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Resumen

Las plantas aromaticas son un grupo de plantas cuyos compuestos activos
estan constituidos, total o parcialmente, por esencias, representando alrededor del
0,7% del total de plantas medicinales. Sus extractos han sido utilizados con
diversos fines, asi como en medicina, alimentacion, cosmética, farmacia y
perfumeria debido a su fuerte actividad antioxidante ya que contienen polifenoles,
vitamina E, selenio, vitamina C, [-caroteno, luteina, licopeno, y otros
carotenoides que juegan un papel fundamental en la adsorcion y neutralizacion de
radicales libres para mejorar la salud humana, frenando el desarrollo de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo como el céncer, la diabetes o la
enfermedad de Alzheimer. Estas plantas se consideran una opcion de futuro,
especialmente para zonas con cualidades especiales (montafiosas, matorrales,
zonas aridas moderadas, etc.) donde los cultivos convencionales no son viables o

rentables.

La Dehesa de Extremadura es una region espafiola declarada Reserva de la
Biosfera por la UNESCO vy se caracteriza por ser un ecosistema muy diverso. Se
puede encontrar una gran heterogeneidad de plantas aromaticas y medicinales.
Entre ellas destacan Calendula officinalis, Lavandula stoechas, Crataegus
monogyna, Malva sylvestris, Rosmarinus officinalis, Asparagus sp., Cistus
ladanifer, C. multiflorus, C. albidus, C. salviifolius, Morus alba, Ulmus sp.,
Urginea maritima, Rubus ulmifolius y Quercus ilex. Los extractos obtenidos de
estas plantas han sido destacados por sus propiedades antiinflamatorias,
antibacterianas, hepatoprotectoras, antidiabéticas, anticancerigenas,
gastroprotectoras, antioxidantes y citotoxicas, es decir, sus actividades

funcionales.

En esta Tesis Doctoral el objetivo general es la revalorizacidn de plantas
aromaticas autoctonas de la Dehesa Extremefia mediante la busqueda de
estrategias que permitan obtener compuestos bioactivos de las plantas para su uso
en alimentacién, con el objetivo de obtener productos sanos y seguros,

favoreciendo la sostenibilidad del entorno de la Dehesa Extremena.

Para la consecucion de este objetivo general, la tesis se ha dividido en 3

capitulos en los que se abordan los diferentes objetivos especificos. En el



capitulo 1 se realizé la seleccidn de plantas aromaticas, escasamente estudiadas y
obtenidas de la Dehesa Extremefia, cuyos extractos fenolicos poseian las mejores
caracteristicas ~ funcionales, como  antioxidante  antihipertensivas vy
antimicrobianas, frente a 6 bacterias patogenas y 4 levaduras alterantes. Estos
extractos fueron obtenidos mediante dos métodos, agitacion y ultrasonido, que
fueron estudiados para comprobar cuél era el método méas eficaz y el que
conservaba las caracteristicas funcionales de los mismos. En el capitulo 2, se
evaluaron los compuestos presentes en las plantas autdctonas de la Dehesa,
encina, olmo, zarzamora y jara blanca, identificando los compuestos presentes en
cada extracto y posteriormente ensay0 su actividad antifungica frente a dos cepas
de micotoxigénicas de Aspergillus flavus, asi como su influencia en la produccion
de aflatoxinas AFB; y AFB; y la expresion de genes relacionados con estas
micotoxinas. Y, finalmente, en el capitulo 3, se elaboraron aceites esenciales
obtenidos de 6 plantas aromaéticas autoctonas de la Dehesa Extremefia, y se
estudio el efecto antimicrobiano frente a las 6 bacterias patogenas, las 4 levaduras
alterantes y los 2 mohos productores de aflatoxinas, tanto en su crecimiento como

en la produccién de micotoxinas para el caso de los mohos.

Para el desarrollo de la Tesis se utilizaron 15 especies vegetales de la
Dehesa y microorganismos de alimentos: 6 bacterias patogenas, 4 levaduras

alterantes y 2 mohos micotoxigénicos.

En el Capitulo 1, se llevo a cabo un estudio de seleccion de plantas
aromaticas de la Dehesa cuyos extractos, obtenidos por diferentes métodos de
extraccion, tenian las mejores caracteristicas funcionales. Por lo tanto, se
evaluaron los extractos fenolicos obtenidos mediante agitacion o ultrasonido,
analizando la influencia del meétodo en las actividades antioxidantes,
antihipertensivas y antimicrobianas, en bacterias y levaduras, de los extractos
obtenidos. Los resultados mostraron que en general, cuando se compararon los
metodos de extraccion utilizados para obtener compuestos fenolicos, se observo
que existian diferencias significativas, encontrandose los valores mas altos en la
extraccion por ultrasonidos. Ademas, los extractos obtenidos de Cistus albidus,
Cistus salviifolius, Rubus ulmifolius y Qercus ilex fueron los que presentaron

mayores concentraciones de compuestos fendélicos. La actividad antioxidante



Resumen

fue mayor en los extractos de Cistus y Q. ilex obtenidos por ultrasonidos, al igual
que la actividad antihipertensiva. La actividad antimicrobiana también resulto
ser mayor en los extractos obtenidos por ultrasonidos. Ademas, para bacterias
los extractos de las plantas de C. salviifolius y Q. ilex fueron mas efectivos y para

las levaduras los de C. ladanifer.

Para el desarrollo del Capitulo 2, se evaluaron los compuestos presentes en
las plantas autoctonas de la Dehesa, encina, olmo, zarzamora y jara blanca. Se
utilizaron estas plantas al ser algunas de las que mejores resultados obtuvieron
frente a eucariotas en el ensayo anterior. Se identificaron los compuestos
presentes en cada extracto y posteriormente se ensay6 su actividad antifingica
frente a dos cepas de micotoxigénicas de Aspergillus flavus, y se observd su
influencia en la produccion de aflatoxinas AFB; y AFB,. También se realizo el
estudio de la expresion de genes relacionados con estas micotoxinas En el caso de
los mohos, los extractos no influyen en su crecimiento, pero si en la produccion
de aflatoxinas, siendo los extractos de Q. ilex los mejores para la inhibicion de la
produccién de aflatoxinas B; y B, producidas por dos cepas de A. flavus, seguido

de Ulmus sp.

Finalmente, para el desarrollo del Capitulo 3, se llevd a cabo un estudio
con aceites esenciales obtenidos de plantas aromaticas autdctonas de la Dehesa
Extremefia. Se evalué el efecto de 6 aceites esenciales obtenidos de diferentes
plantas aromaticas (Calendula officinalis, Cistus ladanifer, Cistus multiflorus,
Cistus salviifolius, Lavandula stoechas y Rosmarinus officinalis) frente a las 6
bacterias patogenas, las 4 levaduras alterantes y los 2 mohos productores de
aflatoxinas que se utilizaron en esta Tesis. Los aceites esenciales utilizados de
Cistus ladanifer y Cistus salviifolius tenian la mayor cantidad de compuestos
fenolicos, y mostraron una mayor actividad antimicrobiana contra todos los
microorganismos utilizados, incluidas bacterias, levaduras y mohos, asi como
la produccion de micotoxinas. Sin embargo, el aceite esencial los aceites de
Lavandula stoechas y Calendula officinalis mostraron una actividad significativa

también con baja concentracién de compuestos fendlicos.

La utilizacion de extractos y aceites de plantas autdctonas de la Dehesa
Extremefia puede favorecer la seguridad y salubridad de los productos en los



que se utilicen al ser sustancias con importantes actividades funcionales,
naturales y no toxicas, ademas de ser un recurso barato y disponible, que
favorecen la sostenibilidad del entorno de la Dehesa Extremefia. La concentracion
y composicién, en cuanto a los compuestos, que se hayan presentes en estos
extractos y aceites esenciales de las plantas, son muy importantes e influyen en las
actividades funcionales de los mismos, de ahi que, podrian realizarse futuros
andlisis de los compuestos quimicos puros presentes, para conseguir efectos mas

especificos en su aplicacion.
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Abstract

Aromatic plants are a group of plants whose active compounds are
constituted, totally or partially, by essences, representing about 0.7% of the total
number of medicinal plants. Their extracts have been used for various purposes,
as well as in medicine, food, cosmetics, pharmacy and perfumery due to their
strong antioxidant activity as they contain polyphenols, vitamin E, selenium,
vitamin C, B-carotene, lutein, lycopene, and other carotenoids that play a
fundamental role in the adsorption and neutralization of free radicals to improve
human health, slowing the development of diseases related to oxidative stress
such as cancer, diabetes or Alzheimer's disease. These plants are considered a
future option, especially for areas with special qualities (mountainous, scrublands,

moderate arid areas, etc.) where conventional crops are not viable or profitable.

The Dehesa de Extremadura is a Spanish region declared a Biosphere
Reserve by UNESCO and is characterized by being a very diverse ecosystem. A
great heterogeneity of aromatic and medicinal plants can be found. Among them,
the following are highlighted Calendula officinalis, Lavandula stoechas,
Crataegus monogyna, Malva sylvestris, Rosmarinus officinalis, Asparagus sp.,
Cistus ladanifer, C. multiflorus, C. albidus, C. salviifolius, Morus alba, Ulmus sp.,
Urginea maritima, Rubus ulmifolius and Quercus ilex. The extracts obtained from
these plants have been highlighted for their anti-inflammatory, antibacterial,
hepatoprotective, antidiabetic, anticancer, gastroprotective, antioxidant and

cytotoxic properties, i.e., their functional activities.

In this Doctoral Thesis the general objective is the revaluation of
aromatic plants native to the Dehesa Extremefia by searching for strategies to
obtain bioactive compounds from plants for use in food, with the aim of obtaining
healthy and safe products, promoting the sustainability of the environment of the

Dehesa Extremena.

In order to achieve this general objective, the thesis has been divided into 3
chapters in which the different specific objectives are addressed. In chapter 1, the
selection of aromatic plants, scarcely studied and obtained from the Dehesa
Extremefia, whose phenolic extracts had the best functional characteristics, as

antihypertensive antioxidant and antimicrobial, against 6 pathogenic bacteria and
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4 spoilage yeasts, was carried out. These extracts were obtained by two methods,
agitation and ultrasound, which were studied to verify which was the most
effective method and the one that preserved the functional characteristics of the
extracts. In chapter 2, the compounds present in the native plants of the Dehesa,
holm oak, elm, blackberry and white rockrose, were evaluated, identifying the
compounds present in each extract and subsequently tested for their antifungal
activity against two mycotoxigenic strains of Aspergillus flavus, as well as their
influence on the production of aflatoxins AFB1 and AFB2 and the expression of
genes related to these mycotoxins. Finally, in chapter 3, essential oils obtained
from 6 aromatic plants native to the Dehesa Extremefia were elaborated, and the
antimicrobial effect was studied against the 6 pathogenic bacteria, the 4 altering
yeasts and the 2 aflatoxin-producing molds, both in their growth and in the

production of mycotoxins in the case of the molds.

For the development of the Thesis, 15 plant species from the Dehesa and
food microorganisms were used: 6 pathogenic bacteria, 4 spoilage yeasts and 2

mycotoxigenic molds.

In Chapter 1, a study was carried out to select the aromatic plants from
the Dehesa whose extracts, obtained by different extraction methods, had the best
functional characteristics. Therefore, phenolic extracts obtained by shaking or
ultrasound were evaluated, analyzing the influence of the method on the
antioxidant, antihypertensive and antimicrobial activities, on bacteria and yeasts,
of the extracts obtained. The results showed that in general, when the extraction
methods used to obtain phenolic compounds were compared, it was observed that
there were significant differences, with the highest values being found in the
ultrasound extraction. In addition, the extracts obtained from Cistus albidus, C.
salviifolius, R. ulmifolius and Q. ilex showed the highest concentrations of
phenolic compounds. The antioxidant activity was higher in the extracts of
Cistus and Q. ilex obtained by ultrasound, as was the antihypertensive activity.
The antimicrobial activity was also higher in the extracts obtained by
ultrasound. In addition, extracts of C. salviifolius and Q. ilex plants were more

effective for bacteria and those of C. ladanifer for yeasts.
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For the development of Chapter 2, the compounds present in the native
plants of the Dehesa, holm oak, elm, blackberry and white rockrose, were
evaluated. These plants were used since they were some of the ones that obtained
the best results against eukaryotes in the previous test. The compounds present in
each extract were identified and subsequently tested for their antifungal activity
against two mycotoxigenic strains of Aspergillus flavus, and their influence on the
production of aflatoxins AFB1 and AFB2 was observed. The expression of genes
related to these mycotoxins was also studied. In the case of molds, extracts do not
influence their growth, but they do influence aflatoxin production, with Quercus
ilex extracts being the best for inhibiting the production of aflatoxins B:1 and B2

produced by two strains of A. flavus, followed by Ulmus sp.

Finally, for the development of Chapter 3, a study was carried out with
essential oils obtained from aromatic plants native to the Dehesa Extremefia. The
effect of 6 essential oils obtained from different aromatic plants (Calendula
officinalis, Cistus ladanifer, Cistus multiflorus, Cistus salviifolius, Lavandula
stoechas and Rosmarinus officinalis) was evaluated against the 6 pathogenic
bacteria, the 4 spoilage yeasts and the 2 aflatoxin-producing molds used in this
Thesis. The essential oils used from Cistus ladanifer and Cistus salviifolius had
the highest amount of phenolic compounds and showed higher antimicrobial
activity against all the microorganisms used, including bacteria, yeasts and
molds, as well as mycotoxin production. However, the essential oil Lavandula
stoechas and Calendula officinalis oils showed significant activity also with low

concentration of phenolic compounds.

The use of extracts and oils from native plants of the Dehesa
Extremenfa can favor the safety and healthiness of the products in which they
are used as they are substances with important functional, natural and non-
toxic activities, besides being a cheap and available resource, which favor the
sustainability of the environment of the Dehesa Extremefia. The concentration and
composition of the compounds present in these plant extracts and essential oils are
very important and influence their functional activities, hence, future analyses of
the pure chemical compounds present could be carried out in order to achieve
more specific effects in their application.

11






INTRODUCCION







Introduccion

1.- PLANTAS AROMATICAS Y MEDICINALES

Las plantas aromaticas y medicinales engloban un nimero elevado de especies,
que se caracterizan por sintetizar metabolitos secundarios o compuestos bioactivos.
Principalmente, se encuentran compuestos fendlicos, terpenos, glicésidos y alcaloides
(Agostini-Costa et al., 2012; Tanase et al., 2019; Yang et al., 2016). Estos compuestos
se encuentran en diferentes partes de las plantas, como semillas, frutos, inflorescencias,
flores, hojas y raices, asi como en sus aceites esenciales y extractos (Asensio, 2013;
Bernhoff, 2010; Popovi¢ et al., 2016; Prakash y Kiran, 2016; Aftab et al., 2019).

La utilizacion de este tipo de plantas se lleva realizando desde la antigliedad,
generando la necesidad de cultivarlas para poder obtener todas sus propiedades
beneficiosas para el ser humano, como es el poder disponer de alimentos, condimentos,
perfumes y, gracias a sus principios activos, medicamentos (Chang et al., 2000; Li et al.,
2006).

Las propiedades caracteristicas de cada planta se deben a la gran variedad de
compuestos quimicos complejos, por lo que a veces nos referimos a las plantas
aromaticas como minas de oro quimicas. En ocasiones, resulta imposible sintetizar en el

laboratorio muchos de estos compuestos naturales (Skaria, 2007).

Durante la Edad Media se realizaban huertos que servian como ayuda a los
boticarios, médicos y farmacéuticos en cuanto a sus labores sanitarias. Ademas,
mejoraron la destilacion de las plantas aromaticas. Durante el siglo XIII se vendian
aceites esenciales, siendo el de romero el méas utilizado, mientras en el siglo XVII
fueron aisladas practicamente todas las esencias. Aunque no fue hasta el siglo XIX
cuando se realizaron los primeros analisis quimicos de los principios activos y esencial

gue constituian las plantas aromaticas.

En el trascurso de 1811, cuando se separa la morfina del opio se produce un
movimiento investigador a escala mundial cuya finalidad era el conocimiento de la

composicion quimica que obtienen los vegetales.

La importancia de estas plantas puede ser analizada desde diversas perspectivas.

En primer lugar, desde su calidad como seres vivos: su nicho ecoldgico, su valor
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intrinseco como plantas, sus genes y los nutrientes y metabolitos codificados por esos
genes. Esta evaluacion bioldgica esta relacionada con su importancia econdémica, ya que
tienen multiples aplicaciones industriales en sectores como la farmacéutica, la
alimentaria y la perfumeria, que también dependen de sus caracteristicas genéticas
(lannicelli et al., 2018).

En el caso de la industria alimentaria este tipo de plantas suele usarse para la
fabricacion de especias puesto que aportan bastante sabor y color a los alimentos de
forma natural, por lo que es una opcién muy utilizada siendo el 40% de la produccién
mundial de plantas aromaéticas, siendo las industrias carnicas los mayores consumidores

de especias y aromas, mientras que en la lactea se utiliza mucho la vainilla.

También hay que resaltar que tienen propiedades antimicrobianas y es por ello
por lo que son muy utilizados para combatir plagas y enfermedades de cultivos en
sustitucion de pesticidas pues estos productos no son tdxicos, ni residuales por lo que se

conseguiria una proteccién vegetal natural.

Ademas, estas plantas tienen una relevancia social multiple, ya que no solo
representan saberes culturales y religiosos ancestrales, sino que también son el sustento

de muchas familias.

1.1.- PLANTAS AROMATICAS Y MEDICINALES DE LA DEHESA
EXTREMENA

La Dehesa Extremeria destaca por ser un increible ecosistema unico en el mundo
con gran biodiversidad y poblado de recursos muy beneficiosos para la salud. Dentro de
las plantas aromaticas podemos encontrar distintas especies y variedades, unas 2000
especies de plantas (una cuarta parte de las que hay en toda Espafia) y hasta 340
especies medicinales, muchas de ellas crecen de forma autdctona en la Dehesa de

Extremadura (Pinto-Correia 'y VVos, 2004).

Dentro de la flora tipica se pueden encontrar arboles de hoja perenne y xerofila,
adaptada a periodos estival de sequia, como la encina (Quercus ilex L.) y el alcornoque

(Quercus suber L.) y plantas lefiosas y aromaticas, como las jaras (Cistus sp.), el romero

16
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(Rosmarinus officinalis L.), la salvia (Salvia officinalis), la hierbabuena (Mentha
spicata), la manzanilla (Chamaemelum nobile). En torno a los cauces y las zonas
himedas son abundantes los bosques de ribera, formada por arboles como el olmo
(Ulmus minor Miller) entre otros muchos. Estas plantas tienen una gran importancia
para el mantenimiento de los ecosistemas pero que no estan valoradas aun en su justa
medida (de la Torre Carreras, 2011). La mayoria de ellas han sido poco estudiadas en
cuanto a sus posibles usos debido a los compuestos que poseen. Plantas como la
caléndula, el romero, la lavanda, la salvia, hierbabuena o el tomillo son utilizadas como
materia prima, y con total garantia sanitaria, en perfumeria y en el mundo de la
cosmeética natural y ecoldgica por sus propiedades medicinales beneficiosas para la piel

e infusiones (Gonzalez et al. 2014).

Plantas pertenecientes al género Cistus

El género Cistus, también conocidas como jaras, pertenecen a la familia
Cistaceae (orden Malvales) esta compuesto por especies colonizadoras (Simdes et al.,
2009), que crecen preferentemente en areas degradadas con suelo infértil (Attaguile et
al. 2000; Nicoletti et al. 2014). Se caracteriza por ser arbustos y plantas herbaceas, sus
ramas suelen ser rectas o corrugadas; pueden variar usualmente de 50 a 100 cm de
altura (Catoni et al., 2012). Las hojas opuestas, simples, a veces con estipulas,
inflorescencias cimosas 0 en racimo o flores solitarias a menudo grandes y vistosas,
hermafroditas, actinomorfas. Las plantas del género son de polinizacién cruzada entre
especies. Sus flores que aparecen durante la primavera (marzo-mayo) y tienen una vida
atil de tres dias, son visibles, hermafroditas, actinomorfas e hipdginas, con tres de cinco
sépalos opuestos a los pétalos (Zalegh et al., 2021). El color de los pétalos varia de
blanco a purpura/rosa oscuro segun el subgénero, con una llamativa mancha roja oscura
en la base de cada pétalo presente en algunas especies (Pawluczyk et al., 2012; Viapiana
et al.,, 2017). Ademas, tienen tallos y hojas viscosos que producen una oleorresina
fragante (Guimaraes et al., 2009). La mayoria de los miembros de la familia son muy

olorosos y dulces, muy apreciados en la industria de la perfumeria (Ben et al., 2013).

Los Cistus, son un género de arbustos autoctonos del mediterraneo que engloba

unas 20 especies particularmente distribuidas en la region mediterranea desde Portugal
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y Marruecos hasta Anatolia, la costa del Mar Negro y Palestina (Guzman y Vargas,
2005; Lukas et al. 2021) (Figura 1).

P

Figura 1. Distribucion de la familia Cistaceae en la Region Mediterranea

(Fuente: basada en Guzman y Vargas, 2005).

Las especies m&s comunes son Cistus ladanifer, Cistus monspeliensis, Cistus

salviifolius, Cistus laurifolius, Cistus creticus y Cistus albidus.

Cistus ladanifer L. (Jara pringosa)

La especie C. ladanifer incluye tres subespecies: ladanifer ( . . . ), africanus
(Dans) y sulcatus (Demoly). La subespecie ladanifer se distribuye principalmente en la
Peninsula Ibérica, Francia y el norte de Africa; la subespecie sulcatus es endémica del
suroeste de Portugal, en los acantilados costeros de Costa Vicentina; y la subespecie
africanus se encuentra cominmente en el norte de Africa y también se extiende por el
sur de Espafia (Ferreira et al., 2021; Guzman et al., 2009). La subespecie ladanifer tiene
un habito erecto, generalmente con hojas lineal-lanceoladas y lanceoladas (Carlier et al.,
2008); la subespecie sulcatus es un arbusto de habito postrado (50 cm) cuando crece
cerca del mar, o de hasta 200 cm y erecto cuando esta protegido del viento, con flores
blancas y hojas sésiles, generalmente elipticas u oblanceoladas, con nervaduras
acentuadas en la superficie superior (Carlier et al., 2008); y la subespecie africanus
tiene hojas con un peciolo aparente, lanceolado-elipticas u oblongas a lineales
generalmente lanceoladas-con nervios poco aparentes en el haz, y otras hojas ovales u

obovadas, con nervios bien visibles en el haz (Demoly et al., 1993).

18



Introduccion

C. ladanifer es un arbusto de hasta 2-3 metros de altura, aunque en algunas
ocasiones puede ser mas alto, generalmente erecto con muchas ramas en su estructura,
con un tallo de color marrén rojizo, madera dura y corteza pegajosa, con flores
Ilamativas y vivas (Figura 2). Las hojas, de 40-80 mm de longitud, de un color verde
muy intenso estan impregnadas de ladano, lo que las hace pegajosas y les otorga un olor
fuerte y especifico. Se considera una especie de crecimiento y desarrollo rapido que se
reproduce facilmente mediante la propagacion natural de semillas durante el invierno y
el otofio (Alias et al., 2006).

Figura 2. Cistus ladanifer (fuente: www.floresyplantas.net/)

La jara pringosa se encuentra en una amplia gama de altitudes, latitudes, crece
en climas desde muy secos a hiperhimedos y en suelos que son muy pobres en materia
orgénica, con bajo pH y altas concentraciones de oligoelementos, asi como a
condiciones de estrés hidrico, altas temperaturas y radiacién solar (Simdes et al., 2008)
pero prefiere los suelos acidos y siliceos (Kidd et al., 2004; Rossini-Oliva et al., 2016).

Se estima que C. ladanifer se extiende aproximadamente a 2 millones de
hectareas en el sur y suroeste de la Peninsula Ibérica (Pérez et al., 2011), donde es la
especie de arbusto principal con un importante papel ecolédgico, pero también juega un
papel en situaciones desafiantes, como los incendios rurales que ocurren en verano en
estas regiones. La jara pringosa es un ejemplo de una especie subutilizada sin una
explotacion regular y completa, y actualmente se utiliza principalmente por la industria
de la perfumeria o como planta ornamental (Raimundo et al., 2018), generalmente

asociada con pequerias empresas familiares o vinculada a organizaciones rurales.
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Las plantas de jara pringosa han sido tradicionalmente utilizadas como un
recurso importante para la atencion primaria de salud debido a su bajo costo,
accesibilidad y experiencia ancestral acumulada. Las partes aéreas de la jara pringosa se
utilizan para producir extractos, obteniendo exudados y aceites esenciales con una
composicion compleja y propiedades farmacoldgicas que resultan interesantes para
futuras investigaciones y aplicaciones especificas (Lourenco et al., 2015). El uso
tradicional de la jara pringosa ha contribuido al desarrollo socioeconémico de las
comunidades rurales (Morgado et al., 2005). Tanto el ladano como el aceite esencial de
C. ladanifer son muy apreciados en perfumeria, cosmética, aromaterapia y sabores
alimentarios (uso restringido), ya que se utilizan como ingredientes en
aproximadamente el 30% de los perfumes modernos debido a sus excelentes

propiedades fijadoras (Barrajon-Catalan et al., 2015).

Cistus albidus (Jara blanca)

C. albidus conocida como jara blanca es un arbusto de 1 — 1,5 metro de altura,
muy ramoso, de color blanquecino, sus tallos son de color grisaceo. Hojas ovado-
oblongas, obtusas y planas (Figura 3). Los brotes mas jovenes tienen muchos pelos
estrellados y algunos simples. Su habitat es en todo tipo de terrenos, aunque prefieren
los suelos calizos, con un clima desde seco a subhimedo, toleran las heladas que no son

intensas ni contintas (Agnieszka et al., 2018).

Figura 3. Cistus albidus (fuente: www.floresyplantas.net/)

Podemos encontrarlas por toda la zona Mediterranea occidental, en algunas
zonas de la Peninsula Ibérica (sur, este y noreste). Esta en todo el territorio extremefio,

pero sobre todo en la provincia de Badajoz.
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La jara blanca antiguamente se utilizaba el l1&dano en forma de jarabe para la tos
y para aliviar distintos dolores por su actividad analgésica. Ademas, sus hojas se
utilizaban para limpiar distintos utensilios por la forma tienen estas, toda la suciedad se
adhiere a ellas (Zalegh et al., 2021).

Cistus salviifolius (Jara neqgra)

Arbusto de hasta 1 metro de altura, erecto o procumbente, con muchas ramas y
de un verde muy intenso. Sus tallos tienen un color pardo grisdceo 0 negruzco y sus
flores son de colores rosados y son solitarias 0 en grupos muy reducidos (Figura 4)
(Agnieszka et al., 2018).

Se desarrolla en climas humedos, subhimedos y secos, de inviernos frios o
suaves. Podemos localizarla por toda la region Mediterranea, dispersa por casi toda la
Peninsula Ibérica, mientras que en Extremadura podemos encontrarla por todo su

territorio.

