and the
biological properties (measured as antioxidant and antimicrobial
activities) has allowed us to increase the knowledge available about
how these environmental factors affect the quality of the essential oil

and polyphenolic extracts obtained from rosemary.

For this thesis, a total of 150 individual plants were harvested

from five different bio-climatic areas of the province of Murcia.

Among the major results is that genetic factors are confirmed
as having a relevant impact on the chemical variability detected,
even among individuals belonging to the same population. This
heterogeneity does not allow for the establishment of any possible
relation between specific essential oil chemotypes or polyphenolic
compositions and particular bioclimatic areas. Nevertheless, this
situation opens up the opportunity to correlate the different chemical
profiles observed with some of rosemary’s outstanding antioxidant

and antimicrobial activities.
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Along this line, the presence of eucalyptol and a-pinene as the
major components in the volatile fractions increases the bactericide
capacity shown by these oils against food-borne pathogens. Also,
and related to the polyphenolic fractions, higher bacteriostatic
activities were observed when the concentration of carnosol was

higher than that of its corresponding precursor, carnosic acid.

With respect to the antioxidant activity, which is mainly related
to the polyphenolic fraction in rosemary, at equal rosmarinic acid
amounts the relative concentrations of carnosic acid and carnosol do

not affect to this bioactivity.

The transfer of new knowledge to the agricultural and food
industry sectors is thanother goal of the present thesis. The selection
of individual plants with the highest yields and biological activities -
considering growth and bioclimatic areas - should allow for the

establishment of commercial crops in the near future.

Low thermicity indexes favoured the production of the
essential oil yielded by rosemary plants during the phenological
stage of fruit maturation. Contrary to this, and related to the
polyphenolic fraction, the highest yields and biological activities were

reached by plants taken from the Lower Thermo-Mediterranean area.

Hence, in the province of Murcia, the best yields and quality
will be obtained if rosemary plants are established commercially in

the Upper Thermo-Mediterranean areas of the same.
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