Figura 4. Cistus salviifolius (fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Cistus_salviifolius)

Sus hojas han sido empleadas en medicina por sus propiedades analgésicas,
antiinflamatorias y astringentes y la raiz como cicatrizante. En algunas zonas de Grecia

se han consumido como sucedaneo del té (Zalegh et al., 2021).

Cistus multiflorus (Jaguarzo blanco)

Arbusto (20)40-70(100) cm, erecto, con la corteza gris, al final pardusca;
ramillas mas o menos densamente cubiertas de pelos simples largos y algo hirsutos,

caedizos, mas otros pequefios y aplicados. Hojas casi verticiladas en los brotes cortos
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axilares, sentadas, de 10-26 x 1-2(4) mm, en general lineares, haz convexa, mas o
menos pelosa o subglabra, brillante, de margen revoluto, y envés con denso tomento de
pelos estrellados, nervio medio muy marcado y algunos pelos largos, simples.
Inflorescencias numerosas, de 1-8 flores, en cimas umbeliformes, laterales; pedinculo y
pedicelos mas 0 menos pelosos; bracteas persistentes, bractéolas anchas, acuminadas,
visibles en el boton floral y caedizas en el fruto. Boton floral 2-8 mm de ancho. Sépalos
3, caedizos en la fructificacion, de 3-8 x 3-4 mm, de ovado-lanceolados a ovados o
subredondeados, agudos, mas o menos hirsutos. Pétalos de 8-15 mm, blancos (Figura
5).

Figura 5. Cistus multiflorus (fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/ Cistus_clusii)

C. multiflorus se encuentra en habitats que incluyen terrenos calizos, incluso
yes0sos y arenosos, principalmente en ambientes caracteristicos de pinares de pino
carrasco y encinares. En cuanto a su distribucion geogréfica, esta especie se encuentra
en el Mediterraneo occidental, extendiéndose hacia el este hasta el sur de Italia.
También se encuentra en el norte de Africa, desde el Atlantico hasta la costa oriental de
Tanez, y hacia el sur hasta el Atlas Medio y el Atlas sahariano. En la Peninsula Ibérica,
se encuentra principalmente en la mitad oriental y también esta presente en las Islas

Baleares.

Plantas pertenecientes al género Lavandula

El género Lavandula esta compuesto aproximadamente por 39 especies,
numerosos hibridos y casi 400 cultivares registrados (Upson y Andrews, 2004). Las

especies mas conocidas y valoradas econémicamente son Lavandula angustifolia,
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Lavandula stoechas, Lavandula latifolia y el hibrido Lavandula x intermedia. Estas
plantas son subarbustos o0 a veces arbustos perennes de hasta un metro de altura. Estan
en plena floracion entre mediados de junio y mediados de julio y prefieren suelos
acidos. Las inflorescencias son comunes en el género Lavandula. L. stoechas
probablemente fue la primera especie utilizada por sus aceites esenciales. Romanos,
griegos y arabes reconocieron sus propiedades medicinales.

Lavandula stoecha (Cantueso o tomillo borriguero)

L. stoechas es una planta de la familia Lamiaceae / Labiatae, llamada cantueso,
es un arbusto perenne de hasta 1 metro de altura erecto o ascendente, con muchas ramas
desde la base. Sus tallos y ramas mas viejas tienen la corteza de color pardo grisaceo y
agrietada y las més jovenes son de color verde o rojizas, aungue algo blanguecinas por
sus pelos blancos que la cubre (Camejo-Rodriguez et al., 2003; Mohd et al., 2016). Las
flores, con pedicelo, estan dispuestas en verticilos y se agrupan en racimos de cimas
cilindricas o cuadrangulares (Figura 6). Con frecuencia, presentan tonalidades purpuras,
azules, violetas, rosas o lilas, y florecen desde mediados de junio hasta mediados de
julio. Las hojas, de tonalidad ligeramente grisacea, especialmente en el envés, son

tomentosas, nacen de forma opuesta y son alargadas y estrechas.

Figura 6. Lavandula stoecha (fuente: https://fichas.infojardin.com)

L. stoechas se distribuye en toda la zona Mediterranea ya que se adapta a un
rango de climas que va desde semiarido hasta subhiimedo e incluso himedo. Es capaz
de resistir heladas, siempre y cuando no sean frecuentes y recurrentes. Habita en
matorrales abiertos que se desarrollan en suelos no calcareos y siliceos, como pizarras,
granitos, cuarcitas, entre otros. Puede crecer hasta altitudes de 1000 metros, e incluso

algunas variedades pueden encontrarse a 1800 metros sobre el nivel del mar.
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Es una especie vegetal muy conocida y utilizada en toda la regién mediterranea
por sus virtudes medicinales, atribuidas principalmente a su contenido en aceites
esenciales. También se utiliza para la preparacion de comidas tradicionales e infusiones,

asi como con fines cosméticos (Msaada et al., 2012; Zuzarte et al., 2013).

En cuanto a los usos de la Lavandula stoecha en Extremadura se ha usado como
forraje para las cabras y los burros. Ademas, también ha sido utilizado en medicina
como antiséptico y como una sustancia que se aplica con fines calmantes o curativas. Es

una buena planta melifera, es decir, que producen néctar y polen.

Plantas pertenecientes al género Calendula

Calendula officinalis (Calendula)

Calendula officinalis llamada comdnmente Calendula es una planta medicinal
bien conocida, perteneciente a la familia Asteraceae, compuesta. Es una planta
herbacea, anual, con flores amarillas (Figura 7). Su floracién dura casi todo el afio,
cerrdndose de noche y abriéndose al amanecer. Tiene una altura promedio que oscila
entre los 30-50 cm, su tallo es semi-erecto, angular y ramificado y sus hojas son
alternas, lanceoladas y sésiles; sus capitulos o inflorescencias van desde los 3cm hasta
los 5 cm de ancho, amarillos o anaranjados, con una corona de 15-20 ligulas
(Ashwlayan y Verma, 2018). Sus frutos son encorvados, provistos casi todos de alas
membranosas 0 puas dorsales. Desprende un olor generalmente desagradable y tiene un

gusto amargo.

Figura 7. Calendula officinalis

(fuente: https://www.florandalucia.es/index.php/calendula-officinalis)
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La Caléndula es una planta cultivada en Europa desde el siglo XII, existe
localmente naturalizada en el sur y oeste de Europa, y casual para todos los lugares ya
que se adapta a una amplia variedad de condiciones climaticas y edafoldgicas. En
cuanto al suelo, es poco exigente, aunque prefiere los arcillosos. No es muy exigente en
cuanto a la fertilidad del suelo y puede adaptarse a suelos pobres en nutrientes. Es una
planta de clima templado, con temperaturas moderadas, pero resiste heladas y sequias.

Las flores de caléndula se utilizan ampliamente en productos para el cuidado de
la piel, la cicatrizacion de heridas, la reduccién de la inflamacién y para suavizar y
regenerar la piel debido a sus propiedades unicas de rejuvenecimiento celular (Muley et
al., 2009). Ademés, las flores de caléndula se han utilizado como una fuente de
ingredientes medicinales y son ampliamente utilizadas en la medicina homeopatica para
el tratamiento de diversas enfermedades desde hace siglos (Barajas-Farias et al., 2006).
C. officinalis tiene un alto valor econémico como planta medicinal y ha sido
recientemente aprobada para su uso en alimentos en Estados Unidos, incluida en la lista
de sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS) por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA) (Gazim et al., 2008). Estudios cientificos han
demostrado diversas propiedades medicinales y que se utiliza ampliamente por su
actividad antiinflamatoria, anti-edematosa y antioxidante; actividad antibacteriana y
antifungica; actividad antiviral y anti-VIH; actividad cicatrizante y estimulante del

sistema inmunoldgico (Ashwlayan y Verma, 2018; Cruceriu et al., 2018).

Plantas pertenecientes al género Rosmarinus

Rosmarinus officinalis L. (Romero)

Rosmarinus officinalis L. es una planta medicinal que pertenece a la familia
Lamiaceae / Labiatae, cominmente conocida como romero. Es una planta aromatica
que crece de forma espontanea en toda el area mediterranea. R. officinalis L. es un
arbusto perenne aromatico con tallo lefioso altamente ramificado que alcanza una altura
de 1-2 metros. Sus hojas son muy abundantes, largas y estrechas, con dimensiones entre
1,5y 3 cm de largo por 2 0 3 mm de ancho. Tienen un color verde oscuro en la parte
superior y una tonalidad blanquecina en el envés. Las flores son de color azulado,
pUrpura o rosa, con un tamafio aproximado de 5 mm (Figura 8). El fruto mide 1 mmy
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aparece dentro del céliz en forma de cuatro pequefias nueces de color marron (Ribeiro-
Santos et al., 2015).

Figura 8. Rosmarinus officinalis L.
(fuente: https://www.florandalucia.es/index.php/rosmarinus-officinalis-subsp-

officinalis)

Esta planta crece en suelos secos 0 moderadamente humedos, no tolera suelos
anaerébicos o encharcados y presenta una tolerancia moderada a la salinidad. Su
periodo de floracion ocurre frecuentemente entre mayo y junio en un clima
mediterraneo, y el periodo de fructificacion se produce entre la primavera y el verano
(Ribeiro-Santos et al., 2015).

El romero quizd sea una de las plantas de las que se encuentran un mayor
nimero de preparados comercializados como remedio natural. Segun la EMA
(European Medicines Agency's) y ESCOP (European Scientific Cooperative on
Phytotherapy), los preparados de hoja de romero se emplean por via interna para el
tratamiento de trastornos digestivos, principalmente en casos de deficiencias
hepatobiliares, alivio sintomatico de la dispepsia y leve, trastornos espasmaédicos del
tracto gastrointestinal. Por via externa, los preparados de romero pueden presentarse en
forma de aceites, pomadas o alcohol, para el tratamiento de dolores reumaticos,

alteraciones circulatorias periféricas, cicatrizacion de heridas y antiséptico.

R. officinalis, es una rica fuente de compuestos funcionales, y aceites esenciales.

El aceite esencial se utiliza en el tratamiento de la dispepsia y formas mas leves de
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trastornos gastrointestinales espasmaédicos, anomalias circulatorias, como complemento
en el tratamiento de dolores musculares o articulares e inflamaciones(Bajalan et al.,
2017; Borges et al., 2017; Raskovi¢ et al., 2014; Selmi et al., 2017; Tai et al., 2012).EIl
aceite esencial de romero, puede tener aplicaciones potenciales antivirales contra
coronavirus debido a la inhibicion in vitro de la enzima ACE2 (enzima convertidora de

angiotensina 2) con efectos antiinflamatorios (Demirci et al., 2022).

Plantas pertenecientes al género Crataegus

Crataegus monogyna Jacg. (Espino blanco)

El género Crataegus, comunmente conocido como espino, pertenece a la familia
Rosaceae. Es un arbusto caducifolio o arbol bajo que puede alcanzar hasta 10 metros de
altura, muy ramificado, con una copa redondeada y densamente ramificada. Su tronco
puede tener hasta 30 cm de diametro. La corteza es de color grisdceo-marron, lisa
cuando es joven y de color marrdn rosaceo y escamosa cuando madura (Figura 9)
(Deveci et al., 2020). Las hojas, flores y frutos se utilizan como planta medicinal. Las
flores se recolectan a principios de la primavera cuando estan completamente
desarrolladas, las hojas se recolectan durante el verano y los frutos cuando estan
maduros, a mediados del otofio. La de vida media del espino puede superar los 200

anos.

Figura 9. Crataegus monogyna
(fuente: https://www.florandalucia.es/index.php/crataegus-monogyna)
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Esta planta habita en matorrales espinosos caducifolios, sotobosques y linderos.
Es muy comun en toda la Peninsula Ibérica y en las Islas Baleares, aunque es menos
frecuente en la en la parte meridional, donde se encuentra principalmente montafias y
valles. No tolera muy bien las sequias en verano, es capaz de crecer en una amplia

variedad de sustratos.

El espino es considerado una de las plantas cardioprotectoras (Alirezalu et al.,
2018). Los frutos y las hojas del espino blanco tienen un efecto diurético y
antiespasmaddico suave (Nabavi et al., 2015). Asimismo, son beneficiosas para el
sistema nervioso, y una amplia gama de actividades antioxidantes, antimicrobianas,

antifungicas, antiinflamatorias y antivirales (Deki¢ et al., 2020).

Plantas pertenecientes al género Malva

Malva sylvestris L. (Malva comdn)

Malva sylvestris L. es una de las plantas medicinales comUnmente reconocidas
como malva comudn. M. sylvestris es una hierba bienal-perenne perteneciente a la
familia Malvaceae. Esta planta puede alcanzar una altura de 100-120 cm. Las hojas son
grandes, en forma de corazon, suaves, trenzadas y ligeramente séptiloides. Las flores de
la planta se parecen mucho a las de la madreselva (Figura 10). Florece desde la
primavera hasta mediados del verano y las flores hermafroditas miden entre 2 y 6 cm de
diametro, con pétalos de color purpura o rosa y venas mas oscuras (Alizadeh et al.,
2016; Mousavi et al., 2021; Petkova et al., 2019).

Figura 10. Malva sylvestris L.

(fuente: https://www.florandalucia.es/index.php/malva-sylvestris)
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La malva generalmente crece en areas himedas, como cerca de pantanos, zanjas,
océanos, riberas de rios y prados. Es muy abundante en terrenos baldios, huertos,
cultivos, margenes de caminos, escombreras y jardines cuando estan descuidados ya que
crece en cualquier tipo de sustrato. Europa es su lugar de origen, y se encuentra en Asia
occidental y Norte de Africa. Se ha introducido en Centroamérica y Norteamérica,
donde esta considerada como planta invasora.

M. sylvestris L. ha sido utilizado como alimento y medicina en Europa desde la
época de la antigua Grecia y Roma. Tradicionalmente se utiliza para el tratamiento de
heridas, inflamaciones, cicatrizacion de quemaduras, hinchazén, asi como agente
antiinflamatorio para las vias respiratorias y gastrointestinales, trastornos de la piel, tos

e irritaciones bucales (tanto la hoja como la flor) (Petkova et al., 2019).

Plantas pertenecientes al género Rubus

Rubus ulmifolius (Zarzamora)

Este arbusto perteneciente a la familia Rosaceae, conocido cominmente como
zarzamora silvestre o zarzamora de hoja de olmo (da Silva et al., 2019) puede llegar
hasta 2 metros de altura, espinoso y perennifolio se encuentra en el oeste de Europa,
pudiéndose encontrar por toda la Peninsula Ibérica y dominando la mayor parte de
Extremadura. Crece en ambientes humedos o subhimedos, aunque también en
ambientes secos e incluso semiaridos, pero solo se encontrard en zonas de umbria o muy
cerca del agua (Accame, 2016; Bandeira-Reidel et al., 2016). La época de floracién
ocurre entre mayo y junio, seguida de la maduracion y desarrollo del fruto. Esta especie
produce frutos comestibles de mora, que son de tipo agregado, globosos, de sabor
acidulado y con coloracion negra al final de la maduracion (Accame, 2016; Bandeira-
Reidel et al., 2016).

Esta especie es extraordinariamente variable ya que cuenta con numerosas
subespecies, variedades y formas. Sus diferencias se basan en las hojas, el color de los
pétalos y la cantidad de pelos (Figura 11).
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Figura 11. Rubus ulmifolius (fuente: https://www.jardineriaon.com)

El uso de Rubus ulmifolius es principalmente por su fruto, la mora, ya que tiene
un sabor muy agradable y refrescante, aunque sus frutos o brotes mas jovenes son
astringente, por lo que es muy usado en la industria alimentaria para la realizacion de
mermeladas y confituras, para dar color al vino y para preparar bebidas alcohélicas o

jarabes (Manganelli y Tomei, 1999).

La mora madura ha sido ampliamente utilizada durante cientos de afios como
medicina tradicional debido a sus propiedades beneficiosas, que incluyen propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas, gastroprotectoras y cardioprotectoras,
entre otras. Este fruto se caracteriza por su alto contenido en antioxidantes, polifenoles,
fibra, minerales esenciales y vitaminas (Da Fonseca-Machado et al., 2015; Espada-
Bellido et al., 2019).

Plantas pertenecientes al género Quercus

Quercus ilex (Encina)

Es un arbol perennifolio de la familia de las Fagaceas, de hasta 25 m de altura,
de tronco recio y cilindrico, corteza gris oscura que a veces se resquebraja con grietas
poco profundas. Tiene una ramificacion fuerte y profusa. Sus ramas principales son
erecto-patentes, de corteza bastante tiempo lisa. Las ramillas son delgadas y estan
cubiertas por un denso tomento grisaceo. La copa es redondeada, densa y compacta,
produciendo una sombra densa. Las hojas son simples y alternas, lampifias y de color
verde oscuro por el haz y blanquecinas o gris verdoso y muy pubescentes por el envés,
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donde se aprecia bien la nerviaciéon principal (Figura 12). Su forma es orbicular o
eliptica y los bordes varian de enteros a dentado-espinosos (Villar-Salvador et al.,
2013).

Figura 12. Quercus ilex (fuente: https://www.arbolapp.es)

Se distribuye por la region mediterranea, por la Peninsula Ibérica y territorio

extremefio.

La encina tiene la capacidad de poder colonizar en una gran variedad de hébitat,
incluso en aquellos donde cualquier otro arbol no podria progresar. Ayuda a la
formacidn del suelo por la descomposicion de sus frutos, hojas y madera (Pulido, 1999).
Sus hojas y, sobre todo, sus frutos tienen un alto poder nutritivo, siendo la bellota muy
apreciada y explotada en la ganaderia. También es muy apreciada la miel que producen
las abejas a partir de la melaza que exudan las bellotas cuando son dafiadas por algin
insecto (Pefiuelas et al., 1998).

Las encinas acogen diferentes variedades de especies con alto valor cinegético,
ademas de ser durante millones de afios un ecosistema con una gran cantidad de
recursos alimenticios y energéticos del campo extremefio. Aungue su principal funcion
es la creacion y retencion de humedad y suelo para luchar contra la erosion y
desertificacion (Pulido, 1999).

Los extractos de hojas, corteza y madera ricos en compuestos fendlicos se han
utilizado como remedio natural para el tratamiento de inflamaciones y trastornos
gastrointestinales debido a sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antiinflamatorias, antitumorales y gastroprotectoras (Sanchez-Gutiérrez et al., 2022).
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Plantas pertenecientes al género Morus

Morus alba L. (Morera Blanca)

Morus alba L., también conocida como morera blanca, pertenece a la familia de
las Moréaceas. Arbol de tamafio medio, de unos 15 m de altura. Hojas grandes, alternas,
pecioladas, redondeadas o acorazonadas y con el borde dentado, lisas y brillantes en el
haz, glabras o ligeramente vellosas en los nervios del envés (Figura 13). En primavera
producen flores unisexuales reunidas en grupos alargados y compactos. Las femeninas
se vuelven carnosas en su conjunto al madurar, produciendo las bayas de color blanco

dulzén, rosa a rojo oscuro.

(fuente: https://www.florandalucia.es/index.php/morus-alba)

Los frutos y hojas poseen potentes actividades bioldgicas, se han demostrado sus
propiedades antioxidantes, diuréticas, antiobesidad, hipoglucemiantes, hipotensoras,

anticolesterol, antidiabéticas y antimicrobianas (Hussain et al., 2017; Wen et al., 2019).
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Plantas pertenecientes al género Ulmus

Ulmus sp. (Olmo)

Los olmos son arboles caducifolios de tamafio medio, que crecen desde los 20 m
(Ulmus minor) hasta los 40 m (Ulmus glabra). La forma de la copa generalmente es
abierta, ancha, ondulada, de abovedada a cilindrica, pero también conica. La corteza es
pardo-grisdcea, profundamente surcada. Las hojas también son variadas en tamafio y
forma. Son alternas, de color verde oscuro, generalmente asimeétricas en la base y
acuminadas en el apice, con margenes dentados, de 4-10 cm de largo en U. minor a
1018 cm de largo (Figura 14). Los olmos son especies hermafroditas monoicas: las
flores aparecen antes que las hojas a principios de primavera, dispuestas en racimos de
10-30 elementos (Caudullo y De Rigo, 2016).

Figura 14. Ulmus minnor Mill.

(fuente: https://www.florandalucia.es/index.php/ulmus-minor)

Los olmos son nativos de la mayoria de los paises europeos. Muestran
preferencia por suelos ricos en agua y nutrientes, distribuidos principalmente cerca de

rios y arroyos o en llanuras de inundacion (Martin et al., 2006).

Estos arboles han sido utilizados desde la antigiedad, sus brotes y hojas tiernas
se utilizaban como verduras cocidas. Las ramas y hojas se aprovechan como alimento
para los animales. El néctar se utiliza como atrayente de insectos para atraparlos. Sus
hojas y brotes presentan diversas actividades funcionales en el sistema circulatorio,
digestivo, genito-urinario, musculatura, piel y en el alivio del dolor de oidos. Varios
autores han demostrado propiedades antiinflamatorias provenientes de varios

compuestos aislados del extracto de sus frutos.
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Plantas pertenecientes al género Asparagus

Asparagus sp.

El esparrago (Asparagus officinalis L.) es una planta herbacea perenne de
importancia nutricional y comercial, perteneciente a la familia Asparagaceae. El
esparrago es una planta diclina con una flor masculina de color verde amarillento y una
flor femenina menos conspicua en una planta separada (Figura 15) (Chitrakar et al.,
2019). El esparrago se puede clasificar de forma sencilla en esparrago verde, esparrago
blanco, esparrago verde parpura, esparrago azul purpura y esparrago rosa en funcion de

las diferencias de color (Guo et al., 2020).

Figura 15. Asparagus officinalis L.

(fuente: https://www.florandalucia.es/index.php/asparagus-officinalis)

Es una planta que crece principalmente en el bioma templado y se distribuye en
bosques y garrigas no muy secas, encinares, carrascales y alcornocales, zarzas,

matorrales con romero y tomillares.

Asparragus posee fuertes propiedades funcionales como antioxidante,
antifungicas, antiproliferativas... y por ello se pueden utilizar como agentes naturales en
la elaboracion de productos saludables (Elsaid et al., 2015; Fadda et al., 2018; Fuentes-
Alventosa et al., 2013; Miura et al., 2016; Sullivan et al., 2017; Wang et al., 2020).
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Plantas pertenecientes al género Urginea

Urginea maritima (Cebolla albarrana)

Urginea maritime conocida como Cebolla albarrana, pertenece a la familia
Asparagaceae, es una planta herbacea perenne con un gran bulbo, globoso (de hasta 15
cm de didametro), que se encuentra enterrado muy superficialmente. Las hojas alternas,
aparecen en primavera y se agrupan en rosetas en el interior del bulbo, no pecioladas
con limbo lanceolado de hasta alcanzan hasta 40 cm de longitud, con margenes
ondulados o retorcidos en una espiral laxa (Figura 16). Presenta inflorescencia en
racimo con muchas cada una de ellas en la axila de una pequefia bractea lanceolada
(Kazemi Rad et al., 2021).

Figura 16. Urginea maritima

(fuente:https://es.wikipedia.org/wiki/Drimia_maritima#/media/Archivo:Urginea_mariti

ma_-_flowers-sardinia.jpg)

Se reparten en matorrales poco densos que se encuentran en terrenos pedregosos
de la zona mediterranea mas céalida de la Peninsula Ibérica, pueden crecer tanto en
suelos calcareos como en suelos acidos. La vegetacion de estos matorrales esta
compuesta por una variedad de plantas adaptadas a las condiciones secas y calidas del
clima mediterraneo.

Esta planta ha sido ampliamente utilizada en trastornos cardiacos e infecciones
fangicas y como agente diurético (Ghosh et al., 2019). Por otro lado, se utilizan para
acelerar la cicatrizacién de heridas, asi como en trastornos digestivos, enfermedades

reumatoides y en el tratamiento del cancer (Kazemi Rad et al., 2021).
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2.- COMPUESTOS BIOACTIVOA DE LAS PLANTAS

Los compuestos bioactivos son sustancias quimicas que pueden ser componentes
esenciales 0 no esenciales que provienen de la naturaleza, como las plantas, y cumplen
funciones en el cuerpo que son beneficiosas para la salud. En las plantas los compuestos
bioactivos permanecen con otros compuestos presentes en estas y su extraccion se
realiza a partir de diferentes partes de la planta como son las hojas, los tallos, las flores
y los frutos (Bernhoff, 2010).

Los compuestos bioactivos en las plantas se producen como metabolitos
secundarios, es decir, por un lado, se encuentran los metabolitos primarios que tienen
funciones relacionadas con el crecimiento y desarrollo de la planta y, por otro lado,
estan los metabolitos secundarios que se cree que son compuestos que dan a la planta
una capacidad de supervivencia al tener la facultad de interactuar con el entorno. Por lo
que se podria decir que entonces los compuestos bioactivos de las plantas son
metabolitos secundarios que provocan un efecto farmacol6gico o toxico en los seres
vivos (Bernhoff, 2010).

En cuanto a la clasificacion de los compuestos aln no existe una determinada.
Segun Croteau et al. (2000) los compuestos bioactivos se clasifican en tres grupos
principales: terpenos y terpenoides, alcaloides y compuestos fenolicos. Estos ultimos
son los mas estudiados hoy dias porque tienen un impacto directo en la calidad de los

productos alimentarios ya que su funcion va ligada a su caracter sensorial.

2.1.- COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son uno de los grupos mas grandes de metabolitos
secundarios en las plantas, pudiendo encontrarse en frutos, semillas, hojas, tallos, flores,
etc con una gran importancia debido a sus propiedades beneficiosas para la salud (Kaur
et al., 2011; Tanase et al., 2019). Los polifenoles se caracterizan por presentar al menos
un anillo aromatico con un grupo hidroxilo en su estructura (Yahia y Carrillo, 2018). En
funcién al ndmero de anillos fendlicos que contienen y en base a los elementos

estructurales que unen estos anillos se pueden dividir en diferentes grupos, que se
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clasifican en varias subclases, como los acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos y
lignanas (Li et al.,, 2014; Sanchez-Paniagua, 2009). Estos compuestos pueden
producirse a través de dos vias, a través del acido shikimico (fenilpropanoides) o del
acido acético (fenoles) (Sanchez-Moreno et al., 2002) y han sido clasificados segun su

origen, su funcion bioldgica y su estructura quimica (Tsao, 2010).

Se ha demostrado que el consumo de estos compuestos puede desempefiar un
papel en la prevencion de diversas enfermedades cronicas, como enfermedades
cardiovasculares especificas (principalmente niveles altos de colesterol, presion arterial
alta) y enfermedades neurodegenerativas (como Alzheimer o Parkinson), diabetes tipo
I1, cancer e infecciones del tracto urinario (9-13). Sin embargo, los efectos en la salud
de los compuestos fendlicos dependen de su tipo, cantidad consumida y

biodisponibilidad.

Acidos fenélicos

Los acidos fendlicos se caracterizan por presentar un grupo carboxilico ademas
del anillo aromético y el grupo hidroxilo. Son los derivados del &cido benzoico (C6-C1)
(es decir, acidos hidroxibenzoicos) y del acido cinamico (C6-C3) (es decir, acidos

hidroxicinamicos) (Figura 17) (Sanchez-Paniagua, 2009).

Acidos Benzoicos; Cg-Cy R R; Ry R, Rs
OH H OH OH OH Acido gdlico
COR,y OH OH H H H Acido salicilico
R OH H OH OH H Acido
protocatéquico
OH H OCHs OH H Acido vanillico
Re Ry OH H OCH;, OH OCH;  Acido siringico
Y H H 0OCH, OH H Vanillina
H H H OCH;, H Anisaldehido
Acidos Cinamicos; Cg-Cy Ry Rs
OH OH Acido caféico
COR, OH H Acido p-cumdrico
= OH OCH; Acido ferdlico
Acido tartarico OH Acido cafeil-tartarico
Acido quinico OH Acido clorogénico
R
oH

Figura 17. Acidos benzoicos y cinamicos. (fuente: Sanchez-Paniagua, 2009)
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Los acidos fendlicos pueden representar aproximadamente un tercio de los
compuestos fenolicos en la dieta humana. Tienen una alta actividad antioxidante que

puede ayudar a proteger el cuerpo de los radicales libres (Giada et al., 2013).

En las plantas medicinales, los acidos fenolicos méas abundantes son los &cidos
hidroxicindmicos y entre ellos se encuentran el &cido ferdlico, el &cido cafeico, el acido
cumarico y el &cido sinapico. Estos acidos suelen estar presentes en las plantas en
formas combinadas, como derivados glicosilados o ésteres de acido tartarico, acido
shikimico y acido quinico, en lugar de estar en forma libre. Por otro lado, los &cidos
hidroxibenzoicos mas comunes son el &cido gélico, el &cido salicilico, el salicilaldehido

y el &cido protocatequial (Pinto et al., 2021).
Flavonoiedes

Los flavonoides estructuralmente estdn compuestos por dos anillos aromaticos

(anillo A'y B) unidos entre si mediante tres atomos de carbono (C6-C3-C6) (Figura 18).

Figura 18. Estructura flavonoides.

Los flavonoides se subdividen en varias clases, como flavonas, flavonoles,
flavanonas y flavanos segun el estado de oxidacion del anillo pirano central,

antocianidinas, asi como en isoflavonas, neoflavonas y chalconas (Nabavi et al., 2015).

Los flavonoles han sido muy estudiados y se encuentran ampliamente
distribuidos en las plantas (Shahidi y Naczk 2003; Manach et al., 2004).
Frecuentemente se presentan en forma conjugada de glucésidos, como el kaempferol,

quercetina y miricetina (Figura 19).
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OH
OH
HO |\ O| OH
= OH
OH O
Kaempferol Quercitina Miricetina

Figura 19. Estructura de los principales flavonoles.

Los flavanoles monoméricos incluyen catequina, epicatequina, galocatequina,
galato de catequina, galato de epicatequina, epigalocatequina, epigalocatequina-3-galato

y galato de galocatequina.

Las isoflavonas son flavonoides que tienen su anillo B fusionado con la posicién
C3 del anillo C, las isoflavonas tienen un grupo funcional cetona o hidroxilo. Este grupo
funcional es importante para determinar las propiedades quimicas y biologicas de las
isoflavonas. La estructura basica de las isoflavonas es similar a la de los flavonoides,
pero difieren en la posicion del anillo C, que se encuentra en la posicion C-ring en lugar
de la posicion B-ring en los flavonoides. Algunas isoflavonas comunes incluyen la
genisteina, daidzeina y gliciteina. La forma comun de las isoflavonas en las plantas es

de glicésidos, donde estan unidas a un grupo de azucar (Pinto et al., 2021).
Estilbenos

Lo estilbenos son un grupo de compuestos fendlicos que comparten una
estructura quimica similar a los flavonoides, en la cual los dos anillos arométicos (A 'y
B) estan unidos por un puente de metileno (Figura 20). Uno de los compuestos mas
aromaticos de los estilbenos que se encuentra principalmente en formas glicosiladas es

el trans-resveratrol (Pinto et al., 2021).

/;/— \ // R4

Figura 20. Estructura estilbeno.
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Lignanos

Los lignanos son un grupo diverso de compuestos fendlicos bioactivos formados
por dos unidades de fenilpropano con enlaces -f. Se encuentran presentes en diferentes
partes de especies vegetales en forma libre 0 combinada como derivados de glicésidos.
Los lignanos presentan una fuerte actividad antioxidante y pueden ser efectivos en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares, enfermedad coronaria y diabetes
(Peterson et al., 2010).

2.2.- TERPENOS Y TERPENOIDES

Los terpenos junto con los compuestos fenolicos son una de la familia mas
grande de metabolitos secundarios de las plantas, distribuidos por las hojas, flores, tallos
y raices. Los terpenoides se forman de la oxigenacion, hidrogenacién o
deshidrogenacion de los terpenos. La estructura basica de esta familia quimica es el
isopreno [C5]n (Figura 21), donde n indica el numero de unidades de isopreno presentes
en la estructura, dando lugar a la formacién de diferentes terpenos, desde hemiterpenos
simples [C5]1 hasta tetraterpenos [C5]8 o incluso politerpenos [C5]>8 (de Elguea-
Culebras et al., 2022).

CH,
!
HECZCR
CH=CH,
lSoprenc

Figura 21. Estructura bésica de los terpenos.

Los monoterpenos fendlicos estdn compuestos por dos unidades de isopreno
(C10) e incluyen formas aciclicas, monociclicas y biciclicas (Figura 22). Son
componentes de compuestos de aceites esenciales que otorgan aroma y sabor a las
plantas y son vitales para una variedad de ingredientes activos con aplicaciones
agricolas, farmacéuticas, cosméticas y alimentarias. Dentro de estos ingredientes activos
se encuentran el pineno, el carveol, el alcanfor, el mentol y el limoneno (Kang et al.,
2016).
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Aciclico Muonociclico Biciclico

Monoterpenos CH:0H E/ELGH éiil\
| o
Citronelol Mentol Verbenona

Figura 22. Estructura monoterpenos fenolicos.

Los diterpenos son hidrocarburos no volatiles (C20) derivados de cuatro
unidades de isopreno, que pueden tener formas lineales, biciclicas, tetraciclicas,
pentaciclicas o macrociclicas. Los diterpenos se caracterizan por tener grupos cetonicos
e hidroxilo polioxigenados (Kang et al., 2016). En los residuos de destilacion de plantas
arométicas los diterpenos fendlicos identificados mas importantes son el &cido
carndsico, el carnosol (Figura 23) y el derivado de metil carnosato (de Elguea-Culebras
et al., 2022). El &cido carndsico es abundante en los residuos sélidos de la destilacion de

plantas aromaticas como el R. officinalis (de Elguea-Culebras et al., 2022).

CH
oM 2
HO
CHy
t
HaC  CHg ]
Carnosol I!:I
Acido carnésico Carnosol

Figura 23. Estructura diterpenos.

Los triterpenos (C30) estan compuestos por dos moléculas de sesquiterpeno
unidas cabeza a cabeza (Figura 24) (Ludwiczuk et al., 2017). Dentro de este grupo, los
triterpenos ciclicos (de 1 a 5 anillos) son los compuestos méas significativos, siendo

principalmente alcoholes, aldehidos o acidos carboxilicos (Mander et al., 2010).

Dentro de los triperpenos, se encuentran los esteroles y fitoesteroles, que estan
compuestos por un sistema de anillo de perhidrofenantreno de ciclo pentano
(Ludwiczuk et al., 2017). Los triterpenos glucosilados, como las saponinas, protegen a

las plantas contra microorganismos patdgenos y plagas de insectos.
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Figura 24. Estructura triterpenos.

Los tetraterpenos son unidades de 8-isopreno que consisten en las siguientes
férmulas moleculares: C40 y C40-H64 (Figura 25). Los carotenoides son los
tetraterpenos mas estudiados, con méas de 750 compuestos (Maoka et al., 2020). Sus
funciones bioldgicas incluyen la captacion de luz, la funcion antioxidante y la
proteccion de las plantas contra los radicales libres. También participan en la sintesis de
hormonas vegetales y forman los componentes estructurales de las membranas
celulares. Son ingredientes activos en las industrias farmacéutica y alimentaria
(Domonkos et al., 2013).

Figura 25. Estructura tetraterpenos.

2.3.- COMPUESTOS BIOACTIVOS PRESENTES EN LAS PLANTAS
AROMATICAS Y MEDICINALES DE LA DEHESA DE EXTREMADURA

La Tabla 1 se resume los principales compuestos identificados en las plantas
aromaticas y medicinales de la Dehesa de Extremadura. Ademas de la parte de la planta

donde se han identificados.
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Tabla 1. Principales compuestos bioactivos identificados en plantas aromaticas

y medicinales de la Dehesa Extremefia (fuente: elaboracion propia).

Plantas Paglt:n(iz la Principales compuestos identificados References
Partes aéreas Terpenoides: Vlr.ldlﬂ()ml’ @-PINENO. | roixeira et al. (2007)
ledol y acetato de bornilo
Botones Compuestos fendlicos y flavonoides Zalegh et al. (2021)
florales
Acidos fendlicos: 4cidos
Cistus sp. C|clohe>_<anocarbo?<|llcos, . _acu_jo galico,
quercetina glucosilada y miricetina
Hoi Flavonoides: acido abdanoico, | Arnold et al. (2008)
ojas . —
betulosido, apigenina, kaempferol vy
flavanoles galatoilados
Taninos
Acidos fendlicos: acido protocatecuico,
acido cafeico, é&cido ferulico, &cido
clorogénico y 4cido rosmarinico Lee etal. (2011)
Ramas, flores —— - -
Flavonoides: pinobanksina,

Lavandula stoechas

y hojas

pinocembrina, quercetina y luteolina

Taninos catequinicos, esteroles,
cumarinas, leucoantocianinas y mucilagos

Ez zoubi et al. (2016)

Parte aérea

Aceites esenciales: fenchona, 1,8-
cineol, alcanfor y linalool

Carrasco et al. (2015)

Crataegus monogyna

Frutos
inmaduros

Acidos fendlicos: acido clorogénico y
proantocianidinas

Flavonoides: epicatequina, hiperdsido,

Rodrigues et al.

Botones flores | quercetina, rutina, vitexina y (2012)
proantocianidinas
Hojas Acidos organicos: malonato, malato, Mazraedoost y
oxalato, fumarato y citrato Behbudi, (2021)
Malva sylvestris Flavonoides:  malvidina,  malvina, Gasparetto et al
Flores delphinidina, miricetina, apigenina, P '

quercetina, kaempferol y genisteina

(2012)

Rosmaryus officinalis

Extracto de
planta

Acidos fendlicos: &cido rosmarinico,
acido clorogénico y acido cafeico

Flavonoides:  apigenina,
luteolina y genkwanina

diosmina,

Andrade et al. (2018)

Terpenos: epirosmanol, carnosol, acido
carnosico, acido ursélico y acido oleandlico

Aceites esenciales: alcanfor, 1,8-cineol,
a-pineno, borneol, canfeno, [-pineno y
limoneno

Begum et al., (2013)

Rubus ulmifolius

Frutos

Acidos fendlicos: &acido galico, &cido
cafeico, é&cido ferdlico, acido siringico,
acido  3,4-dihidroxibenzoico, é&cido p-
cumarico, acido salicilico y &cido sinapico

Chaves-Silva et al.
(2018)

Flavonoides: quercetina, kaempferol,
catequina, crisina, epicatequina,
naringenina, pinobancoseno, pinocembrina,
rutina, sinadaldehido, isoquercitrina,
isorhamnetina y luteolina

Antocianinas: cianidina-3-glucoésido y
pelargonidina-3-rutinosido

Schulz y Chim,
(2019)
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Plantas Pagfgn(iz la Principales compuestos identificados References
Acidos fendlicos: &cido galico, é&cido
protocatecuico, derivados del acido elagico
y &cido eldgico - .
Hojas Flavonoides: rutina, quercetina, Castejon Martinez et
epicatequina,  naringenina,  hesperetina, al. (2019)
formononetina, naringina y kaempferol
Taninos
Quercus ilex Corteza Flavonoides Vargas-Segura et al.
Catequinas (2019)
Acidos fendlicos: &cido galico, é&cido
elagico y sus derivados
Flavonoides: rutina, quercitrina, (+)- | Ferreira et al. (2017)
Bellotas dihidroguercetina, quercetina, isoquercitrina |  gipi et al. (2017)
y (+)-dihidrokaempferol '
Taninos
Acidos fendlicos: acido cafeoilquinico,
4cido cafeico, &cido clorogénico, é&cido
Egllco,_ ac!do . \./an'“?(?' . auglq P> 1" Thabti etal. (2012)
. idroxibenzoico, &cido siringico, &cido p-
Hojas L . ; .
cumarico, é&cido protocatecuico, 4&cido
ferdlico y &cido m-cumarico
_ Flavonoides: kaempferol, quercetina y Memon et al. (2010)
rutina
Acido fendlico: 4cido clorogénico,
Morus alba Fruto acido cafeico y &cido gélico Calin-Sanchez et al.
Flavonoides: rutina, quercetina, (2013)
kaempferol y apigenina
Acido fendlico: 4cido clorogénico,
acido protocatecuico, acido cafeico y acido
3,4-dihidroxibenzoico
Semillas Flavonoides: rutina, quercitrina, (+)- Lee et al. (2011)
dihidroquercetina, quercetina, isoquercitrina Ohetal. (2013)
y (+)-dihidrokaempferol
Estilbenos: 4-prenilmoracina, moracina
y trans-resveratrol
Flavonoides:  rutina,  antocianinas Dong et al. (2019)
(peonidina, cianidina y sus derivados | Fuentes-Alventosa et
Asparagus sp Tallo glucosilados) al. (2013)
' comestible Saponinas: protodioscina, | Schwarzbach et al.
metilprotodioscina y sarsasapogenina (2006)
Terpenoides: sitosterol, estigmasterol,
diésteres de diol, lupeol, eritrodiol, brein, AshwlayanVD y
. Verma, (2018)
Flores ursadiol...

Calendula officinalis

Aceite esencial: a-cadineno, a-cadinol,
t-muurolol, limoneno y 1,8-cineol

Okoh et al. (2007)

Inflorescencias

Flavonoides: quercetina, isoquercetina,
narcissina y rutina

Khare et al. (2004)

Cumarinas: escopoletina, umbeliferona
y esculetina

Almanac, (2021)

Hojas

Quinonas: plastoquinona, filoquinona,
alfa-tocoferol, ubiquinona, filoquinona, alfa-
tocoferol y filoquinona

Al-Snaf, (2013)
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Diferentes especies de Cistus contienen multiples compuestos como flavonoides,
cumarinas, derivados terpénicos e hidrocarburos. Las partes aéreas de C. ladaniferus
son un ejemplo de la riqueza en terpenoides (sesquiterpenos oxigenados e hidrocarburos
monoterpénicos), incluyendo viridiflorol, a-pineno, ledol y acetato de bornilo (Teixeira
et al.,, 2007). C. albidus fue estudiado por su composicién en aceites esenciales,
presentando altos contenidos en derivados sesquiterpénicos, siendo los principales
componentes el a-zingibereno, a-curcumeno, (E)-B-cariofileno, a-cadinol, a-bisabolol,
d-cadineno y germacreno D. (Paolini et al., 2008). Un analisis semicuantitativo de la
composicion de C. albidus, C. ladanifer y C. salviifolius realizado por RRLC-ESI-TOF-
MS, revelé que no hay diferencias significativas en la composicion de los extractos
obtenidos de los cuatro Cistus. Los extractos estaban formados por compuestos como
fenilpropanoides (&cidos fendlicos, flavonoides y derivados de taninos), acidos
ciclohexanocarboxilicos, acido galico, quercetina glicosilada y miricetina. Estos acidos
fueron més abundantes en los extractos de C. albidus y C. salviifolius. Sin embargo, el
acido labdéanico, betulosida, apigenina, kaempferol y flavanoles galolilados fueron mas

abundantes en los extractos de C. ladanifer (Arnold et al., 2008).

En extractos hidro etanoicos obtenidos de Lavandula stoechas se encontraron
compuestos como flavonoides, taninos catequinicos, esteroles, cumarinas,
leucoantocianinas y mucilagos (Ez zoubi et al., 2016). Messaoud et al. (2012)
identificaron muchos fenoles en el género Lavandula, incluyendo acido protocatecuico,
acido cafeico, &cido ferulico, &cido clorogénico y acido rosmarinico, pinobanksin,
pinocembrina, quercetina y luteolina. También identificaron compuestos terpénicos,
siendo los principales compuestos encontrado el fenchona, el alcanfor y el 1,8-cineol.
Varios estudios han demostrado que los quimiotipos de fenchona/canfor son los
principales compuestos en los aceites esenciales de L. stoechas (Benabdelkader et al.,
2011; Carrasco et al., 2015).

En cuanto a Crataegus monogyna, los metabolitos secundarios extraidos de las
diferentes partes de la planta van desde &cidos grasos simples hasta compuestos,
terpenoides y polifenolicos. En general, se sabe que los flavonoides, especialmente los
flavonoles y flavonas, son abundantes en las yemas florales, mientras que las
proantocianidinas se encuentran en mayor cantidad en los frutos verdes (Rodriguez et

al., 2012). Ademas, las flores contienen altos niveles de tocoferoles, acido ascorbico y
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muestran una buena relacién n-6/n-3 de acidos grasos, en comparacion con los frutos
maduros, mientras que los frutos verdes generalmente contienen mayores niveles de

acidos grasos poliinsaturados (Barros et al., 2011).

Malva sylvestris contiene diferentes compuestos, incluyendo derivados
fendlicos, flavonoides, terpenoides, enzimas catalasas, oxidasa de sulfito, acidos grasos
y ciertas enzimas (especialmente acidos grasos esenciales como omega-3 y omega-6),
betacaroteno y vitaminas C y E (Mousavi et al., 2020). Se conocen un total de 13 &cidos
organicos extraidos de las hojas de M. sylvestris, incluyendo malonato, malato, oxalato,
fumarato y citrato (Mazraedoost y Behbudi, 2021). Por otro lado, se ha demostrado que
las flores de M. sylvestris tienen una gran cantidad de flavonoides, junto con otros

compuestos fenolicos (Petkova et al., 2019).

Los principales fitoquimicos presentes en Rosmarinus officinalis son
compuestos fendlicos, terpenos y aceites esenciales (Aumeeruddy-Elalfi et al., 2016).
Dentro de los flavonoides, los mas comunes son apigenina, diosmina, luteolina,
genkwanina, y los &cidos fenolicos son &cido rosmarinico, acido clorogénico y &cido
cafeico (Andrade et al., 2018). En cuanto a los terpenos, en romero se pueden encontrar
diterpenos como el epirosmanol, carnosol, acido carnosico, y triterpenos como acido
ursolico y é&cido oleandlico (Begum et al., 2013). Por otro lado, los principales
constituyentes del aceite esencial de romero son alcanfor, 1,8-cineol, a-pineno, borneol,

canfeno, B-pineno y limoneno (Begum et al., 2013).

Rubus ulmifolius es una planta rica en compuestos fendlicos como los acidos
fenolicos (&cido galico, cafeico, ferulico, salicilico, sinapico...), los flavonoides y
flavonoles (quercetina, kaempferol, catequina, rutina...), y taninos (Schulz y Chim,
2019; Yang y Choi, 2017). Dentro del grupo de los flavonoides se encuentran las
antocianinas siendo las principales antocianinas encontradas en esta planta cianidina-3-
glucésido y pelargonidina-3-rutinosido. Estos compuestos son solubles en agua y dan a
las bayas tonalidades azules, moradas, rojas y rosadas. Ademas, estos compuestos son
importantes para atraer a los polinizadores y dispersores de semillas (Chaves-Silva et
al., 2018).

Los principales compuestos fendlicos identificados en Quercus sp. pertenecen a

los flavonoides y no flavonoides que median el metabolismo de los fenilpropanoides a
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través de la via del shikimato y se encuentran distribuidos por todos los 6rganos de la
planta (hojas, corteza y bellotas) (Vogt., 2010). Hadidi et al. (2017) identificaron y
cuantificaron flavan-3-oles, flavonoles y glucosidos acetilados de kaempferol en

extractos de Q. ilex.

En Morus alba se pueden encontrar fitoquimicos en las hojas, frutos y semillas.
Thabti et al. (2012) en extractos obtenidos de hojas encontraron la presencia de tres
flavonoides (kaempferol-7-O-glucosido, quercetina-3-O-rhamnoside-7-O-glucésido y
quercetina 3-O-B-glucésido-7-O-a-rhamnoside), junto con otros 10 compuestos
conocidos (1-acido cafeoilquinico, 5-acido cafeoilquinico, 4-acido cafeoilquinico, acido
cafeico, rutina, quercetina-3,7-d-O-B-d-glucopiranosido, quercetina-3-O-glucosido,
quercetina-3-O-(6-malonil)-B-d-glucopirandsido, kaempferol-3-O-glucopiranosido-
(1,6)-p-d-glucopirandsido y kaempferol-3-O-(6-malonil)glicosido). Acido clorogénico,
acido galico, acido vanilico, &cido p-hidroxibenzoico, &cido siringico, &cido p-cumarico,
acido protocatecuico, acido feralico y acido m-cumarico fueron identificados como los
principales acidos fendlicos en las hojas (Memon et al., 2010). En frutos se encontraron
un total de 17 compuestos fenolicos como derivados de acido cinamico, flavonoles,
antocianinas y derivados de acido benzoico (Wang et al., 2013). Calin-Sanchez et al.
(2013) encontraron 35 compuestos volatiles y los clasificaron en aldehidos, ésteres,
cetonas, terpenos de benceno y terpenos oxigenados. Ademas, se encontro la presencia
de rutina, acido clorogénico, &cido cafeico, quercetina, acido géalico, kaempferol y
apigenina. Lee et al. (2011) encontraron y cuantificaron 11 compuestos polifendlicos en
semillas desgrasadas de M. alba. Estos compuestos fueron rutina, 4-prenilmoracina,
quercitrina, (+)-dihidroquercetina, quercetina, isoquercitrina, acido clorogénico,
moracina, acido procatecuico y (+)-dihidrocampeferol, y trans-resveratrol. Oh et al.
(2013) destacd el acido cafeico, acido 3,4-dihidroxibenzoico, rutina y cianida-3-
rutinésido como los principales compuestos en las semillas de M. alba.

Asparagus sp. contiene muchos fitoquimicos bioactivos, incluyendo compuestos
fendlicos (flavonoides, &cido fendlico y acidos hidroxicinamicos) y saponinas que se
encuentran en cantidades significativas, entre otros componentes (Fuentes-Alventosa et
al., 2013). Los cultivares de esparragos morados y verdes son ricos en 14 antocianinas
diferentes, siendo las principales peonidina, cianidina y sus derivados glicosilados
(Dong et al., 2019). La rutina es el flavonoide principal en los esparragos, representando
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entre el 60-80% de los compuestos fendlicos (Fuentes-Alventosa et al., 2013). Por otro
lado, dentro de las saponinas destacan la protodioscina, la metil protodioscina y la
sarsasapogenina que suponen el 90% de las saponinas totales, siendo la protodioscina la

mas abundante (Schwarzbach et al., 2006).

Caléndula officinalis presenta varias clases de compuestos quimicos, siendo los
principales en la planta los terpenoides, flavonoides, cumarina, quinonas, aceite volatil,
carotenoides y aminoacidos. En extractos procedentes de las flores se han encontrado
varios terpenoides, que incluyen sitosteroles, estigmasteroles, diésteres de diol, lupeol,
eritrodiol, brein, ursadiol, entre otros compuestos (Ashwlayan y Verma, 2018). También
se determinaron varios compuestos en la inflorescencia, incluyendo quercetina,
isoquercetina, narcissin, rutina, etc. dentro del grupo de los flavonoides (Khare et al.,
2004), y cumarinas como coumarina, escopoletina y esculentina (Almanac, 2021). Al-
Snaf, (2013) identificaron en las hojas quinonas como plastoquinona, filoquinona, alfa-
tocoferol, ubiquinona, filoquinona, alfa-tocoferol y filoquinona. Por Gltimo, se encontrd
que el aceite esencial es rico en a-cadineno, a-cadinol, t-muurolol, limoneno y 1,8-
cineol (Okoh et al., 2007).
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3.- PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS COMPUESTOS
BIOACTIVOA DE LAS PLANTAS

Los compuestos bioactivos naturales han mostrado numerosas actividades
bioldgicas y beneficios para la salud, principalmente como antioxidantes, pero también
como antiinflamatorios, antienvejecimiento, citotdxicos y antitumorales, antidepresivos,
reducen los lipidos sanguineos y la glucosa en humanos, protegen los sistemas
bioldgicos contra los efectos perjudiciales de los procesos oxidativos en las
macromoléculas, tienen actividad antimicrobiana contra microorganismos patégenos,
actividad antidiabética, aumentan la secrecién biliar, reducen los niveles de colesterol y
lipidos en sangre (Ghasemzadeh y Ghasemzadeh, 2011; Panche et al., 2016). En este
sentido, son moléculas muy atractivas en campos como la farmacia, la cosmética, la

agricultura o la agroindustria.

3.1.- ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Entre las notables bioactividades de los compuestos fendlicos, se ha estudiado
ampliamente su actividad antioxidante. La capacidad de los antioxidantes para capturar
radicales libres de oxigeno tdxicos es muy importante. Las formas reactivas de oxigeno,
como los peroxidos, el superdxido y los radicales peroxi e hidroxilo, desempefian un
papel importante en el estrés oxidativo, contribuyendo al desarrollo de muchas

enfermedades como la diabetes y la enfermedad de Alzheimer (Agnieszka et al., 2018).

Entre las plantas autdctonas que podemos encontrar en la Dehesa de
Extremadura, las especies de Cistus sp. son plantas ricas en compuestos principalmente
flavonoides y polifenoles con propiedades antioxidantes. Barrajon-Catalan et al., (2010)
demostraron una alta capacidad antioxidante de los extractos fenolicos de C.
populifolius y C. ladanifer al inhibir la formacién de radicales de perdxidos lipidicos.
Agnieszka et al. (2018) evaluaron la capacidad antioxidante de extractos obtenidos con
etanol, hexano y agua de las hojas de C. monspeliensis y C. salvifolius, y atribuyeron
esta actividad antioxidante a la presencia de fenoles, flavonoides y taninos. Stepien et al.
(2018) determinaron 26 tipos de antioxidantes presentes en hojas y brotes de flores de

49



Introduccion

C. salviifolius, encontrando la mayor concentracion de fenoles y flavonoides en los

extractos obtenidos a partir de los brotes de flores.

Por otro lado, Carrasco et al. (2015) mostraron que los compuestos linalool y
timol fueron los responsables de la actividad antioxidante de aceites esenciales
obtenidos de Lavandula stoechas. Acidos fenolicos y flavonoides como rutina y 4cido
cafeico presentes en L. stoechas, también presentaron actividad antioxidante (Apak et
al., 2004).

En Crataegus monogyna se han detectado muchos polifenoles con propiedades
antioxidantes, entre ellos: acido clorogénico, epicatequina, hiperosido, quercetina,
rutina, vitexina y procianidinas (Simirgiotis et al., 2013; Sokdl-Letowska et al., 2007;
Tadic et al., 2008). En general, se sabe que los flavonoides, en particular los flavonoles
y flavonas, son abundantes en los brotes de flores, mientras que las proantocianidinas se

encuentran en mayor cantidad en los frutos verdes.

Marouane et al. (2011) evalué el efecto protector de Malva sylvestris sobre los
dafios renales inducidos por la intoxicacion con metavanadato de amonio en ratas. La
toxicidad del vanadio esta asociada a la produccion de oxigeno, que causa peroxidacion
lipidica y alteraciones en la defensa enzimatica antioxidante. Estos autores, demostraron
qgue M. sylvestris poseia la capacidad de aumentar significativamente la formacion de
radicales libres y las actividades enziméaticas antioxidantes gracias a la presencia de

flavonoides.

Por otro lado, varios estudios in vitro evaluaron la actividad antioxidante de los
principales compuestos aislados del romero, como carnosol, &cido carndsico, rosmanol,
acido rosmarinico, acido oleandlico y acido ursolico. Estos compuestos bioactivos y el
aceite esencial confirmaron su actividad antioxidante (Beretta et al., 2011; Klancnik et
al., 2009). En estudios in vivo, se adicionaron a ratas aceites esenciales de romero y
acido carndsico para evaluar las actividades de catalasa, glutation peroxidasa,
superdxido dismutasa y 6xido nitrico sintasa, asi como la peroxidacion lipidica y las
especies reactivas de oxigeno, en los tejidos cerebrales y cardiacos. Los resultados
mostraron una disminucion del estrés oxidativo, ya que el romero dietético eliminé los
radicales libres, inhibi6 la peroxidacion lipidica y mejord el estado antioxidante en los
tejidos de las ratas (Botsoglou et al., 2010; RaSkovi et al., 2014).
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En cuanto a Rubus sp., Yang y Choi (2017) mostraron que los extractos acuosos
de la frambuesa negra (R. coreanus) tenian una mayor capacidad antioxidante que los
extractos acuosos de la zarzamora (R. fruticosus) y la frambuesa (R. idaeus). Por otro
lado, Ahmed et al. (2015) midieron la actividad antioxidante mediante el método DPPH
(2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) de los extractos metandlicos de R. ellipticus, R. niveus y
R. ulmifolius, y la mayor capacidad antioxidante se mostr6 en las moras de R.
ulmifolius, seguidas de las frambuesas de R. niveus y R. ellipticus. Estos estudios
indicaron la correlacion de los compuestos fendlicos con la actividad antioxidante, ya
que los extractos que presentaron mayores actividades fueron los que contenian niveles

mas altos de compuestos fenélicos, como antocianinas y quercetina.

Ferrera et al. (2017) revelaron el efecto protector del extracto de bellota de Q.
ilex contra la degradacion oxidativa de lipidos y la carboxilacion de proteinas. Estos
efectos podrian estar relacionados con la intensa actividad antioxidante de los
polifenoles de la bellota. La actividad antioxidante del extracto de Quercus se puede
atribuir al &cido géalico y acido elagico. Otros compuestos fendlicos comunes de las
especies de Quercus son ellagitanninas, que incluyen castalagina, vescalagina y
roburina. Se ha demostrado previamente que estos compuestos tienen una alta actividad
antioxidante (Chiarini et al., 2013).

Morus alba es una planta rica en compuestos bioactivos como flavonoides que
tienen una alta capacidad antioxidante. La propiedad antioxidante de los flavonoides
inhibid la modificacion oxidativa de las lipoproteinas humanas (Swapan et al., 2012).
Jha et al. (2018) aislaron oligopéptidos de 0,5-3 kDa de hojas de M. alba que
presentaron una alta actividad antioxidante por los métodos DPPH, ABTS (2,2'-azinobis
[3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico]-sal de diamonio), 6xido nitrico y FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power). El fruto de M. alba también presentd altas actividades
antioxidantes, siendo los compuestos responsables de la actividad fenilpropanoides y

flavonoles (D'urso et al., 2020).

Por otro lado, los extractos de esparragos contienen una variedad de
compuestos activos antioxidantes como flavonoides (Zhang et al., 2019). Sun et al.
(2007) compararon la actividad antioxidante del brécoli, los esparragos y sus jugos
utilizando ensayos de blanqueo del B-caroteno, DPPH y ABTS. Los resultados

indicaron que los esparragos y su jugo tenian una mayor actividad antioxidante que el
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brécoli y su jugo, dicha actividad se atribuy6 principalmente al mayor porcentaje de
flavonoides en los esparragos. Extracto de esparragos aplicado a ratas mostro efectos
protectores contra la toxicidad inducida por bisfenol A, al mejorar la capacidad

antioxidante (Poormoosavi et al., 2018).

Preethi et al., (2006) evaluaron el potencial antioxidante de un extracto
procedente de Caléndula officinalis mediante la administracion oral a ratones albinos.
La administraciéon oral durante 1 mes aumentd significativamente la actividad de la
catalasa, los niveles de glutation reductasa en la sangre y el higado, y el glutation
peroxidasa disminuy0 después de la administracion del extracto de caléndula.

3.2.- ACTIVIDAD CARDIOPROTECTORA

Los polifenoles podrian reducir la hiperlipidemia postprandial y el estrés
oxidativo, un factor de riesgo bien definido para la aterosclerosis. La aterosclerosis
puede producir condiciones patolégicas como el infarto agudo de miocardio, la angina
inestable y la muerte cardiaca subita (Vita et al., 2005). Numerosos estudios
demostraron que los polifenoles dietéticos podrian reducir el riesgo de trombosis, que es
una de las principales causas de infarto de miocardio, enfermedad cardiaca isquémica,
etc. (Santhakumar et al., 2013, 2015).

Crataegus monogyna es una de las plantas autoctonas de la Dehesa de
Extremadura que se utiliza principalmente para tratar enfermedades cardiovasculares,
debido a su capacidad de reducir importantes factores de riesgo como la inflamacion, la
hipertensién y la trombosis (Nabavi et al., 2015). En un estudio in vitro realizado por
Long et al. (2006) compararon los efectos de extractos de espino y farmacos
cardioactivos convencionales, los resultaron mostraron diferencias entre ellos; el
farmaco convencional indujo arritmia en la mayoria de los cardiomiocitos tratados,
mientras que el extracto de espino mejor6 la ritmicidad. Afios después, los mismos
autores publicaron resultados adicionales, mostrando que el extracto de espino reduce la
frecuencia de contraccion de los cardiomiocitos cultivados a través de la activacion de
los receptores muscarinicos (Salehi et al., 2009). Attard et al. (2006) mostraron la

actividad inhibitoria del extracto hidroetandlico de C. monogyna contra la enzima
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convertidora de angiotensina (ECA). La composicion quimica de este extracto mostré la
presencia de &cidos triterpénicos, flavonoides y cumarinas. Ferrugia et al. (2013)
confirmaron estos resultados al demostrar que los terpenos poseen afinidades de unién
mas altas a los receptores de la ECA que las registradas para captopril, enalaprilat y

lisinopril.

Ademas, Calendula officinalis también podria ser cardioprotector contra la
enfermedad cardiaca isquémica. Mukesh et al. (2011) utilizaron dos grupos de
corazones de ratas: corazones tratados con una solucién tampdn con extracto de C.
officinalis, y otro grupo, el control, que fue tratado solo con tampén. Los resultados
revelaron que los extractos de caléendula lograron proteccion cardiovascular, ya que
estos estimularon la presion desarrollada del ventriculo izquierdo y el flujo adrtico, asi
como reducieron el tamafio del infarto de miocardio y la apoptosis de los

cardiomiocitos.

3.3.- ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Los
polifenoles podrian desempefiar un papel importante en la lucha contra el cancer ya que
se han observado efectos anticancerigenos de polifenoles en la boca, el estomago, el
duodeno, el colon, el higado, los pulmones, la glandula mamaria y la piel. Li et al.
(2014) han probado la actividad anticancerigena de muchos compuestos como
proantocianidinas, flavonoides, resveratrol, taninos, epigalocatequina-3-galato, &cido

galico y antocianinas.

Los extractos de hojas de Cistus populifolius y Cistus ladanifer son ricos en
polifenoles solubles en agua que contienen elagitaninos, los cuales presentan efectos
antioxidantes y citotoxicos, capaces de inhibir la proliferacion de células de cancer de
pancreas (M220) y células de cancer de mama (MCF7/HER2 y JIMT-1) (Barrajon-
Catalén et al., 2010). El Euch et al. (2015) también analizaron actividad anticancerigena
del extracto de hojas y botones de flores de C. salviifolius. Determinaron que el extracto
del botén de flor mostraba actividad citotoxica contra las células carcinoma de ovario

(OVCAR) y carcinoma de mama (MCF7). Sin embargo, el extracto obtenido de hoja no
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presentd actividad citotoxica contra ninguna de las lineas tumorales. Los extractos
obtenidos mostraron altos contenidos de polifenoles y flavonoides estando

correlacionados con la actividad antitumoral.

Otros autores, evaluaron el efecto citotoxico de los aceites esenciales de L.
stoechas contra algunas lineas celulares de céancer: KB (carcinoma epidermoide
humano), LNCaP (cancer de préstata dependiente de hormonas humano), BC1 (cancer
de mama humano), P388 (leucemia de ratdn), LU1 (cancer de préstata humano), COL-2
(cancer de colon humano) y KV-B (+VLB) (KB resistente a farmacos). Los aceites
esenciales presentaron alta actividad contra COL-2 y moderada contra LNCaP; las
células P388 fueron altamente sensibles al extracto de cloroformo de L. stoechas (Goren
etal., 2002).

Otra de las plantas autoctonas de la Dehesa de Extremadura, Malva sylvestris,
posee propiedades anticancerigenas. Danielle et al. (2007) demostraron en ratones la
actividad citotoxica de los extractos de hojas de M. sylvestris, realizando un ensayo de
MTT vy lineas celulares de cancer humano. Las pruebas bioldgicas mostraron que los
extractos de M. sylvestris disminuyeron significativamente las lineas celulares de cancer
(Mazraedoost y Behbudi, 2021a, 2021b).

El romero es rico en compuestos fenolicos, y compuestos diterpenos como el
acido carndsico y el &cido carnosol, estos compuestos tienen una gran relevancia
antitumoral. Se han realizado varios estudios in vitro sobre la citotoxicidad de estos
acidos en células de cancer humano, como células de cancer de mama y de colon. Estos
estudios mostraron una disminucion de la viabilidad celular utilizando el &cido carnosol
de manera dependiente de la dosis, incluyendo células tumorales resistentes, lo que
revel6 que este compuesto es un enfoque antitumoral complementario (Gonzéalez-
Vallinas et al., 2013). A partir de experimentos in vivo, realizando un modelo de
lesiones gastricas inducidas por HCI/EtOH en ratones, se demostré que el &acido
carndsico y sus derivados ésteres eran efectivos para prevenir las lesiones gastricas
(Theoduloz et al., 2011).

El género Quercus ha sido ampliamente estudiado por su alta actividad contra la
inflamacién y la proliferacion de células cancerosas. Los principales compuestos

anticancerigenos identificados en las especies Quercus son el acido elégico, la
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kaempferol y sus glucosidos, la quercetina y la miricetina (Baliga et al., 2019;
Calder6n-Montafio et al., 2011). Farhad et al. (2016) evaluaron la actividad
antiproliferativa del extracto de Q. bratii, los resultados revelaron que el extracto
inhibid la proliferacion de células de cancer a través de mecanismo de la induccion de
apoptosis temprana. Hasan et al. (2019) observaron la eliminacién completa del cancer
de pulmon de células grandes debido a compuestos presentes como betulina en extracto
de hojas de Q. incana. Elansary et al. (2019) estudiaron la actividad de extractos de
corteza de Q. macrocarpa y Q. robur frente a diferentes células cancerosas como MCF-
7 (linea celular de cancer de mama), HeLa (células de cancer cervical), Jurkat (células
de linfocitos T humanos), HT-29 (linea celular de céancer de colon humano), HEK 293
(células renales embrionarias humanas) y T24 (células de cancer de vejiga urinaria
humana). Los resultados mostraron una gran regresion de las células ensayadas al

tratarlas con los extractos.

Morus alba presenta capacidad de proteccion contra el cancer debido a la
cantidad de antioxidantes disponibles que tiene. Se han realizado varios estudios en
diversas células cancerosas humanas, incluyendo céncer cervical, carcinoma de pulmon,
carcinoma hepatocelular, cancer de mama y cancer colorrectal, para verificar la
capacidad anticancerigena de M. alba (Fallah et al., 2016; Fathy et al., 2013; Soltanian
et al., 2017; Zhang et al., 2018). Un estudio reciente informé que las hojas de M. alba
tenian actividad citotdxica in vitro e in vivo debido a compuestos como morusina,
morachalcona B, morachalcona C, moracina D, moracina X, calcomoracina y DNJ
(Chan et al., 2020).

Por otro lado, Zhao, (2012) evalud la actividad antitumoral de los extractos
etanoicos ricos en saponinas del tallo de esparragos. Los resultados mostraron que las
saponinas tenian una actividad citotoxica significativa dependiente de la dosis contra
tres lineas celulares de tumor, cancer de mama, cancer de colon y cancer de pancreas.
Ademas, Xu et al. (2021) observaron efectos de inhibicion dependientes de la dosis de
los polisacaridos de esparragos en cuatro células de cancer de endometrio.
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3.4.- ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIA

La inflamacidn excesiva se considera un factor critico en muchas enfermedades
humanas, incluyendo la obesidad, la diabetes tipo I, las enfermedades cardiovasculares,
las enfermedades neurodegenerativas y el envejecimiento. Las plantas son una buena
fuente de compuestos bioactivos, por ello, la busqueda continua de compuestos

naturales de plantas con actividad antiinflamatoria ha sido ampliamente documentada.

Varios estudios han investigado la actividad antiinflamatoria y analgésica aguda
de extractos acuosos obtenidos de Cistus ladanifer (ElI Euch et al., 2015) y Cistus
salviifolius (Sayah et al., 2017) mediante la induccién de edema inyectando carragenina
en la pata de ratas. Los extractos de ambas especies de Cistus redujeron

significativamente la inflamacion.

Algieri et al. (2016) encontraron un efecto antiinflamatorio en extractos
obtenidos de L. stoechas, con valores similares a los registrados por un farmaco
antiinflamatorio esteroideo (dexametasona glucocorticoide). Las ratas tratadas con el
extracto de L. stoechas mostraron una reduccién del edema del tejido de 1 cm a 2 cm.
Por otro lado, extractos de flavonoides y mucilagos obtenidos de L. stoechas redujeron
significativamente el edema en las patas de las ratas en un 85,1 + 6,2% y un 61,71 +

7,3%, respectivamente (Ez zoubi et al., 2016).

En un modelo de edema inducido por carragenina realizado en la pata de rata, la
administracion oral del extracto de espino (C. monogyna) mostr6 un efecto
antiinflamatorio (Barros et al., 2012). En el mismo estudio se inform6 que a una dosis
de 200 mg/kg, el extracto mostré una efectividad del 72,4%, frente a la indometacina

gue mostré una reduccion del 50% en el edema.

Por otro lado, el extracto hidroalcohdlico de hojas de Malva sylvestris mostr6 un
efecto antiinflamatorio en la hinchazon inducida por aceite de croton en las orejas de
ratones (Wilson, 1998). Varios estudios demostraron la actividad antiinflamatoria de M.
sylvestris (Sleiman y Daher, 2009), confirmando que sus hojas tienen propiedades

antiinflamatorias topicas debido al compuesto malvidina 3-glucésido.

Entre varios compuestos de R. officinalis, el carnosol es uno de los mas

investigados por sus propiedades antiinflamatorias y analgésicas. Varios estudios in
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vitro han mostrado una aplicacion potencial para la prevencion de enfermedades
inflamatorias (Kuo et al.,, 2011). El aceite esencial de romero se ha utilizado
topicamente para el dolor muscular y reumatico, evaluado mediante pruebas de pleuritis
inducida por carragenina y edema inducido por carragenina en pata de ratas. Estos
estudios indicaron que el aceite esencial podria disminuir notablemente el edema
inducido y reducir significativamente el volumen del exudado pleural, teniendo efectos
antiinflamatorios y antinociceptivos (Lucarini et al., 2013). Rosenbaum et al. (2010)
demostraron uso de triterpenos, &cido ursolico, acido oleandlico y acido micromérico
como suplementos dietéticos para la osteoartritis y la artritis reumatoide. Estos
compuestos (obtenidos de diferentes extractos de hojas de romero) fueron capaces de

disminuir la actividad antiinflamatoria topica en orejas de ratones.

En cuanto a los extractos fendlicos de las hojas de Qercus ilex, disminuyeron la
infiltracion de neutrdfilos y redujeron las citocinas inflamatorias en ratas con colitis

ulcerosa inducida por TNBS (Castejon et al., 2019).

Finalmente, Preethi et al. (2009) demostraron que el extracto etanoico de
Caléndula officinalis tenia una actividad antiinflamatoria significativa contra el edema

inducido por carragenina y dextrano en pata de ratas.

3.5.- ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La mayoria de las plantas producen metabolitos secundarios antimicrobianos
como alcaloides, flavonoides, terpenoides, fenolicos, glucosidos, taninos y acidos
grasos, ya sea como parte de su crecimiento y desarrollo, o en respuesta al estrés o
ataque de patdgenos (Ribera y Zlfiiga, 2012). Estos compuestos han demostrado tener
altas actividades antibacterianas, antifungicas y antivirales (Eloff y McGaw, 2014; Raut
y Karuppayil, 2014; Yaniha et al., 2020). Muchos aceites esenciales inhiben las
infecciones fungicas y prolongan la vida uUtil de muchos cultivos en condiciones de
almacenamiento (Tripathi y Dubey, 2004). Los aceites esenciales también inhiben la
produccion de micotoxinas de varias especies de hongos (Sivakumar y Bautista-Banos,
2014).
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Se han estudiado la actividad antimicrobiana de plantas autoctonas de la Dehesa
como la especie Cistus ladanifer. Compuestos fendlicos como punicalagina y galato
resultaron ser eficaz contra Candida albicans, C. glabrata y C. parapsilosis (Barros et
al., 2013). Barrajon-Catalan et al. (2010) también observaron que el extracto de C.
ladanifer inhibié el crecimiento de la bacteria Grampositiva Staphylococcus aureus.
Mahmoudi et al. (2016) observaron la actividad de extractos acuosos obtenidos de hojas
de C. monspeliensis y C. salvifolius contra bacterias patdgenas Gramnegativas
(Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Pseudomonas aeruginosa), dos bacterias
Grampositivas (Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis) y dos especies de
hongos y levaduras (Aspergillus niger y Candida albicans).

Varios estudios han demostrado que los aceites esenciales de Lavandula
stoechas son mas efectivos contra bacterias Grampositivas que contra bacterias
Gramnegativas, posiblemente debido al lipopolisacarido de su pared celular (Bouzouita
et al., 2005; Kaplan et al., 2007). Entre los principales compuestos con actividad
antimicrobiana de los aceites de L. stoechas, se destacan el alcanfor y el 1,8-cineol,
especialmente contra S. aureus, E. coli y Listeria monocytogenes (Hendry et al., 2009;
Mahboubi et al., 2009).

Benabdelkader et al. (2011) evaluaron la actividad antifingica de 11 aceites
esenciales de L. stoechas y observaron la inhibicion del crecimiento de hongos
filamentosos como Aspergillus niger y Fusarium oxysporum y levaduras (C. albicans).
Ademas, los aceites esenciales de L. stoechas se probaron en cultivos de diversas cepas
de origen clinico (C. albicans, C. krusei y C. guilliermondii). Se ha determinado que la
actividad antifungica de estos aceites esenciales esta relacionada con la presencia de
compuestos antifungicos como alcanfor, 1,6-cineol y fenchona, y el efecto sinérgico de
los componentes principales y secundarios de este aceite (Benabdelkader et al., 2011;
Zuzarte et al., 2013).

También fue evaluada la actividad antimicrobiana del extracto de espino (C.
monogyna), que mostrd una actividad bactericida moderada, especialmente contra
bacterias Grampositivas como Micrococcus flavus, Bacillus subtilis y L.

monocytogenes, sin tener efecto contra Candida albicans (Barros et al., 2012).
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En estudios anteriores se ha evaluado la actividad antimicrobiana del extracto de
Malva sylvestris contra algunas bacterias patdgenas. Razavi et al. (2011) demostraron
que el extracto de flores de M. sylvestris tenia altos efectos antibacterianos contra
bacterias patdgenas, como Enterococcus faecalis, Streptococcus agalactiae vy
Staphylococcus aureus. En un estudio realizado por Shadid et al. (2021), el extracto de
acetona de esta planta mostr6 una alta actividad antibacteriana contra Proteus vulgaris y
S. aureus. Otros estudios también han demostrado las propiedades citotoxicas del
extracto de M. sylvestris contra Salmonella enterica serovar Typhimurium (Mohammed
et al., 2011), Listeria monocytogenes y Bacillus cereus (Zohra et al., 2013),
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (Razavi et al., 2011), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Vahabi et al., 2019) y especies de Candida (Cardoso et al.,
2012).

Varios estudios experimentales in vitro han evaluado un posible efecto sinérgico
entre los compuestos antimicrobianos presentes en el aceite esencial de romero. Estos
estudios se llevaron a cabo probando el &cido carndsico, el carnosol, el acido
rosmarinico, el acido oleandlico, el acido ursolico y el aceite esencial, contra bacterias
Grampositivas (Staphylococcus epidermidis, S. aureus y Bacillus subtilis), tres bacterias
Gramnegativas (Proteus vulgaris, P. aeruginosa y E. coli) y dos hongos (C. albicans y
A. niger). Todos mostraron actividad antibacteriana y antifingica (Lugman et al., 2007;
Swamy et al., 2016). También otros estudios han demostrado la actividad antibacteriana
del aceite de romero contra E. coli, B. cereus, S. aureus, Clostridium perfringens,
Aeromonas hydrophila, y Salmonella choleraesuis (Burt et al., 2004). Este aceite
esencial se incorpor6 en carne, mostrando actividad antibacteriana contra Brochothrix

thermosphacta y Enterobacteriaceae (Sirocchi et al., 2013).

En el caso de la Rubus ulmifolius (zarzamora), se estudiéo la actividad
antimicrobiana de sus extractos frente a 6 cepas de bacterias (E. coli, Salmonella
typhimurium, S. aureus, Enterococcus faecium, Streptococcus agalactiae y Candida
albicans). Todos ello, mostraron un buen efecto contra los patégenos analizados,

especialmente frente a E. coli, S. agalactiae y C. albicans (Hajaji et al., 2017).

El extracto de la corteza de Quercus contiene importantes compuestos
antimicrobianos como el acido gélico, el &cido elagico, la vescalagina o castalagina,

efectivos contra diferentes cepas de Pseudomonas (Sorrentino et al., 2017). Otras
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investigaciones han atribuido la capacidad inhibitoria del crecimiento de varios
microorganismos patdgenas transmitidas por alimentos (E. coli y Salmonella) al
principal compuesto fendlico en Q. ilex, las catequinas (Ma et al., 2019; Rashidinejad et
al., 2021; Zhou et al., 2022). Por otro lado, el extracto en polvo de hojas de Q. ilex
mostré una alta actividad antimicrobiana frente a E. coli, L. monocytogenes, Salmonella

typhimurium, Yersinia enterocolitica y S. aureus (Sanchez-Gutiérrez et al., 2022).

También se ha demostrado el efecto antimicrobiano de los compuestos fendlicos
presentes en extractos de hojas de Morus alba frente a bacterias patdgenas como S.
aureus, B. cereus y Pseudomonas (Suwansri et al.,, 2008). Thabti et al. (2014)
encontraron que el extracto de hojas de M. alba mostraron actividad antibacteriana
contra Salmonella ser. Typhimurium, S. epidermis y S. aureus. Por otro lado, la morina
aislada de los frutos de M. alba ejercié una actividad moderada inhibitoria del
crecimiento contra Streptococcus spp. (Yang et al., 2012). La pectina aislada del fruto
de M. alba mostré actividad antibacteriana contra bacterias Grampositivas Yy
Gramnegativas: B. cereus, S. aureus, Streptococcus mutans, E. coli, P. aeruginosa y S.

typhimurium (Kumar et al., 2020).

Por dltimo, extractos de Calendula officinalis inhibieron el crecimiento de
bacterias como S. aureus y E. coli, mostrando mayor efecto inhibitorio sobre B.
subtulis, S. aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae, C. albicans y A. niger (Roopashree
et al., 2008). Se estudid la actividad antimicrobiana de extractos de C. officinalis
extraidos con diferentes solventes (etanol, metanol, acetona y cloroformo) frente a
bacterias Grampositivas (E. coli y S. aureus), y Gramnegativas (Salmonella typhae y
Vibrio cholerae). Los extractos obtenidos con etanol fueron los mas efectivos contra E.
coli, Vibrio cholerae y C. albicans, mientras que el extracto metanoico solo fue activo
contra C. albicans. Sin embargo, el extracto cloroférmico presento actividad frente a
todos los microorganismos ensayados y el acetonico solo frente E. coli (Dahake et al.,
2009).
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3.6.- OTRAS BIOACTIVIDADES DE LOS COMPUESTOS

Ademas de las bioactividades mencionadas anteriormente, los compuestos
bioactivos de las plantas han mostrado tener otros efectos beneficiosos para la salud.
Aziz et al. (2006) demostraron que el extracto acuoso de Cistus ladanifer presenta
actividad frente a tratamientos curativos y preventivo para la hipertension y la

posibilidad de utilizarlo en el tratamiento de trastornos gastrointestinales.

Varios estudios han evaluado el uso de Lavandula stoechas para tratar la
diabetes o reducir los niveles de hiperglucemia (Barkaoui et al., 2017; Bouayyadi et al.,
2013). Un estudio in vivo realizado por Sebai et al. (2013) sobre la actividad
antidiabética del aceite esencial de L. stoechas reveldé un efecto protector contra la

hiperglucemia y el estrés oxidativo.

Por otro lado, los extractos de pulpa y semillas de C. monogyna (espino) fueron
aplicados animales de experimentacion y causaron depresion del sistema nervioso
central y disminucién del comportamiento exploratorio y la actividad locomotora de los
animales. Ademas, el espino también mostr6 efectos analgésicos, que fueron

antagonizados por la naloxona (Can et al., 2010).

Los extractos etanoicos obtenidos de inflorescencias y hojas de Malva sylvestris
tuvieron un impacto significativo sobre Helicobacter pylori. Esta cepa bacteriana
desempefia un papel esencial en el tratamiento de Ulceras pépticas y canceres gastricos
(Kumar et al., 2018). La aplicacion topica de estos extractos etanoico en ratas aumentd
la velocidad de curacion de Ulceras cutaneas y redujo la duracién de su proceso de

reparacion (Mousavi et al., 2021).

En varios estudios se ha demostrado que el romero disminuye la glucosa en
sangre. En estudios in vivo con ratas han observado la inhibicion de la lipasa gastrica en
el estbmago mejorando los perfiles de triglicéridos después del tratamiento con altos
contenidos de acido carndsico (Romo et al., 2012; Tu et al., 2013). Por lo tanto, el acido
carndsico junto con el carnosol resultaron ser los compuestos més relevantes en el
control glucémico. Sin embargo, el acido rosmarinico parece tener potencial contra

enfermedades neurodegenerativas. Se encontré que este compuesto inhibe la
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acetilcolinesterasa y tiene efectos colinérgicos y neuroprotectores (Ozarowski et al.,
2013; ElI Omri et al., 2012).

La floridzina es un glucosido de dihidrocalcona detectado en concentraciones
altas en las hojas de Quercus. Este compuesto es reconocido por sus propiedades
astringentes y efectos antidiabéticos (Rocha-Guzman et al., 2019). Uno de los efectos
interesantes de extracto de hojas y corteza de Q. salicina fue vasodilatador en la arteria
coronaria del endotelio porcino (Park et al., 2016). Youn et al. (2017) demostraron que
extracto de hojas y corteza de Q. gilva inhibio el desarrollo de la urolitiasis en modelos
animales. Por otro lado, Q. infectoria puede ser utilizado como analgésico para el alivio
del dolor leve (Khairon et al., 2016) o por su actividad antiosteopordética (Abdullah et
al., 2018).

Ahn et al. (2017) suplementaron con extractos obtenidos de hojas de M. alba a
ratones diabéticos durante 14 dias y encontraron una reduccién significativa en el
colesterol total plasmatico, colesterol TC hepético y concentraciones de triglicéridos.
Ademas de una significativa disminucion de la glucosa y la insulina plasmaticas, y
niveles elevados de quinasa de proteina S6 (pS6K), proteina quinasa activada por
fosforilacion (pAkt) y proteina quinasa activada por fosforilacion (pAMPK). También
se ha demostrado que la suplementacion durante dos semanas de ratones con extracto de
fruta de M. alba pudo mejorar la sensibilidad a la insulina y reducir la produccion
hepética de glucosa en ratones diabéticos tipo 2 (Choi et al., 2016). Estos animales
mostraron un nivel significativamente menor de glucosa en sangre y hemoglobina
glicosilada (HbAlc) en comparacion con los grupos de ratones diabéticos control. Por
otro lado, las hojas de M. alba también mostraron habilidades para disminuir la
obesidad, reducir la adiposidad visceral y las alteraciones cardio metabdlicas, lo cual se
atribuyd a sus compuestos fenolicos, en particular al acido clorogénico, quercetina,

acido cafeico, rutina y kaempferol (Metwally et al., 2019).

Los extractos de esparragos mostraron efectos positivos en las actividades
inmunomoduladoras (Tian et al., 2013). Se ha demostrado que los polisacaridos de
esparragos mejoran significativamente la funcion fagocitica de los macréfagos
peritoneales de ratones normales, promueven la formacién de hemolisina y placas
hemoliticas, y mejoran la tasa de conversion de linfocitos (Xie, 2008). Por otro lado, se

evaluaron en ratas diabéticas inducidas por STZ los efectos antidiabéticos de los
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extractos de esparragos, y mostraron la misma eficacia que el fa&rmaco antidiabético
glibenclamida a una dosis de 500 mg/kg (Wang y Zhou, 2016). Zhao (2010) también
observO que extractos de tallos de esparragos mostraron notables efectos
hipoglucémicos, siendo los principales componentes flavonoides totales, polifenoles,
saponinas y polisacaridos. Demostraron que podian frenar eficazmente el aumento de
azucar en sangre y proteina serica. Li, (2011) estudid la actividad reductora del
colesterol de los polisacaridos del tallo viejo de esparragos utilizando el modelo de
raton de hiperlipidemia por via gastrica, lo que mostr6 que los polisacaridos de
esparragos tenian un cierto efecto inhibitorio sobre el crecimiento del peso corporal en
ratones. Al mismo tiempo, los polisacaridos podrian reducir los niveles de colesterol
sérico, colesterol de lipoproteinas de baja densidad e indice de aterosclerosis para

regular el metabolismo de los lipidos sanguineos.

Chakraborthy et al. (2011) indujeron diabetes a ratas mediante una sola
inyeccion intraperitoneal de aloxano lo que produjo un aumento significativo de los
niveles de glucosa en sangre y los niveles de azucares en la orina. Después le
administraron mediante via oral extracto de Calendula officinalis y observaron que la
glucosa en sangre y el azucar en la orina se redujeron significativamente en las ratas
diabéticas en comparacion con el grupo de ratas diabéticas. El extracto de cloroformo de
las flores inhibid la replicacion del VIH-1 en células linfociticas MOLT-4 infectadas
agudamente in vitro. Un extracto de cloroformo también inhibi6é la actividad de la
transcriptasa inversa del VIH-1 de manera dependiente de la dosis (Kalvatchev et al.,
1997).
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4.- METODOS DE EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS
BIOACTIVOA

Las técnicas utilizadas para la extraccion de compuestos bioactivos, como los
compuestos fenolicos de plantas aromaticas y medicinales, se pueden dividir en tres
grupos: convencionales, no convencionales y una combinacion de ambos grupos o dos o

mas técnicas.

Entre las técnicas convencionales mas utilizadas de extraccion de compuestos
fendlicos destaca la extraccion solido-liquido (ESL) o extraccion Soxhlet, y la
extraccion liquido-liquido (ELL) o maceracion (Alara et al., 2018a, Alara et al., 2018b).

La extraccion solido-liquido es un proceso sencillo que consiste en macerar una
muestra pulverizada con un solvente adecuado, el méas comun es el etanol combinado
con agua, donde se agita constantemente a temperatura ambiente durante un tiempo
determinado (Casquete et al., 2022; Olejar et al., 2015). Una vez macerado, se aplica un
proceso de separacion para separar las partes solidas del solvente, mediante filtracion o
decantacion (Cuji¢ et al., 2016). Ademas, este método de extraccion convencional a
menudo implica una etapa de concentracién del extracto mediante un proceso de
evaporacion que es demorado (Alara et al., 2021). Aunque esta técnica es féacil,
generalmente son procedimientos manuales y requieren mucho tiempo y trabajo.
Ademaés de utilizar grandes volimenes de solventes de extraccion (Alara et al., 2018a;
Alara et al., 2018b).

Buscando una solucién a estas desventajas, se han realizado avances en los
procesos de extraccion con la aplicacion de nuevas tecnologias utilizando métodos no
convencionales como por ejemplo, la extraccion con fluido supercritico (Casquete et
al., 2022; Gallego et al., 2019; Pimentel-Moral et al., 2019; Rivas et al., 2021), la
extraccion asistida por microondas (Cassol et al., 2019; Rodsamran y Sothornvit, 2019),
la extraccién con fluido presurizado (Santana et al., 2019) y la extraccion asistida por
ultrasonido (Casquete et al., 2022; Deng et al., 2017; Wen et al., 2018; Gudifio et al.,
2022) han demostrado reducir el volumen de solvente y el tiempo de extraccion, ademas
de disminuir la temperatura y los requisitos de energia. Estos avances han mostrado

procesos de extraccion mas eficientes y sostenibles.
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Entre las técnicas no convencionales, la extraccion asistida por ultrasonido
(EAU) es un método prometedor y ampliamente utilizado para la extraccion de
compuestos fendlicos de plantas aromaticas y medicinales debido a su simplicidad, alto
rendimiento y calidad de extraccion, bajo costo y facilidad de escalamiento (Khoddami
et al., 2013). La EAU es una técnica que propaga ondas ultrasonicas de baja frecuencia
(es decir, 20 kHz) con una alta potencia de sonido o intensidad de sonido (generalmente
superior a 1 W ¢cm—2) en el solvente liquido utilizado para la extraccion sélido-liquido.
La extraccion asistida por ultrasonido utiliza la energia ultrasénica de alta intensidad
creada por la implosion de burbujas de cavitacion (Figura 26). La alta presién rompe las
particulas del material, destruye las membranas celulares, mejora la penetracion del
solvente y aumenta la superficie de contacto entre las caras sélida y liquida, lo que
resulta en la liberacion de compuestos fendlicos al solvente de extraccion en un tiempo

relativamente corto (Martinez-Ramos et al., 2020; Wen et al., 2018).
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Figura 26. Procesos de extraccion asistida por ultrasonido (EAU) (fuente: Azuola 'y
Vargas, 2007).

Varios trabajos han utilizado la aplicacion de ultrasonido para la extraccion de
compuestos fenodlicos de diferentes matrices, incluyendo hojas de olivo (lrakli et al.,
2018), salvado de sorgo rojo (Luo et al., 2018), flores de acacia negra (Robiniae
pseudoacaciae) (Savic-Gajic et al., 2019), hojas de arbol de té con aroma a limén
(Saifullah et al., 2020), Lavandula stoechas (Ez Zoubi et al., 2021), Lavandula
pedunculata subsp. lusitanica (Mansinhos et al., 2021). Estos trabajos han demostrado
que el método de EAU requiere un menor volumen de solvente, un mayor volumen de
muestra probada y un menor tiempo de extraccién. También se ha acordado que un
tiempo de sonicacion mas corto y temperaturas mas bajas mejoran la extraccion de
compuestos fendlicos y la preservacion de los compuestos termolabiles (Alara et al.,
2021).
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5.- USOS DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS EN LA
INDUSTRIA ALIMENTARIA, TENDENCIAS: ACEITES
ESENCIALES

Las plantas medicinales se utilizan ampliamente como agentes aromatizantes en
bebidas, alimentos y suplementos dietéticos. Durante afios, hemos empleado estas
hierbas como condimentos y especias en nuestras comidas debido a su capacidad para
aportar un sabor especial. Ademas, sus propiedades antioxidantes pueden desempefiar
un papel fundamental en la mejora de la salud.

La incorporacion de compuestos naturales a los alimentos con el fin de
conservar sus propiedades nutricionales y sus niveles de calidad aumentando su vida
util, esta experimentando un crecimiento sostenido a lo largo de los dltimos afios. Este
crecimiento es debido a la tendencia que estd adoptando la sociedad en referencia a la
busqueda de habitos mas saludables y a una mayor exigencia de la legislacion en

materia de seguridad alimentaria (Sacchetti et al., 2005).

En los ultimos afios, los compuestos antimicrobianos y antioxidantes se han
considerado como alternativas para la conservacion de los alimentos. Estos compuestos
bioactivos, presentes en pequefias cantidades en los alimentos, pueden modular uno o
mas procesos metabdlicos que aportan beneficios para la salud y mejoran el valor
nutricional (Sacchetti et al., 2005).

Los aceites esenciales son una fuente rica de compuestos bioactivos presentes en
plantas aromaticas y medicinales, los cuales han sido ampliamente utilizados en
diversas industrias debido a sus propiedades terapéuticas y beneficios para la salud. Se
han utilizado en la industria alimentaria para aumentar la vida Gtil de los alimentos por
sus propiedades antimicrobianas (Holley et al., 2005), antifungicas (Bajpai et al., 2012)
y antioxidantes (Roby et al., 2013; Teixeira et al., 2012).

Muchos estudios indican que los compuestos fendlicos tienen actividad
antimicrobiana/antifungica (Redondo-Blanco et al., 2019). Especialmente los derivados
de acidos hidroxicindmicos y cindmicos, como el acido cafeico, el acido clorogénico, el
acido p-cumarico y los acidos feralicos son ampliamente reconocidos como fendlicos

retardadores del crecimiento microbiano (Rodriguez et al., 2008; Vaquero et al., 2007).
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de Elguea-Culebras et al. (2016) han utilizado especies de plantas pertenecientes a la
familia Lamiaceae (Hyssopus officinalis, Thymus mastichina, Lavandula, Salvia
lavandulifolia) para obtener extractos con capacidades antifungicas frente a Penicillum
verrucosum. Entre los extractos fendlicos ensayados, los de Hyssopus officinalis
mostraron la mayor actividad antifungica. También observaron que la capacidad
antifingica no estaba asociada a la cantidad de fenoles totales presentes en los extractos,
lo que implica que so6lo determinados compuestos y posibles efectos sinérgicos son los

responsables de sus propiedades antifingicas in vitro.

Ademas del uso de estos extractos como agentes antimicrobianos, los aceites
esenciales, como el de limon y el de romero, actian como potentes antioxidantes,
protegiendo los alimentos de la oxidacion y el deterioro. Extractos de romero ricos en
acido rosmarinico, camosol y acido carnosidico han sido utilizados para enriquecer
muestras de aceite de oliva (Rached et al., 2014). Observaron que algunos de los
parametros fisicoquimicos de calidad no se vieron significativamente afectados, como la
acidez, el indice de perdxidos o los coeficientes de extincién en el ultravioleta. Sin
embargo, el extracto de romero aporté compuestos antioxidantes al aceite de oliva y,
por tanto, incremento la actividad antioxidante y la estabilidad del aceite de oliva. Taleb
et al. (2016) utilizaron plantas aromaticas (romero y laurel) como aditivo del aceite de
oliva y vieron que estas plantas mejoraron la calidad fisicoquimica y organoléptica del
aceite aumentando el valor del contenido de fenoles totales y preservandoles frente a la
autooxidacion. Diaz-Montafia et al. (2023) evaluaron el impacto en la evolucion del
proceso oxidativo durante un estudio de vida util de seis meses del aceite de oliva
virgen enriguecido con hierbas de romero y albahaca. Los resultados mostraron que las
muestras de aceite de oliva virgen enriquecidas con las hierbas retardaron la oxidacion
del aceite, aunque este efecto fue méas notorio a partir del 3 mes. Del mismo modo, los
extractos fendlicos de plantas aromaticas y medicinales como del género Lavanda
podrian utilizarse también para la mejora de las propiedades antioxidantes de los
articulos de panaderia. Vasileva et al. (2018) demostraron que extractos de lavanda y de

melisa aumentaron la capacidad antioxidante y mejoraron la vida util del pan.

Para controlar los cambios oxidativos en las carnes procesadas, se suelen utilizar
antioxidantes sintéticos como el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno
(BHT). En este contexto, se empled un extracto oleosoluble de romero en una
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formulacién de salchichas congeladas para reducir los valores de TBARS (sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico) y disminuir la pérdida de color rojo (Sebranek et al.,
2005); aparentemente, este aditivo natural fue mas eficaz que el sistema BHA/BHT para
prevenir las alteraciones de calidad en la salchicha congelada. Ademas, se ha informado
de que los extractos hidrosolubles de romero muestran una proteccion significativa
frente a la oxidacion lipidica y el cambio de color en el pavo cocido durante el
almacenamiento refrigerado, aumentando asi la calidad y la vida util del producto (Yu
etal., 2002).

En general, los extractos fendlicos de subproductos de plantas aromaticas y
medicinales no se consideran olorosos, ya que la eliminacién de compuestos aromaticos
volatiles se ha producido en gran medida durante el proceso de destilacion de los aceites
esenciales. La ausencia de estos constituyentes aromaticos (volatiles) podria
considerarse ventajosa cuando dichos extractos estan destinados a ser utilizados como
aditivos en productos alimenticios. Ademas, también deben tenerse en cuenta otros
factores cuando estos extractos fendlicos vayan a utilizarse en diferentes matrices
alimentarias con fines de conservacion; es decir, la composicion de los extractos, la
concentracion de fenoles especificos, asi como la posible interaccion con otros

constituyentes de la matriz alimentaria (Skendi et al., 2022).

El uso de envases activos presenta numerosas ventajas de conservacion para
mantener la frescura y otros atributos de calidad y, en consecuencia, aumentar la vida
uatil del producto. Por ello, el uso de envases activos representa una nueva tendencia en
la conservacion de alimentos y otros productos basicos sensibles al deterioro. Los
materiales activos, segun el articulo 3 del REGLAMENTO (CE) n° 450/2009 DE LA
COMISION sobre materiales y objetos activos e inteligentes en contacto con alimentos,
son "materiales y objetos destinados a prolongar la vida Gtil o a mantener o mejorar el
estado de los alimentos envasados”. Los envases alimentarios activos e inteligentes
destinados a ser utilizados en la Unidén Europea estdn regulados por el citado
Reglamento. En general, los materiales de envasado activos deben figurar en la lista
comunitaria de sustancias admisibles antes de su comercializacion y su composicién
debe ir acompafiada de una declaracién escrita de conformidad no sélo en el momento

de su venta, sino también en todas las fases de su comercializacion.
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Recientemente, los compuestos naturales que presentan actividad
antioxidante/antimicrobiana estan resultando atractivos para la industria del envasado.
Tanto la actividad antioxidante como la antimicrobiana, que marcan la funcionalidad de
estos aditivos naturales, son necesarias para controlar eficazmente tanto el deterioro
microbiano como las reacciones de oxidacion en los alimentos, que a su vez estan
relacionadas con problemas de seguridad y deterioro de la calidad del producto; estos
procesos de deterioro representan aspectos de calidad cruciales para la industria

alimentaria.

Dado que los aceites esenciales son odoriferos y tienen una alta volatilidad, su
participacion en los envases convencionales es dificil de manejar. Sin embargo, otros
compuestos fendlicos de las plantas aromaticas y medicinales han sido investigados
para examinar sus usos potenciales como sustituto de los antioxidantes sintéticos en los
envases, protegiéndolos al mismo tiempo de la oxidacion y/o del crecimiento
microbiano. Del mismo modo, los recubrimientos comestibles, representan un vehiculo
alternativo para preservar los atributos de calidad y controlar el crecimiento microbiano,
particularmente cuando se incluyen en su formulacion compuestos activos como los
extractos fendlicos de plantas. Barbosa-Pereira et al. (2014) determinaron que peliculas
activas con la incorporacién de extracto comercial de romero redujeron sustancialmente
la oxidacion lipidica en lonchas de carne de vacuno e incluso detuvieron la oxidacion
durante 6 dias cuando se utilizaron en niveles altos (20%). Ademas, demostraron que
envolver las lonchas de vacuno con peliculas recubiertas de extractos naturales las
protegia frente a la oxidacion lipidica, de forma similar a la obtenida por la adicion
directa del extracto natural como aditivo en la carne. Nerin et al. (2006) también
informaron de resultados similares cuando utilizaron otro extracto comercial de romero
como aditivo en el envasado de pelicula de polipropileno para proteger la oxidacion en
la carne de vacuno; han logrado sobre un 43% de inhibicion de la oxidacion lipidica en
el dia 14 de almacenamiento, comparable a la encontrada por la adicion directa del
extracto a las muestras de carne. Segun Bolumar et al. (2011), el tipo de compuestos
presentes en el material de envasado que esta en contacto con la superficie del alimento
es un factor importante que controla la tasa de oxidacion lipidica. En este estudio, se
aplico un extracto etanoico de romero al 10% (que contenia un 4,5% de acido
carnosico) directamente sobre plastico doméstico ordinario y se envolvieron

hamburguesas de pechuga de pollo picada. El paquete activo antioxidante fue eficaz
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para retrasar la oxidacion hasta 25 dias tanto en la superficie como en el interior de las

hamburguesas, mejorando asi la vida til del producto.
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Obijetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es la revalorizacion de plantas
aromaticas autoctonas de la Dehesa Extremefia mediante la budsqueda de
estrategias que permitan obtener compuestos bioactivos de las plantas para su uso
en alimentacion con el objetivo de obtener productos sanos y seguros,

favoreciendo la sostenibilidad del entorno de la Dehesa Extremefia.

Para la consecucion de este objetivo general son necesarios los siguientes

objetivos especificos:

1. Seleccion de plantas aromaticas, escasamente estudiadas y obtenidas de la
Dehesa Extremefia, cuyos extractos fenolicos posean las mejores caracteristicas
funcionales, como antioxidante antihipertensivas y antimicrobianas, frente a 6
bacterias patdgenas y 4 levaduras alterantes. Estos extractos seran obtenidos
mediante dos métodos, agitacién y ultrasonido, que serdn estudiados para
comprobar cual es el método mas eficaz y el que conserva las caracteristicas

funcionales de los mismos.

2. Evaluar los compuestos presentes en las plantas autoctonas de la Dehesa,
encina, olmo, zarzamora y jara blanca, identificando los compuestos presentes en
cada extracto y posteriormente ensayar su actividad antifingica frente a dos cepas
de micotoxigénicas de Aspergillus flavus, asi como su influencia en la produccion
de aflatoxinas AFB1 y AFB2 y la expresion de genes relacionados con estas

micotoxinas.

3. Elaborar aceites esenciales obtenidos de 6 plantas aromaticas autdctonas
de la Dehesa Extremefia, y estudiar el efecto antimicrobiano frente a las 6
bacterias patdgenas, las 4 levaduras alterantes y los 2 mohos productores de
aflatoxinas, tanto en su crecimiento como en la produccion de micotoxinas para el

caso de los mohos.
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Material y Métodos

Para el desarrollo del trabajo del Capitulo 1, 2 y 3 se utilizaron 15 especies
vegetales de la Dehesa Extremefia (Figura 27) y microorganismos de alimentos:

bacterias patdgenas, levaduras alterantes y mohos micotoxigénicos (Figura 28).

Flores: Calendula officinalis

Cistus albidus Cistus salviifolius

Tallos: Cistusladanifer  Cistusmultiflorus

Lavandulastoechas Crataegusmonogyna Malvasylvestris Asparagussp.

Hojas: Rosmarinus officinalis Rubus ulmifolius Quercus ilex Morus alba Ulmus sp. Urginea maritima

Figura 27. Quince especies de plantas aromaticas recolectadas en la

Dehesa de Extremadura.
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Staphylococcus aureus CECT 976
Bacillus cereus CECT 131

Listeria monocytogenes CECT911
Listeria innocua CECT 910
Salmonella choleraesuis CECT 4395
Escherichiacoli CECT4267

Candida boidinii CECT 11,153
Priceomyces carsonii CECT 10,230
Kregervanrijafluxuum CECT 12.787
Zygosacharomyces bailii CECT 11.043

Aspergillus flavus Cql03
Aspergillus flavu Cq8
Productores de aflatoxinaBl y B2

(coleccion del grupo CAMIALLI de la Universida (T(}Extremadura)

Figura 28. Especies de microorganismos utilizados durantes el estudio.



Material y Métodos

CAPITULO 1

Para el desarrollo del Capitulo 1 (Figura 29), se llevo a cabo un estudio de
seleccion de plantas aromaticas de la Dehesa cuyos extractos, obtenidos por
diferentes métodos de extraccion, tenian las mejores caracteristicas funcionales.
Por lo tanto, se evaluaron los extractos fendlicos obtenidos mediante agitacion o
ultrasonido, analizando la influencia del método en las actividades antioxidantes,
antihipertensivas y antimicrobianas de los extractos obtenidos. Los extractos
funcionales seleccionados podrian ser estudiados para su uso en alimentacion con
el objetivo de obtener productos sanos y seguros, favoreciendo la sostenibilidad

del medio ambiente y seguros, favoreciendo la sostenibilidad del entorno de la

Dehesa Extremefia (Publicacion 1) (Figura 29).

1

Determinaciones:

1. Contenido fenélico total (CPT) Folin-Ciocalteu ==>*
2. Actividad antioxidante DPPH y ABTS =y 3
3. Actividad antihipertensiva (inhibidora de la ECA) —» U\

4. Actividad antimicrobiana —>

Figura 29. Disefio experimental del capitulo 1, publicacién 1.
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Anélisis estadistico del Capitulo 1:

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

El analisis estadistico de los datos, y las diferencias dentro de los grupos y
entre ellos, se realizé con un andlisis de varianza (ANOVA) y se utilizé el post
test de Tukey para la separacion segun las diferencias significativas (p < 0,05).

Ademas, se realizo un analisis de componentes principales (PCA) de la
matriz de correlaciones de las variables y se realiz6 mediante SPSS para
Windows, 203 version 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.).



Material y Métodos

CAPITULO 2

Para el desarrollo del Capitulo 2 (Figura 30), se evaluaron los compuestos
presentes en las plantas autdctonas de la Dehesa, encina, olmo, zarzamora y jara
blanca. Se utilizaron estas plantas al ser algunas de las que mejores resultados
obtuvieron frente a eucariotas en el ensayo anterior. Se identificaron los
compuestos presentes en cada extracto y posteriormente se ensayd su actividad
antifungica frente a dos cepas de micotoxigénicas de Aspergillus flavus, y se
observo su influencia en la produccién de aflatoxinas AFB1 y AFB2. También se
realiz6 el estudio de la expresion de genes relacionados con estas micotoxinas
(Publicacion 2) (Figura 30).

Cistusalbidus Rubusulmifolius Quercus ilex

-
1

1

1 -z

: Extraccion de
I compuestos fendlicos
1

1

1

1

1

1

1

1

Identificacion
compuestos fenélicos

i 2 " ) s 2 @
Time (min)

Actividad antifingica

j /
4 Inhibicion del Inhibicién de la produccién
crecimiento de micotoxinas Efecto sobre la expresion de genes

Figura 30. Disefio experimental del capitulo 2, publicacién 2.
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Anélisis estadistico del Capitulo 2:

El analisis estadistico de los datos se realizé con el programa SPSS para
Windows, version 21.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.). Se determinaron las
estadisticas descriptivas de los datos, y las diferencias dentro de los grupos y entre
ellos se estudiaron mediante analisis de varianza de una via (ANOVA) y se
separaron mediante test Tukey por diferencias significativas (p <0,05).

Se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) de la matriz de

correlaciones de las variables.



Material y Métodos

CAPITULO 3

Para el desarrollo del Capitulo 3 (Figura 31), se llevé a cabo un estudio
con aceites esenciales obtenidos de plantas aromaticas autéctonas de la Dehesa
Extremeria. Se evaluo el efecto de 6 aceites esenciales obtenidos de diferentes
plantas aromaticas (Calendula officinalis, Cistus ladanifer, Cistus multiflorus,
Cistus salviifolius, Lavandula stoechas y Rosmarinus officinalis) frente a las 6
bacterias patogenas, las 4 levaduras alterantes y los 2 mohos productores de

aflatoxinas que se utilizaron en esta Tesis (Publicacion 3) (Figura 31).

Cistus salviifolius ~ Lavandula stoechas

Extraccion de aceites
esenciales

Diaceits esencial

@Agus pertumada

1 1
1 1
1 1
1 1
1 - 1
' v i
1 i - 1
i PN Sty Inhibicion del H
I RZgSeie S emenTTT e - crecimiento 1
- 7’ T—
: "7 - Z B . :
- b I

1 - ~see 1
1 S~ 3 :
1

1 . £ ., aflatoxins 1
1 Bacterias Levaduras Mohos 1
1 . . o H

yatogenas alterantes micotoxigénicos I >

: I - - Inhibicién produccion :

Figura 31. Disefio experimental del capitulo 3, publicacion 3.
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Anadlisis estadistico del Capitulo 3:

El analisis estadistico de los datos se realizd con el programa SPSS para
Windows, version 21.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.). Se determinaron las
estadisticas descriptivas de los datos, y las diferencias dentro de los grupos y entre
ellos se estudiaron mediante analisis de varianza de una via (ANOVA) y se

separaron mediante test Tukey por diferencias significativas (p <0,05).
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Abstract: This study aims to evaluate the efficacy of two methods (agitation and ultra-sound) for
extracting phenolic compounds from 15 native plants. Plant species collected in the Dehesa of
Extremadura were used. The antioxidant, antihypertensive and antimicrobial activity of the phenolic
extracts was investigated. Significantly different results were obtained when comparing the two
extraction methods, with the highest concentrations of phenolic compounds found for ultrasound
extraction. In addition, the extracts obtained for Cistus albidus, Cistus salviifolius, Rubus ulmifolius and
Quercus ilex showed the highest concentrations of phenolic compounds. The antioxidant activity was
higher in the extracts of Cistus and Q. ilex obtained by ultrasound, as was the antihypertensive activity.
Antimicrobial activity was also higher in the extracts obtained by ultrasound from C. salviifolius and
Q. ilex plants against bacteria and from Cistus ladanifer against yeasts. Therefore, it can be concluded
that, with the ultrasound extraction of phenolic compounds from C. ladanifer, C. albidus and Q. ilex
plants, it is possible to obtain extracts with important functional properties, so they could be studied
for their use in food with the aim of obtaining healthy and safe products, favouring the sustainability
of the environment of the Dehesa Extremefia.

Keywords: phenolic compounds; dehesa plants; functional properties; antimicrobial activity

1. Introduction

Nowadays, the importance of aromatic and medicinal plants is recognized world-
wide, not only for their curative and preventive properties, but also for their uses in the
pharmaceutical and food industries [1]. The Dehesa of Extremadura is characterized as an
ecosystem with great biodiversity where many species of plants considered to be medici-
nal can be found, and are important in the pharmaceutical industry [2,3]. Among these
medicinal plants are Lavandula stoechas, Malva sylvestris, Rosmarinus officinalis [4], Cistus
ladanifer, C. multiflorus, C. albidus and C. salviifolius [5]. In addition to their medicinal
properties, some of these plants, such as L. stoechas and M. sylvestris, are aromatic, which
makes them excellent condiments for meals. However, their aroma is not the only benefit
in food; their antioxidant and antimicrobial nature is also important. They can compete
with chemical antioxidants that have been associated with possible health consequences
(allergic reactions, disorders in pregnant women and children, possible carcinogenic action,
etc.) [6,7].

The functional properties of these plants, such as their antioxidant or antimicrobial
properties, are due to the phenolic compounds present in their fruits, seeds, leaves, stems
and flowers [8]. Phenolic compounds constitute a wide group of compounds that result
from the secondary metabolism of plants found in different natural sources. The molecular
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structure of phenolic compounds has an aromatic ring containing one or more hydroxyl
groups and can be a single or polymerized molecule. Depending on their structural
characteristics, phenolic compounds are divided into several groups, although the main
ones are phenolic acids, flavonoids, and non-flavonoids [9].

It is considered that the antioxidant properties of these compounds are due to their
redox properties and chemical structure, responsible for neutralizing free radicals, chelating
metals, and decomposing peroxides [10-12]. This beneficial property retards the devel-
opment of diseases related to oxidative stress such as cancer, diabetes, and Alzheimer’s
disease [13,14], as well as anti-inflammatory activity [15]. In addition, a protective role
against oxidation of unsaturated lipids in food has been observed, mainly in meat and
meat products [16,17].

In addition, recent studies have documented the antibacterial effects of phenol-rich
extracts commonly found in plants. These studies have highlighted the use of phenolic
compounds to control pathogenic bacteria, including those with a commercial antibiotic
resistance profile [18,19]. The antibacterial effects of phenolic compounds have also been
primarily associated with the presence of hydroxyl groups in their molecules. In fact,
the number and position of these hydroxyl groups, i.e., the pattern of hydroxylation, in
the phenolic ring, seems to be associated with the importance of the inhibitory effects
exerted by the phenolic compounds on the target bacteria [20,21]. A bactericidal effect
has been proven against foodborne bacteria such as Escherichia coli, Salmonella sp., Listeria
monocytogenes and Staphylococcus aureus [18,22,23].

Extracts obtained from plants have also been reported for their antihypertensive
activity [24], although there are not many recent studies on this activity in aromatic plants.
Hypertension is one of the most important factors contributing to cardiovascular diseases;
therefore, it is very important to find natural compounds with this activity. Vargas-Le6n
et al. [25] attributed the antihypertensive activity of Hibiscus sabdariffa to the high number
of phenolic compounds it possesses, with flavonoids and anthocyanins being the main
components.

To study the biological activity of extracts, the extraction methods used are crucial
since they determine the purity grade at which the phenolic compounds are extracted,
and at the same time, affect all their beneficial properties previously mentioned. Thus,
there are several extraction methods, including agitation and ultrasound, which are simple
and cost-effective methods. In both methods, it is necessary to use a suitable solvent to
extract these compounds, among which are ethanol (70-80%), water and methanol, the
last-mentioned being used in different concentrations as well as ethanol [26].

This research is an exploratory work for plant selection with the best characteristics.
Therefore, this study aims to evaluate which of the two methods (agitation or ultrasound) is
more effective in the extraction of phenolic compounds of different scarcely studied native
plants obtained from the Extremadura Dehesa, and their influence on the functional antiox-
idant, antihypertensive and antimicrobial properties of the extracts obtained. The selected
functional extracts could be studied for their use in food with the aim of obtaining healthy
and safe products, favouring the sustainability of the Dehesa Extremefia environment.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material

For the development of the work, the leaves, stems, and flowers of 15 plant species
(flowers from Calendula officinalis, stems from Cistus ladanifer, Cistus multiflorus, Cistus
albidus, Cistus salviifolius, Lavandula stoechas, Crataegus monogyna, Malva sylvestris and
Asparagus sp., and leaves from Rosmarinus officinalis, Rubus ulmifolius, Quercus ilex, Morus
alba, Ulmus sp. and Urginea maritima) were used. The plants were harvested from the
Extremadura region of Spain by a company located there. The samples were vacuum-
packed in plastic bags and stored at —20 °C until they were used to extract the bioactive
compounds.
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2.2. Bacterial Strains

Foodborne pathogenic bacteria and spoilage yeasts in food obtained from the Spanish
type culture collection (CECT) were used to run the study. The pathogenic microorganisms
were Staphylococcus aureus CECT 976, Bacillus cereus CECT 131, Listeria monocytogenes CECT
911, Listeria innocua CECT 910, Salmonella choleraesuis CECT 4395, Escherichia coli CECT
4267, Candida boidinii CECT 11,153, Priceomyces carsonii CECT 10,230, Kregervanrija fluxuum
CECT 12,787 and Zygosacharomyces bailii CECT 11,043.

2.3. Phenolic Compound Extraction

The phenolic compounds were extracted from the plants by mechanical agitation (AE)
and ultrasound-assisted extraction (UE).

2.3.1. Mechanical Agitation Extraction

Each sample (10 g) was extracted with 60 mL of 90% (v/v) ethanol-water extraction
solution using an orbital shaker (Thermoshake THO 500, Gerhardt Analytical Systems,
Konigswinter, Germany) set at 120 rpm and 25 °C for 2 h in darkness. After the 2 h of
extraction, the samples were filtered. This process was repeated twice. The extracts were
then kept in the dark for 24 h at 4 °C. After that, excess ethanol was removed by heating at
37 °C in a rotary evaporator under vacuum (Heildolph mod. Hei-VAP Precision, Heidolph,
Germany). The resultant aqueous extracts were combined to a final known volume and
stored at —20 °C until analysis.

2.3.2. Ultrasound-Assisted Extraction

Each sample (10 g) was mixed with 60 mL of ethanol (90% v/v) and placed inside an
ultrasonic bath (360 W, J.P. Selecta, s. a. Barcelona, Spain). The samples were sonicated by
ultrasound at a frequency of 50/60 Hz and power of 220 V for 2 h in the absence of light at
room temperature. After the 2 h of extraction, the samples were filtered. This process was
repeated twice. The extracts were then kept in the dark for 24 h at 4 °C. After that, excess
ethanol was removed by heating at 37 °C in a rotary evaporator under vacuum (Heildolph
mod. Hei-VAP Precision). The resultant aqueous extracts were combined to a final known
volume and stored at —20 °C until analysis.

2.4. Total Phenolic Content (TPC)

The TPC of the above stored extracts was determined using Folin—Ciocalteu reagent
and the method described by Wettasinghe and Shahidi [27] in a UV-1800 spectrophotometer
(Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD, USA). Gallic acid was used as standard.
Results are expressed as mg of gallic acid equivalents (GAE)/100 g of fresh plants. All
experiments were conducted in triplicate.

2.5. Antioxidant Activity by Free Radical Scavenging Ability Using a Stable DPPH Radical and
ABTS Radical Cation

The antioxidant activity of the above stored extracts was determined by bleaching of
the purple-coloured solution of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH) according
to the method of Teixeira et al. [28]. The total antioxidant activity was expressed as mg of
Trolox/100 g of fresh plants. All experiments were conducted in triplicate.

The free radical scavenging capacity of extracts was also determined using the ABTS
(2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) radical cation decolorization assay,
according to the procedure proposed by Cano et al. [29], slightly modified (n = 3). The
initial absorbance value at A 730 nm was then compared to the absorbance obtained after
20 min of reaction. The results were expressed as mg of Trolox/100 g of fresh plants.

2.6. Assessment of ACE Inhibitory Activity

The extracts were diluted in 40% methanol (v/v water) at a concentration of
400-100 pg/mL, then 1:2, 1:4 and 1:8 dilutions with Milli-Q water were done. Angiotensin-
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converting enzyme (ACE) inhibition activity was determined according to the method
developed by Sentandreu and Toldr4 [30,31] with some modifications. ACE, previously
dissolved in 50% glycerol, was diluted in 0.15 M Tris buffer (pH 8.3) containing 0.1 mM
ZnClp with 0.04 U/mL of enzyme in the final reaction solution. Into 96-well microplates
(black polystyrene, Porvair, Leatherhead, UK), 40 pL of distilled water or the ACE working
solution was added. Then, the reaction mixture was adjusted to 80 uL by adding distilled
water to the blank (B), control (C) or sample (S). A sample blank (SB) was prepared by
substituting distilled water for the sample to take into consideration the interference of
the compounds. The reaction was begun by adding 160 uL of 0.45 mM o-Abz-Gly-p-Phe
(NO»)-Pro-OH (Bachem Feinchemikalien, Bubendorf, Switzerland) dissolved in 150 mM
Tris-base buffer (pH 8.3), with 1.125 M NaCl, and was incubated at 37 °C. The fluorescence
was registered at 30 min using a multiscan microplate fluorimeter (FLUOstar optima,
BMG Labtech, Offenburg, Germany). The emission and excitation wavelengths were
420 and 350 nm, respectively, and data were processed using FLUOstar control (version
1.32 R2, BMG Labtech). The activity of each sample was tested in triplicate. Inhibitory
activity is defined as the compound concentration required to inhibit the original ACE
activity. The formula applied to determine the percentage of ACE inhibitory activity was:
100 x [(C — B) — (5 — SB)]/(C — B).

Then, the concentration of 50% inhibition (IC50) was obtained by linear interpolation
from the graphical representation of the fractional activity vs. the phenolic extract concen-
tration. IC50 is the phenolic concentration (ig/mL) required to decrease ACE activity by
50% under the assayed conditions, graphically obtained where Vi inhibitor/Vi control = 0.5.

2.7. Antimicrobial Activity

Target cell suspensions (Section 2.2) were prepared from cultures incubated overnight
at 37 and 25 °C on brain-heart infusion agar (BHI; Oxoid, Madrid, Spain) and yeast
peptone and dextrose extract agar (YPD; Oxoid, Madrid, Spain) for the bacteria and yeast,
respectively. After the incubation time, colonies were transferred to a sterile Peptone Water
solution (Scharlab, Barcelona, Spain) to obtain a turbidity equivalent to 0.5 McFarland
standards. Next, 1 mL of each suspension was pipetted into separate sterile petri dishes
to which 20 mL of molten BHI and YPD with 1% agar (45 °C) for the bacteria and yeast,
respectively, were added. Once set, 10 uL of aqueous extracts at different concentrations (2,
1 and 0.5 mg/mL) was added. Sterile distilled water, instead of active compounds, was
used as the negative control. The plates were incubated overnight at 37 and 25 °C for the
bacteria and yeast, respectively, and the diameter (mm) of the resulting inhibition zone
was measured. All experiments were conducted in triplicate.

2.8. Statistical Analysis

Statistical analysis of the data was carried out using SPSS for Windows, version 21.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Descriptive statistics of the data were determined, and the
differences within and between groups were studied by one-way and three-way analysis of
variance (ANOVA) and separated by Tukey’s honest significant differences test (p < 0.05).
In addition, principal component analysis (PCA) on the correlation matrix of the variables
was performed using SPSS for Windows, 203 version 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. Results and Discussion

The total phenolic compounds obtained by the two extraction methods used, agitation
and ultrasound, from the different plants used in the study are presented in Table 1.
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Table 1. Total phenolic compounds of plants expressed in mg of gallic acid equivalents (GAE)/100 g

fresh plant.
Agitation Ultrasound 2
Plant p
Mean SD 1 Mean SD

Calendula officinalis 276.73 4 13.41 <de 95.46 + 2.24 N <0.001
Rosmarinus officinalis 160.72 + 14.93 de 314.01 + 14.65 f8hi 0.001

Cistus ladanifer 802.89 + 45.52 ab 655.05 =+ 62.55 cdef 0.03

Cistus multiflorus 408.66 + 52.27 cde 514.26 + 39.86 f8h 0.08
Cistus albidus 580.25 =+ 93.34 b¢ 1260.47 + 472.40 @ 0.152
Cistus salviifolius 554.8 -+ 59.73 be 1029.99 =+ 140.38 2P 0.048
Lavandula stoechas 1029.25 +23.152 554.07 + 13.66 8 <0.001
Crataegus monogyna 387.96 + 29.43 <d 855.23 + 18.67 bede <0.001
Malva sylvestris 67.00 + 9.33 de 156.32 + 6.69 N 0.001
Rubus ulmifolius 305.24 + 8.79 <de 953.61 + 76.27 abc <0.001
Quercus ilex 387.54 + 36.58 927.84 + 112.79 abed 0.001
Morus alba 26.95 4 3.92 de 286.38 + 10.07 8hi <0.001
Ulmus sp. 131.71 + 22.41 de 263.36 4 3.17 8N 0.001
Asparagus sp. 92.08 + 4.19 de 302.57 + 18.61 fghi <0.001
Urginea maritima 795+ 521°¢ 57.94 +£3.711 <0.001

1'SD: standard deviation. 2 p values of the variable extraction methods. ' Values with different superscript letters
are significantly different (p < 0.05) between plants.

In general, when the two extraction methods were compared, it was found that there
were significant differences, the highest values being found for the ultrasound extraction.
The concentrations of phenolic compounds obtained by ultrasound ranged from 57.94 to
1260.47 mg GAE/100 g, and those obtained by agitation ranged from 26.95 to 1029.25 mg
GAE/100 g. This agrees with the results reported by Bimakr et al. [32] in which ultrasound
extraction allowed for the acquisition of 152.25 mg GAE/g from Malva sylvestris, while
only 128.88 mg GAE/g was obtained by agitation. In a different research, the ultrasound
extraction efficiency was also higher, showing a maximum value of 16.41 mg GAE/g of
blueberry pomace, while the conventional agitation method showed a maximum value of
5.08 mg GAE/g [33]. Due to the above, it can be said that extraction by ultrasound proved
to be more effective.

Furthermore, comparing the plants it can be observed that Cistus albidus, C. salviifolius,
Rubus ulmifolius and Q. ilex were the ones with the highest phenolic compound concentra-
tions obtained, the levels being between 927.84 mg and 1260.47 mg GAE/100 g (p < 0.05).
Cistus is an aromatic plant highly valued for its functional properties, among which the
phenolic compound content is remarkable. In the study performed by Abu-Orabi et al. [34],
the concentrations of phenolic compounds in the flowers of C. salviifolius ranged from 111
to 183.8 mg GAE/g, and in the leaves from 126 to 393 mg GAE/g. In our study, one of
the plants that presented more phenolic compounds was Q. ilex, corroborating with many
studies that have demonstrated a high content of these bioactive compounds, as presented
by Amessis-Ouchemoukh et al. [35]. Hadidi et al. [36] also obtained between 2103.346 and
4580.316 mg GAE/100 g from the leaves of this tree.

The antioxidant activity analysed by the two methods, DPPH and ABTS, and the
antihypertensive activity determined by the ACE inhibitory activity of the extracts obtained
from the plants are presented in Table 2.
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Table 2. Antioxidant activi
ACE inhibitory activity of e
extraction (UE) performed)

ty (DPPH and ABTS) expressed in mg Trolox/100 g fresh plant and IC50 values (ug/mL) of
xtracts for the different extraction methods (mechanical agitation (AE) and ultrasound-assisted

Plant DPPH p! ABTS r 1C50 r
AE UE AE UE AE UE

Calendula officinalis 60.51 ¢ 183.69 <0.001 67.05 335.94 ¢ <0.001 180.19 b4 1538520 0418
Rosmarinus officinalis 100.98 © 95.75 ¢ 0.57 256.66 ¢ 273.40 °f <0.001 139.91 de 115.86 2 0.234
Cistus ladanifer 2397.47 2363.34 2 0.015 467.93 4 753.75 be <0.001 11.27f 5854 0.056
Cistus multiflorus 793.67 b¢ 953.12 bc 0.007 374.72 de 504.78 4 <0.001 187.13 bed 65.46 4 0.008
Cistus albidus 276.51 ¢ 262.64 ¢ 0.061 434.68 4 825.51 " <0.001 30.37f 21.69 4 0.322
Cistus salviifolius 4027 ¢ 100.80 <0.001 804.74 P 832.72b 0.305 62.13 ©f 16.53 <d 0.107
Lavandula stoechas 18.93 ¢ 91.23°¢ <0.001 4574 f 256.32 f <0.001 172.47 bed 189.79 0.362
Crataegus monogyna 106.25 € 216.46 0.001 532.99 <d 718.05 be 0.012 174.61Pd 151772 0.267
Malova sylvestris 37.65 ¢ 147.53 0.001 77.40 f 26293 f <0.001 202.73 be 112.92 2P 0.039
Rubus ulmifolius 93.28 ¢ 131.50 <0.001 644.23 842.33 P 0.001 315.582 65.40 4 0.036
Quercus ilex 1531.95 1611.59 0.599 2531.412 2306.17 2 0.117 198.58 be 80.38 be 0.001
Morus alba 29.45°¢ 255.42 ¢ <0.001 60.92 f 303.40 ©f <0.001 232.66 P 137.89 0.042
Ulmus sp. 70.76 € 366.43 ¢ <0.001 261.76 © 397.37°¢ <0.001 142.77 de 72.63 be 0.055
Asparagus sp. 40.32°¢ 244.87 ¢ 0.013 99.46 f 260.48 f 0.002 110.86 d¢ 99.37 be 0.412
Urginea maritima 17.05 ¢ 132.08 0.05 41.96f 154.62 f 0.002 198.37 be 152.022>  0.032

Values are given as mean (1 = 3). ! p values of the variable extraction methods. *f Values with different superscript letters are significantly
different (p < 0.05) between plants.

In general, it can be observed that the ABTS values were higher than those provided
by the DPPH method (Table 2), which may be related to the way in which the ABTS and
DPPH radicals work. However, comparing the compound extraction methods, it was
found that the values obtained by ultrasound were higher than those found for agitation
(p < 0.05): between 91.23 and 2363.34 mg Trolox/100 g for DPPH and 154.62 and 2306.17 mg
Trolox/100 g for ABTS. In addition, when analysing the activity according to the plants,
Cistus and Q. ilex were the ones with the highest values, meaning that those plants showed
the highest antioxidant activity. Furthermore, it can be observed that the extracts with
the highest antioxidant activity were not those with the highest total phenolic compound
concentrations, which may be due to the different compound compositions [37,38]. The
genus Cistus is one of the plants with greater beneficial properties, among which its
antioxidant activity, related to its phenolic compound content extracted mainly with ethanol
is highlighted [39]. Among the species highlighted for their antioxidant character is Q. ilex,
which is reported in this study and supported by other studies such as that by Arina and
Harisun [40], who obtained 90% radical inhibition.

Hypotensive activity, expressed as IC50, measures the amount of any substance
needed to inhibit 50% of ACE. Table 2 shows that the phenolic compounds extracted from
Cistus multiflorus, Malva sylvestris, R. ulmifolius, Q. ilex, Morus alba and Urginea marina using
ultrasound had a lower IC50 (p < 0.05) than those extracted by agitation. This means
that, with a smaller amount of these compounds, the ACE activity is reduced to half
and ultrasound is more effective as an extraction method. However, within the plants,
it can be observed that species of the genus Cistus, among them C. albidus, C. ladanifer
and C. salviifolius, were the ones with a lower IC50, with values between 5.85 pug/mL
(C. ladanifer) and 21.69 pg/mL (C. albidus). Additionally, R. ulmifolius, with an IC50 of
65.40 ng/mL, was also found within these plants with lower IC values. This activity is
directly related to the phenolic compound content, so that the higher the amount of these
bioactive compounds, the higher the ACE inhibitory activity. This fact has been confirmed
in this study and in others such as the one presented by Chaudhary et al. [41] on several
medicinal plants.

Table 3 shows statistical analysis of the variables studied (plants, extraction method
and concentration) and the antimicrobial effect on the six pathogenic bacteria analysed, as
well as their interactions (p < 0.05).
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Table 3. Diameter of inhibition zones in mm of different concentrations of plant extracts tested that showed activity against

bacteria.
L. Monocytogenes L. Innocua S. Aureus B. Cereus E. Coli S. Choleraesuis
Plant Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Cistus multiflorus - - - - - 5.26 +4.68 ©
Cistus albidus 1.62 +£2404 2.89 +4.284 319 +4.724 2.62 £3.87¢ 235+3478 5.28 £2.80°¢
Cistus ladanifer 1.85+2.76¢ 3.23 £4.78¢ 322 +3574 3.00 + 4.46° 2.86 £4.24¢ 7.82+2972
Cistus salviifolius 0.83 +1.938 529 +£4.102 3.28 +£3.564 - 425+ 328" 42243794
Lavandula stoechas 138 +3.21¢ - 1.49 +3.48f - - 0.87 +2.031
Quercus ilex 3.88 +4.692 3.56 + 4.04 P 5.45+2972 3.79 +3.342 5.07 +3.862 6.27 + 3.55P
Rosmarinus officinalis 1.15 +2.69 f - 1.88 +2.91°¢ 0.99 + 232 ef 0.00 4+ 0.00 -
Rubus ulmifolius 218 £3.23° 2.76 + 3.56 4 398 +£3.08°¢ 1.89 +2.81 4 3.93+293°¢ 357 £206f
Crataegus monogyna - - 1.85+£276°¢ - 3.75 4+ 3.98 4 -
Asparagus sp. - - - - 2.00 +2.95h -
Malva sylvestris - - 43+ 6.60° 3.88 £5.732 2.56 +3.79f 3.37 £ 4.98f
Morus alba - - - - - 3.85+5.69¢
Urginea maritima - - 1.18 +2.76 8 1.04 +244°¢ 1.37 £3.191 152+ 3548
Ulmus sp. - - 116 +£2.718 0.86 +2.00f 1.18 +2.76 1.19 +2.788
Extraction method -
Agitation 0.63 +1.99 0.85 +2.53 2.30 4+ 3.41 1.38 4+ 3.00 2.19 +3.33 2.66 + 3.78
Ultrasound 1.214+271 1.68 + 3.35 213 +3.77 1.20 +2.93 1.99 4+ 3.27 3.51 +4.18
Concentration (mg/mL)
2 2.10+3.332 244 + 41279 495 +444° 3.39 +4.1872 434 +£386° 5.76 £4.80°2
1 0.51+1.85P 0.9542.38" 1.36 £2.41° 0.40 +1.48° 1.75 £ 2.82° 236 +3.07"
0.5 0.15+0.80 ¢ 041 +£1.49°¢ 034 +1.24°¢ 0.08 +£0.42°¢ 0.19 £0.99 ¢ 1.14 +2.09 €
Pplants <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Pextraction <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Pconcentration <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Pplant x extraction <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

-: no inhibition; *: values with different superscript letters indicate statistical differences (p < 0.05).

Concerning the study of the plants’ effect, it can be observed that C. salviifolius and
Q. ilex presented a greater inhibition capacity on the six pathogenic bacteria studied
(p < 0.05). The rest of the plants belonging to the genus Cistus (C. multiflorus, C. albidus
and C. ladanifer) presented a greater inhibition capacity against Salmonella choleraesuis.
R. ulmifolius presented a greater inhibition capacity against Listeria monocytogenes, S. aureus
and E. coli.

Regarding the extraction method, greater inhibition capacity was obtained through
ultrasound against three of the six bacteria studied: L. monocytogenes, L. innocua and
S. choleraesuis.

The concentration of extract also affected this activity, since the higher its concentra-
tion, the higher its inhibition capacity, with 2 mg/mL being the concentration with the
greatest antimicrobial capacity against the six bacteria studied. Therefore, the genus Cistus
is highlighted for its antimicrobial capacity. This agrees with the results obtained by Mah-
moudi et al. [42] who, after studying the antimicrobial activity of two species of the genus
Cistus, observed higher activity against E. coli. It is commonly known that Gram-positive
bacteria are more susceptible to natural extracts and Gram-negative ones are less sensitive
to natural extracts. Nevertheless, there are exceptions in which Gram-negative bacteria are
more susceptible than Gram-positive ones towards some natural extracts [43], highlighting
the susceptibility of E. coli.

In addition, Quercus extract contains metabolites belonging to various chemical groups;
the phenolic compounds (benzoics, cinnamics, coumarins, stilbenes, flavonoids, lignans
and tannins) are the most representative. Other groups include carbohydrates, amino acids,
fatty acids, carboxylic acids, and other secondary metabolites, terpenoids and alkaloids [44].
Some of these compounds have been previously reported as antimicrobial compounds
in Q. ilex and another Quercus spp. [45]. The antimicrobial activity of this genus has
been proven against various microorganisms, including E. coli and S. aureus. This activity
depends on the species and the extract obtained, as well as the method of acquisition [46].
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Based on the results, it is possible to state that the antibacterial activity is influenced
by the method of extracting phenolic compounds, the concentration and the plant extract
used.

Table 4 shows the statistical analysis of the variables studied (plants, extraction method
and concentration) and the antimicrobial effect on the four spoilage yeasts analysed, as
well as their interactions (p < 0.05).

Table 4. Diameter of inhibition zones in mm of different concentrations of plant extracts tested that showed activity against

yeasts.
C. Boidinii K. Fluxuum P. Carsonii Z. Bailii
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Cistus albidus 283+424d 517 +4.11b 4.87 +3.76 ¢ 5.31 +3.04 ¢
Cistus ladanifer 755+2742 7.83+3212 8.11 £ 3.082 7.69 £2932
Cistus salviifolius 1.62+3.79°¢ 4.53 +4.04 bc - 1.31 +3.064
Lavandula stoechas - 1.54 +2.984 233 +3504 1.33+3.099
Quercus ilex 5.46 + 6.09 P 7.53 +4.892 337 +4.65P 6.52 +5.03b
Rosmarinus officinalis - 1.025 +2.39 4 12+280°¢ -
Rubus ulmifolius 3.154+4.89°¢ 3.51 +£3.71°¢ 1.01 £237f 116 £2.71°¢
Extraction method
1.87 & 3.57 3.62 +3.41 2.76 +3.73 324 +4.14
Ultrasound 4.02 +5.04 5.27 +5.01 3.78 - 4.43 3.42 +4.26
Concentration (mg/mL)
597 £5.532 7.05+5.262 5.88 +4.872 6.12 +4.892
2.14 + 353b 479 +283b 320+ 331b 2.87 +346P
0.73 +1.83°¢ 151 4+249¢ 073 +1.82°¢ 0.99 +1.96°¢
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Pextraction <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Pconcentration <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Pplant x extraction <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

a-f.

-: no inhibition; *: values with different superscript letters indicate statistical differences (p < 0.05).

Cistus ladanifer showed a greater inhibition capacity against the four studied spoilage
yeasts and C. albidus showed greater capacity against K. fluxuum, P. carsonii and Z. bailii
(p < 0.05; Table 3). A greater inhibition capacity of Q. ilex can also be observed against
C. boidinii, K. fluxuum and Z. bailii.

In addition, greater inhibition capacity against the studied yeasts was obtained with
ultrasound extraction, and the highest concentration of extracts, 2 mg/mL, showed a
greater antimicrobial capacity.

Ceylan et al. [47] performed studies with several aromatic plants and observed their
activity against yeasts of the genus Candida.

When comparing the results presented in Tables 3 and 4, it can be observed that plants
with activity against bacteria do not show activity against yeasts or do so to a lesser extent.
That was the case for C. salviifolius, R. ulmifolius and Malva sylvestris. The first two presented
lower activity against yeasts compared to bacteria (Table 3); M. sylvestris did not present
any activity against the studied yeasts, so it was not included in Table 4.

Q. ilex is also described as having antimicrobial and antifungal properties. Merghache
et al. [48] demonstrated the inhibition capacity of the wood ashes of Q. ilex against yeasts
even at low concentrations (5%).

Therefore, as previously stated for antibacterial activity, based on the results, antifun-
gal activity is influenced by the method of extracting phenolic compounds, the concentra-
tion and the plant extract used.

Finally, the PCA developed with the different parameters studied, to determine the
relevance of each parameter in the plant extracts obtained with the two extraction methods
used, is shown in Figure 1.
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Figure 1. Principal component analysis of the parameters analysed in the extracts from different plants extracted by agitation

(A) and ultrasound (U). Loading plot (A). TPC: total phenolic compounds; DPPH and ABTS: antioxidant activity of extracts;

IC50: extract concentration (ng/mL) required to reduce 50% of ACE; B. cereus, S. aureus, E. coli, S. choleraesuis, L. innocua
and L. monocytogenes: antimicrobial activity against each of the bacteria; Z. bailii, P. carsonii, C. boidinii and K. fluxuum:
antimicrobial activity against each of the yeasts. Score plot (B). Plant extracts extracted by agitation (blue); plant extracts

extracted by ultrasound (orange).

Figure 1 shows that the Q. ilex extracts extracted by ultrasound (U) and those of
C. ladanifer extracted by both methods (A and U) are located on the negative and positive
axes, respectively, of the main component 1 defined by antimicrobial activity against yeast,
explaining 57.79% of the total variance. The M. sylvestris extracts were associated with
the main component 2 (13.11% of the total variance), with the positive part defined by
antimicrobial activity against B. cereus bacteria.

Among the observed results, it can be highlighted that the extracts obtained by
ultrasound from the plants belonging to the genera Cistus, especially C. ladanifer and
C. albidus, and Quercus (Q. ilex), were the ones that presented the highest number of
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phenolic compounds, and highest antioxidant and antimicrobial activity. It was also
possible to observe that the extracts of the genus Cistus, highlighting C. ladanifer extracted
by ultrasound, were the ones that presented the best results for antihypertensive activity,
since the concentration (ug/mL) of extract necessary to inhibit 50% of ACE is lower, which
explains why the IC50 is in the opposite plane for these plant extracts.

4. Conclusions

In general, when the two extraction methods used to obtain phenolic compounds
were compared, it was found that there were significant differences, with the highest values
found for ultrasound extraction. In addition, the extracts obtained from Cistus albidus,
C. salviifolius, R. ulmifolius and Q. ilex were the ones with the highest concentrations of
phenolic compounds. The antioxidant activity was higher in the Cistus and Q. ilex extracts
obtained by ultrasound, as was the antihypertensive activity. The antimicrobial activity
was also higher in the extracts obtained by ultrasound from C. salviifolius and Q. ilex plants
against bacteria and C. ladanifer against yeast.

Therefore, it can be concluded that, by ultrasound extraction of the phenolic com-
pounds from the plants C. ladanifer, C. albidus and Q. ilex, it is possible to obtain extracts
with significant functional properties, so that they could be studied for their use in food
with the aim of obtaining healthy and safe products, favouring the sustainability of the
Dehesa Extremefia environment.
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Abstract: This study identified the compounds obtained from four native Dehesa plants, which
were holm oak, elm, blackberry and white rockrose, and evaluated their ability to inhibit the growth
and production of aflatoxins B; and B; of two strains of mycotoxigenic Aspergillus flavus. For this
purpose, phenolic compounds present in the leaves and flowers of the plants were extracted and
identified, and subsequently, the effect on the growth of A. flavus, aflatoxin production and the
expression of a gene related to its synthesis were studied. Cistus albidus was the plant with the highest
concentration of phenolic compounds, followed by Quercus ilex. Phenolic acids and flavonoids
were mainly identified, and there was great variability among plant extracts in terms of the type
and quantity of compounds. Concentrated and diluted extracts were used for each individual
plant. The influence on mold growth was not very significant for any of the extracts. However,
those obtained from plants of the genus Quercus ilex, followed by Ulmus sp., were very useful for
inhibiting the production of aflatoxin B; and B, produced by the two strains of A. flavus. Expression
studies of the gene involved in the aflatoxin synthesis pathway did not prove to be effective. The
results indicated that using these new natural antifungal compounds from the Dehesa for aflatoxin
production inhibition would be desirable, promoting respect for the environment by avoiding the
use of chemical fungicides. However, further studies are needed to determine whether the specific
phenolic compounds responsible for the antifungal activity of Quercus ilex and Ulmus sp. produce the
antifungal activity in pure form, as well as to verify the action mechanism of these compounds.

Keywords: aromatic Dehesa plants; phenolic compounds; antifungal activity; Aspergillus flavus;
aflatoxins

1. Introduction

Aromatic plants are a group of plants whose active compounds are constituted, to-
tally or partially, by essences, representing about 0.7% of the total number of medicinal
plants [1]. Their extracts have been used for various purposes, as well as in medicine, food,
cosmetics, pharmacy and perfumery due to their strong antioxidant activity since they
contain polyphenols, vitamin E, selenium, vitamin C, 3-carotene, lutein, lycopene, and
other carotenoids that play a fundamental role in adsorbing and neutralizing free radicals
to improve human health [2], slowing the development of diseases related to oxidative
stress such as cancer, diabetes or Alzheimer’s disease. These plants are considered a future
option, especially for areas with special qualities (mountainous, scrubland, moderate arid
areas, etc.) where conventional crops are not feasible or profitable [3].

The Extremadura Dehesa is a region in Spain that has been declared a UNESCO
Biosphere Reserve and is characterized as a very diverse ecosystem. A great heterogeneity
of aromatic and medicinal plants can be found [4]. This included Quercus ilex, whose
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extracts have been highlighted for their anti-inflammatory, antibacterial, hepatoprotective,
antidiabetic, anticancer, gastroprotective, antioxidant and cytotoxic properties [5]. Other
Dehesa plants such as Ulmus sp., Rubus ulmifolius and Cistus albidus have been studied,
and from their extracts, vitamins (ascorbic acid), reducing sugars (glucose and fructose),
polyunsaturated fatty acids and eicosadienoic acids have been obtained [6]. The functional
properties offered by these plants correspond mainly to the phenolic compounds found
in their fruits, seeds, leaves, stems and flowers. These constitute a relatively wide group
of compounds that belong to the secondary metabolism of plants and whose molecular
structure presents a hydroxyl group linked to an aromatic ring, which confers antimicrobial
capacity. They are organized into several groups; phenolic acids, flavonoids, and non-
flavonoids are the main groups [7]. Several studies have demonstrated the antimicrobial
effects of these phenolic compounds, highlighting their use against pathogenic bacteria
and spoilage yeasts in food [4]. Consequently, these plants could be studied as well as
an alternative to avoid and reduce the presence of molds in food and, consequently, the
occurrence of mycotoxins.

Mold growth in food may cause different food spoilage and serious health risks for
consumers due to the production of toxic metabolites. The genera Penicillium, Aspergillus,
Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Mucor and Rhizopus are included in this group [8]. The
mycotoxins that are produced have toxic effects even when consumed in small amounts
since they have accumulative effects on the organism [9]. Several EU regulations currently
exist on maximum limits allowed for the most widely recognized mycotoxins, aflatoxin,
ochratoxin, zearalenone fumonisin and patulin. These regulations are particularly severe in
terms of the limits required for foods and food products destined for infants and children,
as they are more susceptible to the effects of mycotoxin contamination [10]. Among the
mycotoxins, aflatoxins, produced mainly by Aspergillus flavus, are undoubtedly the most
documented of all mycotoxins and are widely present in foods [11]. There are six types
of aflatoxins (B1, By, G1, Gy, M; and M) [12], where aflatoxin By, AFB;, stands out for
being considered as Class I carcinogens by the World Health Organization (WHO). More
specifically, the bioaccessibility of AFB; in infant formulas has been reported to be higher
than for other mycotoxins, being, therefore, more toxic [10]. They can be both acutely and
chronically toxic and be carcinogenic, mutagenic, teratogenic and immunosuppressive
to most mammalian species [13,14]. Aflatoxins have been detected in many foods, but
their presence is especially important in maize, cottonseeds, peanuts and other nuts [15,16].
Conventional chemical and physical methods are insufficient to remove toxins from foods,
and the use of synthetic compounds to inhibit mold growth can lead to resistance and health
problems [17]. For these reasons, an urgent need exists to identify a healthy alternative
strategy to reduce aflatoxin contamination by molds using natural compounds that can
affect inhibiting mold growth or block biosynthesis. In the case of pathways directly related
to aflatoxin biosynthesis, the afIR gene is the regulatory gene for aflatoxin synthesis, and it
has been described that there is an intimate correlation between the expression of this gene
and the production of the aflatoxins AFB; and AFG; [18-20].

This study aims to evaluate the compounds present in the native plants of the Dehesa,
holm oak, elm, blackberry and white rockrose, identifying the compounds present in
each extract and subsequently assaying their antifungal activities against two strains of
mycotoxigenic A. flavus, as well as their influence on aflatoxin AFB; and AFB, production
and expression of genes related to these mycotoxins.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material

Four aromatic plants have been used in this work, the leaves of Quercus ilex (Holm
oak), Ulmus sp. (Elm), Rubus ulmifolius (Blackberry) and the flowers of Cistus albidus
(White rockrose) provided by a company located in a Dehesa area of Peraleda de la Mata
municipality, Caceres, Extremadura. They were collected in February 2021. All samples
were packed in vacuum bags and stored at 4 °C until use.
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2.2. Fungal Strains

For this study, two strains of the aflatoxigenic mold A. flavus, Cq103 and Cg8, that
produce aflatoxin B1 and B2 from the collection of the CAMIALI group from the University
of Extremadura, Spain, were used. Both were seeded in a Petri dish in Potato Dextrose
Agar (PDA; Oxoid, Madrid, Spain) and allowed to grow at 25 °C for five days [19].

2.3. Extraction of Phenolic Compounds from Plants

For the extraction of phenolic compounds from plants, the ultrasonic extraction
method was used [4]. The resulting aqueous extracts were mixed to a known final volume.

The extracts were purified using HYPERSEP C18 500MG/3ML/50PLG purification
columns, through which 10 mL of methanol and 10 mL of Milli-Q water were passed,
followed by a vacuum to activate them, and then air was allowed to pass. Finally, 2 mL of
the sample extracts were passed through and washed with 10 mL of Milli-Q water, and the
sample was collected in a test tube with methanol. The solution was then evaporated in a
rotary evaporator under a vacuum at 35 °C and resuspended in water.

2.4. Determination of Total Phenolic Content and Phenolic Compound Identification

The Folin—Ciocalteu method described by Wettasinghe and Shahidi [21] was used to
determine the total phenolic content. For this purpose, 0.5 mL of sample, 10 mL of Milli-Q
water and 1 mL of Folin—Ciocalteu’s reagent was added to a 25 mL volumetric flask, shaken
and waited for about 3 min, then 2 mL of saturated sodium carbonate was added, shaken
rapidly, the flask was made up to volume with Milli-Q water and left for 1 h in the dark.
Finally, the absorbance of the samples was measured at 760 nm. Gallic acid was used as
standard. Results are expressed as mg gallic acid equivalents (GAE)/100 g of fresh plants.
All experiments were performed in triplicate. The bioactive compounds identification was
performed by HPLC-UV-ESI-MS/MS with the extracts diluted to 100 mg/L in methanol.
Samples were filtered through a 0.22 um syringe filter and injected into an HPLC (Agilent
HPLC-QTOF Model G6530, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) equipped with a C18
column (4.6 x 1.50 mm, x 4.8 um) Agilent Technologies. Phenolic compounds identification
was performed with a quadrupole time-of-flight (Q-TOF) tandem mass analyzer with an
electrospray ionization (ESI) source. The gas flow rate was 11 mL/min at 280 °C (35 psi
nebulizer). Gradient elution was done with a mixture of hydrocyanic acid/water (5:95,
v/v) as solvent A and hydrocyanic acid/water/formic acid (95:4.9:0.1 v/v/v) as solvent B,
with a flow rate of 0.350 mL/min. The solvent gradient started with solvent B/solvent A
(5:95, v/v), reaching 90:10 (v/v) at 15 and 20 min and returning to initial conditions during
the last 10 min. The tentative identification of bioactive compounds was elucidated from
the MassBank database. All samples were injected in triplicate.

2.5. Antifungal Experimental Conditions and Sampling

Once the molds were grown on PDA agar plates, the spores were collected with 2 mL
of sterile Milli-Q water using 1 mL micropipettes and transferred to a sterile Eppendorf tube.
Neubauer chamber was used to quantify spore suspension and adjusted to 10° spores/mL.
This procedure was performed in a safety room and Bunsen burner. PDA plates were
inoculated with 100 uL of different concentrations of each extract (250 and 150 mg/L)
spread with the aid of a glass loop and 10 pL of the spore suspension of each mold. The
strains were inoculated separately. Inoculation of the suspension of each mold, Cq8 and
CQ103, were used, and the negative control was done with water. The experiment was
carried out for 11 days, during which the Petri dishes were incubated at 25 °C in order to
evaluate the reaction of the aflatoxigenic molds at their optimum growth temperature. The
experiment was carried out in triplicate.

2.6. Mold Growth Monitoring

To evaluate the effect of the purified extracts on the growth of both strains of A. flavus,
the colony diameter (mm) was measured in two directions at right angles to each other every
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day at the same time to prevent alterations in the measurements following the methodology
specified by Casquete et al. [22]. Next, regression curves, growth (mm) versus days of
incubation, were obtained for the linear phase of mold growth under study. Generally,
mold growth was considered to have a linear phase when the correlation coefficient of
the line (R2) was very close to 1. Data that did not fit a linear regression of the line were
rejected in the construction of the line. Next, the growth rate of A. flavus in the presence
and absence of the purified plant extracts was determined. The experiment was carried out
in triplicate.

2.7. Extraction and Quantification of Aflatoxins

For extraction and quantification of aflatoxins was done at the end of the assay. Half
of the contents of the Petri dishes were poured into a Stomacher bag individually, 100 mL
of chloroform was added in a fume hood, mixed well, and allowed to settle for 1 h in
the dark. The solution was filtered in a rotary evaporator flask with a filter to which two
tablespoons of anhydrous sulfate were added. Next, a wash was made by adding 10 mL
of chloroform to the bag. The filtrate was brought to evaporate at a rotary evaporator at
a temperature of 30 °C; once evaporated, 2 mL of chloroform was added and transferred
to Kimax tubes to evaporate the solvent in the Mivac with nitrogen gas. Then, 1 mL of
chloroform was added to these tubes and evaporated again. Next, 500 puL of methanol and
500 pL of Milli-Q water were added and shaken in a vortex, passing the solution into a
vial through a 0.2 uM filter with a 1 mL syringe. For aflatoxin quantification, vial samples
were analyzed on HPLC with a diode array detector [18]. The mobile phase used for the
separation contained HPLC-grade water (solvent A) and HPLC-grade acetonitrile (solvent
B), run in a gradient mode set from 15% B at the start to 100% B at 30 min. Three minutes
were necessary to equilibrate the column. All solvents used were purchased from Thermo
Fisher Scientific (Runcorn, UK). The injection volume was 25 pL, and the flow rate was
1 mL/min. Calibrations were carried out for each aflatoxin, B; and By, using standards
obtained from Sigma-Aldrich.

2.8. Gene Expression Studies

For the study of the relative expression of the afIR gene [19] involved in aflatoxin
synthesis, the other half of the plate was scraped with a scalpel and frozen at —80 °C until
RNA extraction. RNA was isolated using the Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Samples of 250 to 500 mg of mycelium biomass were ground to powder in a pre-
frozen mortar with liquid nitrogen, and total RNA was purified. Gene expression studies
were performed by using reverse-transcription real-time quantitative PCR. First, cDNA was
synthesized using about 500 ng of total RNA according to the kit protocol (Takara Bio Inc.,
Otsu, Shiga, Japan) and then used for quantitative PCR analysis. Primer pairs AfIRTaql/2
(AfIRTaql TCGTCCTTATCGTTCTCAAGG; AflIRTaq2 ACTGTTGCTACAGCTGCCACT)
were used to amplify the regulatory gene (afIR) and the primer pair F/R-TUBjd (F-TUBjd
TCTTCATGGTTGGCTTCGCT; R-TUBjd CTTGGGGTCGAACATCTGCT) amplified the
B-tubulin (3-TUB.JD) gene, used as the endogenous control [19]. The qPCR reactions were
carried out using an Applied Biosystems 7300 Fast Real-Time PCR system with SYBR
Premix Ex Taq (Takara Bio Inc.) in the PCR reaction. The expression of the afIR gene with
the housekeeping gene (3-tubulin as an endogenous expressed control was quantified [20].

2.9. Statistical Analysis

Statistical analysis of the data was carried out using SPSS for Windows, version 21.0
(IBM Corp., Armonk, NY, USA). Descriptive statistics of the data were determined, and
the differences within and between groups were studied by one-way analysis of variance
(ANOVA) and separated by Tukey’s honestly significant differences test (p < 0.05). Principal
component analysis (PCA) was performed on the correlation matrix of the variables.
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3. Results and Discussion
3.1. Quantification and Identification of Phenolic Compounds Extracted from Plants

The results of the extracts’ concentration obtained by ultrasound from each type of
plant are presented in Table 1. The table shows that Quercus ilex had twice the concentration
of phenolic compounds compared to Rubus ulmifolius and Ulmus sp., but the plant with the
highest concentration of compounds was Cistus albidus, with 703 mg AGE/100 g of sample.

Table 1. Total phenolic compounds of plant extracts expressed as mg gallic acid equivalents
(GAE)/100 g fresh plant.

Total Phenolic Compounds

Extract

Mean SD1
Quercus ilex 527 + 72.12°
Rubus ulmifolius 257 + 45.25°¢
Ulmus sp. 253 + 11.31°¢
Cistus albidus 703 + 7.072

1 8D, standard deviation. 2P values with different superscripts are significantly different (p < 0.05)
between samples.

Considering that for the first three plants, the leaves were used and are trees, while
for Cistus albidus, which is a shrub, the flowers were used, it is reasonable to assume
that in the flowers, there is a greater amount of these compounds. Cistus is an aromatic
plant highly valued for its functional properties, among which the content of phenolic
compounds is remarkable [23]. Quercus ilex was found to have the most phenolic com-
pounds among those extracted from the leaves of native trees. There are few studies on
this plant, but some authors have also shown that it possesses a large amount of phenolic
compounds. Boy et al. [4] demonstrated that Quercus ilex leaf constitutes a rich source of
bioactive compounds, especially phenolic compounds, with functional properties. Sanchez
Gutiérrez et al. [24] evaluated for the first time the influence of in vitro gastrointestinal
digestion on the bioaccessibility and bioactivity of phenolic compounds in the ground leaf
and leaf powder extract of this plant, demonstrating important health effects.

Table 2 shows the profile of the compounds extracted from the different plants. It
can be observed that there were significant differences regarding the phenolic compound
composition of the different plants. Compounds identified in Cistus albidus were not
found in the other three samples. These compounds were the caffeic acid, eriodictyol,
dihydroquercetin, eriodictyol, naringenin, esculetin-O-glucoside, chlorogenic acid and
kaempferol diglycoside. Among these compounds, caffeic acid and chlorogenic acid are
phenolic compounds of great importance for their antioxidant activity and are frequently
identified in plant extracts and kaempferol as a flavonoid [25,26].

A larger variety of compounds were detected in Quercus ilex, with 12 compounds, and
Rubus ulmifolius, with 11 compounds, many of them common as dihydroquercetin, myricetin,
cynnamic acid, ligstroside glucuronide, 5-O-Caffeoylquinic acid and 5.7-dihydroxy-3'.4'-
dimethoxyflavanone. However, coumaric acid and protocatechuic acid were only detected in
Quercus ilex extracts and kaempferol in Rubus, Ulmus and Cistus extracts. Coumaric acid is
an important phenolic compound for its antioxidant activity and is common in plants, but
kaempferol is less common [25]. Phenolics having antioxidant activity are mainly phenolic
acids and flavonoids. Considerable variation in phenolic compounds has been found in
different plant species. Furthermore, due to the great diversity and complexity of natural
mixtures of phenolic compounds in plant extracts, only the major groups are usually identified.

Many studies have shown a strong correlation between the content and composition
of phenolic compounds and antioxidant and antimicrobial activity [27].
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Table 2. Identification and quantification in arbitrary area units of bioactive compounds from plant extracts analyzed by HPLC-UV-ESI-MS/MS.

Peak Rt (min) [M-HI~ (m/z) MS/MS (m/z) Compound Identified * Quercus ilex Rubus ulmifolius Ulmus sp. Cistus albidus

1 3.020 116 277; 365 L-Valine 0.00° 0.00° 47.24° 0.00°

2 4.167 123 144 Orcinol 0.00° 0.00° 36.63 2 0.00®

3 10.529 179 133; 135; 180 Caffeic acid 0.00° 0.00° 0.00° 44,979.47 2
4 11.026 179 105; 133; 180; 395 Caffeic acid 0.00° 0.00® 0.00° 5876.58
5 11.441 287 449; 611 Eriodictyol 0.00° 0.00° 0.00° 910.522
6 11.69 303 Dihydroquercetin 0.00° 0.00° 0.00° 384.87
7 11.839 287 Eriodictyol 0.00° 0.00® 0.00° 6107.77
8 12.204 271 287 Naringenin 0.00® 0.00° 0.00° 1926.97 2
9 12.403 339 165; 323; 501 Esculetin-O-glucoside 0.00P 0.00P 0.00b 419972
10 12.850 353 127; 659 Chlorogenic acid 0.00° 0.00° 0.00° 5448.26
11 13.603 303 123; 139 Dihydroquercetin 0.00® 0.00® 7517.37 2 0.00°
12 13.664 163 164 Coumaric acid 473.952 0.00° 0.00° 0.00®
13 13.835 287 Eriodictyol 0.00 P 0.00° 5914.22 0.00°
14 13.846 153 171 Protocatechuic acid 255.622 0.00° 0.00® 0.00°
15 13.969 303 Dihydroquercetin 0.00® 761212 0.00° 0.00°
16 14.062 303 Dihydroquercetin 7605.68 2 0.00P 0.00 P 0.00°
17 14.317 317 318 Myricetin 309.19 P 867.96 0.00 © 0.00 €
18 14.443 163 163 Coumaric acid 1890.40 2 0.00° 0.00® 0.00®
19 15.173 147 148 Cynnamic acid 7496.65 3785.26 P 0.00 0.00 €
20 16.208 147 148 Cynnamic acid 1726.29 b 4078.55 2 0.00 € 0.00 €
21 17.550 147 148 Cynnamic acid 784.53 P 3021.26 2 0.00 © 0.00 €
22 17.750 147 148; 283; 847 Cynnamic acid 806.54 2 870.59 2 0.00P 0.00P
23 19.862 537 261; 511 Ligstroside glucuronide 660.18 @ 487.322 0.00b 0.00P
24 19.945 353 354 5-O-Caffeoylquinic acid 653.412 597.34 2 0.00° 0.00°
25 20.138 315 316 57-Dihydroxy-3' 4'- 362.77 P 1663.85 2 181.54b 0.00 ¢

dimethoxyflavanone

26 21.149 593 533; 534; 594 Kaempferol 3-O-rutinoside 0.00 € 8806.99 b 16,605.12 2 0.00 €
27 23.173 533 534; 593; 594 Kaempferol 3-O-malonyl-glucoside 0.00 ¢ 1163.51 P 1323.69 2 0.00 €
28 23.497 593 533 Kaempferol diglycoside 0.00° 0.00° 0.00° 846.83 2
29 24.536 635 575; 576; 636 Trigalloyl-hexoside 0.00® 0.00® 200.312 0.00°

* MassBank < values with different superscripts are significantly different between plant extracts (Tukey’s test; p < 0.05).
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3.2. Activity of the Plants Extracts against Growth and Aflatoxin Production of the Two
Micotoxigenic Aspergillus flavus Strains

The plant extracts were tested for their influence on the growth of two Aspergillus flavus
strains and their effect on aflatoxin production. For this purpose, the concentrations of the
extracts were adjusted at 250 and 150 mg/L of total phenolic compounds. This assay was
carried out during 11 days of incubation at 25 °C. Figure 1 shows the final growth of strains
Cq103 and Cq8 in a PDA medium in the presence of 250 mg/L of the four plant extracts
used. Control was performed without the addition of any extract. It can be observed that
at the end of the study, A. flavus grew with a similar growth rate in the presence of tested
extracts except for the Ulmus sp. extract, where slower growth was observed in both strains.
The final growths were between 8.6 and 5.2 cm in diameter at 11 days for strain CQ103 and
between 8.4 and 5.4 cm for strain CQS8.

StrainCq103

Quercusilex Rubus ulmifolius Ulmus sp. Cistus albidus

Control extract extract extract extract

Strain Cq8 -

Quercus ilex Rubus ulﬁzfolius Ulmus sp. Cistus albidus
Control extract extract extract extract
Figure 1. Growth of A. flavus strains Cq103 and Cq8 in PDA medium in the presence of 250 mg/L of
the four plant extracts and a control without any extract.
The results of the growth rate at different days of sampling and with both concentra-
tions of each extract are shown in Table 3.
Table 3. Growth rate (mm/day) of A. flavus strains Cq103 and Cq8 obtained during 11 days of
incubation at 25 °C.
Cq103 Strain Cq8 Strain
Extract Concentration (mg/L)
Mean sp!? Mean SD
Control 0 7.04 + 0.51 b 7.69 + 0.212
Quercus ilex 150 6.40 + 0.07 &b 7.19 + 0.132
250 6.63 + 0.77 @b 6.94 + 0.33 2P
Rubus 150 6.50 + 0.20 2P 7.01 + 0.48 2P
ulmifolius 250 6.01 + 0.192b 6.87 + 0.07 &b
Ubmus s 150 7.88 + 0.012 7.05 + 0.03 2P
p- 250 4.75 + 0.66° 4.96 + 0.58 ¢
Cistus albid 150 6.93 + 0.69 ab 7.17 + 0.502
st aibidus 250 5.87 = 0.34 2b 6.07 - 051°

1 8D, standard deviation. "¢ values with different superscripts are significantly different (p < 0.05) between
samples for each column.
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A. flavus Cql03 grew at a rate between 7 and 5.8 mm/day with no significant differ-
ences detected between the control and the samples with 150 mg/L and 250 mg/L of the
extracts of Quercus ilex, Rubus ulmifolius and Cistus albidus plants. However, at 250 mg/L of
Ulmus sp. extract, significant differences were detected with respect to the control in the
growth rate, which was 4.75 mm/day. Similar results were observed for the study with
strain Cg8.

Different studies have observed inhibition of the growth of several types of hazardous
molds in food in the presence of plant extracts; however, in our study, this effect on
growth was not as marked. Abbaszadeh et al. [28] evaluated the antifungal efficacy of
plant phenolic compounds, and the results indicated that all compounds were effective to
varying degrees against the growth of different molds. The highest inhibitory activity of
pure thymol, carvacrol, eugenol and menthol compounds were found for Cladosporium sp.
between 100 and 350 ug/mL and Aspergillus sp. at 100 and 125 pg/mL. Faustino et al. [29]
studied the effects of phenolic extracts obtained from Calendula L., rich in hydroxycinnamic
acid and flavonoid derivatives, observing significant activity against Microsporum strains.
Thus, other authors also observed that the inhibition of the growth of various types of
harmful molds in food was different when they were in the presence of plant extracts.

Table 4 shows the effect of the selected plant extracts on the production of aflatoxins
AFB; and AFB; by A. flavus Cq103 and Cq8. In this case, it was observed that while there
were no significant differences in growth for aflatoxin production, there were differences
with respect to the control. All extracts produced inhibition in terms of aflatoxin production,
although to different extents.

In general, AFB; production was higher than AFB, for both strains, and strain Cq103
was less aflatoxin-producing at 25 °C than strain Cg8. In addition, the extracts had higher
activity concentrated at 250 mg/L than those at 150 mg/L.

Quercus ilex produced the greatest inhibition, followed by Ulmus sp. On the other hand,
the extract that had the least effect on aflatoxin production was that of Rubus ulmifolius.

Strain Cq103 was also inhibited in aflatoxin production by Quercus ilex and Ulmus sp.
extracts, but Cq8 was more inhibited by Quercus ilex extracts.

The extracts tested have a different composition of phenolic compounds, as presented
above. This may be the cause of the different activity against aflatoxin production by A. flavus
strains. Different studies on the influence of phenolic compounds on mold growth have been
published. However, there are few studies on the influence of aflatoxin production.

The results of the relative expression of A. flavus genes in the presence of plant extracts
are shown in Table 5. The afIR gene of A. flavus was activated on expression in the presence of
Rubus ulmifolius extract for strain Cq8. However, no significant differences were observed. No
significant changes were seen in the expression of this regulatory gene in any of its forms.
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Table 4. Aflatoxin By and B, (ppb) of strains Cq103 and Cq8 of A. flavus determined in the samples with the different extracts at the end of the assay at 25 °C.

Cq103 A. flavus Strain

Cq8 A. flavus Strain

Extract Concentration (mg/L) Aflatoxin By (ppb) Aflatoxin B; (ppb) Aflatoxin By (ppb) Aflatoxin B, (ppb)
Mean sSpD1 Mean SD Mean SD Mean SD
Control 0 210.82 + 24742 14.12 + 0.832 621.31 + 164.20 2 37.05 + 13.99 ab
Quercus ilex 150 64.37 + 11.71b 2.74 + 0.27°b 199.00 + 12.73 bred 8.07 + 220b
250 53.22 + 6.90P 3.33 + 0.48P 105.06 + 21.264 3.51 + 1.19°
Rubus ulmifolius 150 106.01 + 24.37b 8.93 + 0.27P 446.05 + 60.43 ab 60.86 + 1.532
250 96.01 + 74.37 P 6.93 + 5.27b 411.05 + 30.43 abe 30.86 + 1.53P
150 69.86 + 13.11" 442 + 0.90P 217.38 + 4271 bed 9.51 + 1.77°b
Ulmus sp. b b d b
250 39.66 + 24.05 2.99 + 2.00 163.44 + 74,01 ¢ 6.44 + 415
Cistus albid 150 94.00 + 19.30P 6.97 + 223b 402.93 + 76.71 be 65.73 + 15212
Istus aioraus 250 60.84 + 12.11° 4.61 + 1.20° 218.68 + 25.26 bed 22.31 + 4770

1 SD, standard deviation, *“4 values with different superscripts are significantly different (p < 0.05) between samples for each column.
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Table 5. Relative gene expression log2 of the afIR gene of A. flavus strains Cq103 and Cq8 determined
in the samples with the different extracts at the end of the assay at 25 °C.

Cq103 A. flavus Strain Cq8 A. flavus Strain
Extract Concentration (mg/L)
Mean sD!? Mean SD

Control 0 0.00 + 0.000 0.00 + 0.000
Quercus ilex 150 —0.46 + 0.337 —0.12 + 1.061
250 —3.04 + 0.001 —0.26 + 0.742
Rubus ulmifolius 150 —2.37 + 0.004 0.21 + 0.531
250 —2.49 + 0.004 0.21 + 0.531
Ulmus s 150 —0.40 + 0.519 —2.00 + 0.012
p- 250 —0.58 + 0.321 0.00 + 1.087
Ci Ibid 150 —0.27 + 0.593 —2.17 + 0.000
istus albidus 250 —-0.29 + 0.647 —~1.79 + 0.023

18D, standard deviation.

These results are not as expected since the extracts significantly decreased the pro-
duction of AFB; and AFB; by both A. flavus strains. This inhibition is not observed in
the expression of the regulatory gene of this biosynthetic pathway. Previous studies have
shown that aflR gene expression and AFB; synthesis are closely related [18,30]. This may be
because both gene expression and aflatoxin By and B, production were determined on the
same incubation day, at the end of the assay, 11 days. Different studies have shown that the
expression of genes involved in aflatoxin biosynthesis is cyclic [20], so there may be a lag
between both parameters. Other research has concluded that, although the afIR gene has
been described as the key gene in aflatoxin synthesis, sometimes there is no relationship
between afIR gene expression and toxin production [31] depending on the environmental
and nutritional conditions tested. On the other hand, the fact that the tested strains are
capable of producing more than one mycotoxin makes it more complicated to correlate the
expression of a gene with the production of a specific mycotoxin since the mold activates
several mechanisms to achieve the synthesis of both secondary metabolites [32].

3.3. Multivariate Analysis of the Parameters Studied

Principal component analysis was carried out for phenolic compound content, growth
of A. flavus strains, aflatoxin production and compounds identified in each of the extracts
of the different plants studied to provide an interpretable understanding of the inhibition
of aflatoxin production with the compounds identified in each extract.

Figure 2 shows the two-way loadings and score plots, where PC3 was plotted against
PC1, explaining 67.37% of the total variance. According to Figure 2, aflatoxin productions
were explained by the positive axis of CP3 and were also related to extracts of R. ulmifolius
and its compounds. Extracts of Quercus ilex and Ulmus sp. were located on the negative
axis of CP3, correlating with the lowest values of aflatoxin production. These were mainly
compounds dihydroquercetin, coumaric acid, eriodictyol, protocatechuic acid and cinnamic
acid from Quercus ilex and Ulmus sp. These compounds have been identified in aromatic and
medicinal plants with important functional activities, primarily antioxidant activity [24-26].
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Growth strain 2

-1 -0.5 0 0.5 1 1.5

PC 1 (42.25 %)

Figure 2. Principal component analysis of the analytical results of the plant extracts (Quercus ilex,
Rubus ulmifolius, Ulmus sp. and Cistus albidus); total phenolic compounds (TFC); Growth of strain
1 (Cq103) and strain 2 (Cg8); aflatoxin By and B, production of strains 1 and 2 (AB; strain 1, AB,
strain 1, AB; strain 2 and AB; strain 2) at 250 mg/L concentration of the extracts and the phenolic
compounds identified (Table 2).

4. Conclusions

The results obtained in the present study are of great importance to promote the use
of new natural antifungal compounds that inhibit the production of aflatoxins and that
have been obtained from the natural resources of the Dehesa, fomenting respect for the
environment by avoiding the use of chemical fungicides.

Extracts obtained from plants of the Quercus ilex genus were very useful in inhibiting
the production of aflatoxin By and B, produced by two strains of A. flavus. This extract was
one of the extracts in which a greater number of different compounds were identified and
also had a higher concentration of phenolic compounds than Ulmus sp.

Furthermore, in this study, it has been demonstrated that the compound composition
of the extracts is of vital importance for antifungal activity. In this sense, the compounds
identified from the leaves of Quercus ilex and Ulmus sp. are the ones that may be the most
effective to use as potential antifungals.

The gene expression studies involved in the aflatoxin synthesis pathway to determine
the production were not effective as they were performed at the end of the trial, and,
probably, these genes were expressed earlier.

Consequently, the results obtained are very promising, but future studies are needed
to determine whether pure phenolic compounds are the only ones responsible for the
antifungal activity of Quercus ilex and Ulmus sp. and to verify the mechanism of action of
these compounds.
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Abstract: The aim of this work was to determine the antimicrobial activity of the essential oils of six
plants widely distributed in the Dehesa of Extremadura, such as Calendula officinalis, Cistus ladanifer,
Cistus salviifolius, Cistus multiflorus, Lavandula stoechas, and Rosmarinus officinalis. The content of total
phenolic compounds (TPC) and the antimicrobial activity of the essential oils against pathogenic
and spoilage bacteria and yeasts as well as aflatoxin-producing molds were determined. A great
variability was observed in the composition of the essential oils obtained from the six aromatic plants.
The Cistus ladanifer essential oil had the highest content of total phenols (287.32 ppm), followed
by the Cistus salviifolius essential oil; and the Rosmarinus officinalis essential oil showed the lowest
amount of these compounds. The essential oils showed inhibitory effects on the tested bacteria and
also yeasts, showing a maximum inhibition diameter of 11.50 mm for Salmonella choleraesuis and
Kregervanrija fluxuum in the case of Cistus ladanifer and a maximum diameter of 9 mm for Bacillus
cereus and 9.50 mm for Priceomyces carsonii in the case of Cistus salviifolius. The results stated that
antibacterial and antiyeast activity is influenced by the concentration and the plant material used
for essential oil preparation. In molds, aflatoxin production was inhibited by all the essential oils,
especially the essential oils of Cistus ladanifer and Cistus salviifolius. Therefore, it can be concluded
that the essential oils of native plants have significant antimicrobial properties against pathogenic
and spoilage microorganisms, so they could be studied for their use in the industry as they are cheap,
available, and non-toxic plants that favor the sustainability of the environment of the Dehesa of
Extremefia.

Keywords: essential oils; Dehesa plants; phenolic compounds; antimicrobial activity; aflatoxins

1. Introduction

The use in the pharmaceutical and food industry of medicinal and aromatic plants is
recognized throughout the world [1], and these plants are the source of a wide variety of
chemical compounds that are synthesized to perform important biological functions for the
plants themselves [2]. In the Dehesa of Extremadura, many species of plants considered to
be medicinal can be encountered, being relevant in the pharmaceutical sector [3,4]. Some
of these medicinal plants include Rosmarinus officinalis, Lavandula stoechas [5] and Cistus
ladanifer, Cistus multiflorus, and Cistus salviifolius [6]. Besides their medicinal properties,
these are aromatic plants, which has made them excellent condiments for foods for many
years. One of the most important benefits of these plants is their antimicrobial activity, and
it has been shown that this is mainly because of the phenolic compounds contained in their
flowers, stems, leaves, seeds, and fruits [7,8].

To guarantee the microbial safety of food, consumers are demanding “healthier” and
eco-friendly food production systems, encouraging the development of novel biopreser-
vation strategies based on the use of natural antimicrobial agents in place of synthetic
preservatives. These concerns and the growing demand for organic foods are driving an
increasing interest in natural antimicrobials, which show an effective antagonistic effect
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against a wide range of undesirable microorganisms in food. According to different re-
searchers, the growth of pathogenic and spoilage microorganisms can be strongly reduced
or inhibited by several plant extracts, some of these plants being native to the Dehesa of
Extremadura [7,9]. Phenolic compounds seem to be the main substances responsible for
the antimicrobial effect, and this has been mainly associated with the presence of hydroxyl
groups in their molecules. In fact, the position and number of these groups, i.e., the hy-
droxylation pattern, on the phenolic ring appears to be linked to the importance of the
inhibitory properties exerted by phenolic compounds on microorganisms [10,11]. Thus,
a bactericidal effect has been demonstrated against food-borne bacteria, such as Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella sp., and Escherichia coli [12-14]; spoilage
yeasts [9]; and food pathogenic molds [15].

Most of the natural alternatives to synthetic food preservatives explored in recent
studies are plant extracts in crude or purified form, mainly essential oils or pure compounds,
most of which have been used since ancient times. These have become the focus of interest
for direct application in food products [16]. Essential oils are the plant extracts that have
been most studied for their antimicrobial activity.

Essential oils are aromatic oily liquids obtained from plant material (flowers, buds,
seeds, leaves, twigs, bark, herbs, wood, fruits, and roots). They can be obtained by different
methods, but the steam distillation method is most commonly used for the commercial
production of essential oils [17]. Other extraction methods, such as extraction using liquid
carbon dioxide at low temperature and high pressure, produce a more natural compound
and organoleptic profile, but this is much more expensive and laborious [18]. For this
reason, hydrodistillation is the most used method, although the high extraction temperature
may cause some volatile components to be lost and this may also influence antimicrobial
properties. This seems to be confirmed by the fact that herbal essential oils extracted with
hexane have been shown to exhibit higher antimicrobial activity than the corresponding
steam-distilled essential oils [19]. Essential oils are volatile and should therefore be stored
in airtight containers and in the dark to avoid changes in their composition, as they are
susceptible to damage by factors such as light, heat, oxidation, and hydration.

Essential oils may have more than 60 individual components, depending on the species
and subspecies of the plant from which they are obtained, and the major components may
constitute up to 85% of an essential oil, while other components are present only in trace
form [18]. They contain cyclic and acyclic compounds of different types, such as alcohols,
esters, phenols, ketones, lactones, aldehydes, and oxides. According to different authors,
phenolic compounds are mainly responsible for antibacterial properties, as mentioned
before; however, there is evidence that minor compounds play a key role in antibacterial
activity, possibly by producing a synergistic effect among other compounds [20]. It is
therefore logical to think that considering the great variety of chemical compounds present
in essential oils, their antimicrobial activity is not attributable to a specific mechanism of
action but to the combined action of several of them on different parts of the microbial cell.

Essential oils are effective against molds, yeasts, and bacteria; however, different levels
of susceptibility have been observed for each of group probably due to the difference in
their membranes, as occurs with Gram-negative and Gram-positive bacteria [21]. There are
also different studies on the inhibition of mold growth; however, there are not so many on
the influence on mycotoxin production [22].

For this reason, although there are a large number of studies on essential oils obtained
from aromatic plants, there are few reports focused on native plants of the Dehesa of
Extremeria Therefore, this study aims to evaluate essential oils obtained from different
native plants of the Dehesa of Extremeria, which have been scarcely studied, for their
antimicrobial activity against pathogenic bacteria, spoilage yeasts, and aflatoxin-producing
molds.
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2. Materials and Methods
2.1. Plant Material and Essential Oil Preparation

For the development of this work, different parts, as specified by Boy et al. [9], of 6 plant
species (flowers from Calendula officinalis; stems from Cistus ladanifer, Cistus multiflorus,
Cistus salviifolius, and Lavandula stoechas; and leaves from Rosmarinus officinalis) were used.
They were collected in the region of Extremadura (Spain) by a local company in February
2021. The samples were packed in plastic bags under vacuum and stored at —20 °C until
they were used to obtain the essential oils. The essential oils were obtained by steam
distillation of the aerial parts, flowers, stems, and leaves of wild plants. The essential oils
were obtained according to the procedure described in the European Pharmacopoeia, using
100 g of dried plant material, completely immersed in distilled water and subjected to
hydrodistillation for 3 h, using a Clevenger-type apparatus, in which the essential oils were
obtained as final products. All essential oils were stored in dark glass bottles at 4 °C until
further testing.

2.2. Bacterial, Yeasts, and Mold Strains

Pathogenic and spoilage food-borne bacteria, yeasts, and molds in food were used to
carry out the study. The pathogenic bacteria were Staphylococcus aureus CECT 976, Bacillus
cereus CECT 131, Listeria monocytogenes CECT 911, Listeria innocua CECT 910, Salmonella
choleraesuis CECT 4395, and Escherichia coli CECT 4267, which were obtained from the
Spanish Type Culture Collection (CECT). For spoilage yeasts, Candida boidinii CECT 11153,
Priceomyces carsonii CECT 10230, Kregervanrija fluxuum CECT 12787, and Zygosacharomyces
bailii CECT 11043 were used, also collected from the Spanish Type Culture Collection
(CECT). Finally, 2 strains of Aspergillus flavus strains 1 and strain 2 (CQ8 and CQ103) that
produce aflatoxins By and B isolated from plants [23] were used.

2.3. Total Phenolic Content

The total phenolic content was determined using Folin-Ciocalteu reagent according to
the method described by Wettasinghe and Shahidi [24] in a UV-1800 spectrophotometer
(Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD, USA). As a standard, gallic acid was
used. Results are expressed in mg/L. All experiments were performed in triplicate.

2.4. Antimicrobial Activity against Bacteria and Yeasts

Suspensions of target cells (Section 2.2) were obtained from cultures incubated overnight
at 37 and 25 °C on brain heart infusion agar (BHI; Oxoid, Madrid, Spain) for bacteria and
peptone agar and dextrose extract (YPD; Oxoid, Madrid, Spain) for yeasts. Strains were
transferred to a peptone water sterile solution (Scharlab, Barcelona, Spain) to reach a
turbidity level equivalent to 0.5 McFarland standards after the incubation time had been
completed. Next, 1 mL of each suspension was pipetted into separate sterile Petri dishes, to
which was added 20 mL of melted (45 °C) BHI for bacteria and YPD for yeasts with 1% agar.
Plates with 10 uL of each essential oil were spread over the surface of the plate. The plates
were incubated at 37 °C for bacteria and at 25 °C for yeasts overnight, and the resulting
diameter (mm) of the inhibition zone was measuring. All experiments were performed in
triplicate.

2.5. Antimicrobial Activity against Aspergillus Flavus Strains

First, inocula of the two Aspergillus flavus strains were prepared. For this purpose,
the strains were initially grown on malt extract agar (Scharlab S.L., Barcelona, Spain) at
25 °C for 10 days. A spore suspension of each strain was collected by adding 10 mL of
sterile 0.05% (vol/vol) Tween 80 (Scharlab S.L.) to each mold plate and then rubbing the
surface with a glass rod. The suspension formed was filtered through 2 layers of gauze.
The concentration of each spore suspension was quantified using a Neubauer chamber and
a microscope (Olympus CX 400, Tokyo, Japan) and adjusted to 10° spores/mL with sterile
water.
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For antifungal activity, potato dextrose agar (PDA; Oxoid, Madrid, Spain) plates were
prepared and 100 pL of each essential oil was added and spread over the surface of the
plate. After spreading, the plates were allowed to dry under sterile conditions around a
flame.

For the assay, 10 pL of the spore suspension of each mold was inoculated in a central
spot of the plate. The strains were inoculated separately. Sterile water was used as a
negative control. Plates were incubated at 25 °C for 10 days.

2.5.1. Assessment of Growth

The diameter of the growing colonies was measured in 2 perpendicular directions
every 24 h during the 10 days. The average of both diameters was recorded as the growth
measurement for each strain. The mean colony diameter (mm) of each experiment and
condition was plotted against incubation time (days) to establish growth curves for each
fungal strain, as described by Casquete et al. [23]. The colony growth rate (1 (mm/days))
was determined from the slope of the growth curve.

2.5.2. Aflatoxin Determination

Mycelia were harvested at 10 days, and five 4-mm-diameter agar plugs were extracted
from each fungal colony culture in 2 mL microcentrifuge tubes. For extraction for aflatoxin
quantification, the procedure of Casquete et al. [23] was followed. Aflatoxin analysis was
performed with an Agilent 1100 series HPLC system (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) equipped with a diode array detector (Agilent G1315B) set at 360 nm and using
a C18 HPLC column (250 x 4.6 mm, 5 um particle size; Supelco, Bellefonte, PA, USA). A
calibration curve was plotted for aflatoxins B and B, (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA). Results are expressed as ppb.

2.6. Statistical Analysis

Statistical processing of data was performed using SPSS for Windows, version 21.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Statistical descriptions of the results were established, and
differences, both between and within groups, were analyzed using one-way analysis of
variance (ANOVA) and explained using Tukey’s honest significant difference test (p < 0.05).

3. Results and Discussion

The total phenolic compounds of the essential oils obtained from the different plants
used in the study are presented in Table 1.

Table 1. Total phenolic compounds (mg/L) of essential oils obtained from aromatic plants.

Total Phenolic Content (mg/L)

Essential Oil

Mean SD1
Calendula officinalis 54.26 + 0.77 €
Cistus ladanifer 287.32 + 8.10%
Cistus salviifolius 228.64 + 16.36 P
Cistus multiflorus 40.68 + 7.05¢
Lavandula stoechas 44.37 + 1.81¢
Rosmarinus officinalis 10.66 + 5254
1 SD: standard deviation. >4 Values with different superscript letters are significantly different (p < 0.05) between

plants.

In general, it was observed that the Cistus ladanifer essential oil showed the highest
amount of phenolic compounds, 287.32 mg/L, followed by the Cistus salviifolius essential oil;
and the Rosmarinus officinalis essential oil showed the lowest amount of these compounds.

Boy et al. [9] studied the extraction of phenolic compounds from these plants using
two different methods of agitation and ultrasound and found that Cistus ladanifer and
Cistus salviiflolius stems show the highest amounts of phenolic compounds using the two
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extraction methods compared to Calendula officinalis and Rosmarinus officinalis. However,
Cistus multiflorus and Lavandula stoechas also showed high amounts of phenolic compounds
using these two methods in contrast to those in the essential oils of this study. The extraction
method, therefore, significantly influences the composition of phenolic compounds, as
suggested by different researchers [25].

Table 2 shows the antimicrobial effect of the essential oils studied on the six pathogenic
bacteria analyzed: Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Escherichia coli, and Salmonella choleraesuis.

Table 2. Activity of different essential oils obtained from aromatic plants against pathogenic bacteria,
expressed as the diameter of inhibition zones in mm.

Listeria Listeria Staphylococcus Bacillus Escherichia Salmonella
Essential Oil monocytogenes innocua aureus cereus coli choleraesuis
Mean SD!? Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
Calendula ) ) ) ) ) )
officinalis
Cistus ladanifer 950 + 0712 950 + 0712 8.00 + 0242 9.00 + 151* 1000 + 0.00® 1150 + 0712
Cistus salviifolius 350 + 495® 750 £ 071> 675 £+ 035° 900 + 3242 750 + 071° 650 £ 071P
Cistus multiflorus - - - - - -
Lavandula - 750 4+ 071°b - - - -
stoechas
Rosmarinus } B B ) ) ~
officinalis

1 SD: standard deviation; -: no inhibition; ®P: statistical differences (p < 0.05) found between the values are
indicated by different superscript letters.

It can be observed that Cistus ladanifer and Cistus salviifolius essential oils presented
a greater inhibition capacity on the six pathogenic bacteria studied (p < 0.05), showing
a maximum inhibition diameter of 11.50 mm for Salmonella choleraesuis in the case of
Cistus ladanifer and a maximum diameter of 9 mm for Bacillus cereus in the case of Cistus
salviifolius. The Lavandula stoechas essential oil only showed a greater inhibition capacity
against Listeria innocua—7.50 mm as the diameter of inhibition. The other three essential
oils, from Calendula officinalis, Cistus multiflorus, and Rosmarinus officinalis, did not show
activity against any of the pathogenic bacteria studied.

These results agree partially with the essential oils that contained a higher concentra-
tion of phenolic compounds, which were those of Cistus ladanifer and Cistus salviiflolius.
However, this did not occur in the case of Lavandula stoechas, which presented significant
activity against Listeria innocua and had a low concentration of phenolic compounds in the
essential oil. Consequently, this supports the fact that not only the concentration of phenolic
compounds present in the essential oil is important but also the nature of the compounds
present and their synergies [20]. Gram-positive bacteria are known to be more sensitive to
natural extracts, and Gram-negative bacteria are reported to be less sensitive [21]. However,
exceptions have been reported in which Gram-negative bacteria were found to be more sus-
ceptible than Gram-positive bacteria [9,26,27], highlighting the susceptibility of Salmonella
cholerasuis and Escherichia coli. In contrast, the genus Cistus has been remarked by some
authors for its antimicrobial capacity, after testing the antimicrobial activity of different
species of the genus Cistus and observing greater activity against diverse pathogenic bacte-
rial species and higher activity against Gram-negative ones [9,27]. The essential oil obtained
from Cistus multiflorus did not show activity against any of the evaluated bacteria, which
is in agreement with the work of other authors [9]. Calendula officinalis and Rosmarinus
officinalis essential oils also showed no activity, although the antimicrobial effects of these
plant extracts against bacteria have been reported at high concentrations [28,29].

According to the results, it is possible to conclude that the antibacterial activity may
be influenced by the concentration and the plant material used for essential oil preparation.

The antimicrobial effect of the essential oils on the four spoilage yeasts was also
studied (Table 3).
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Table 3. Activity of different essential oils obtained from aromatic plants against yeasts, expressed as
the diameter of inhibition zones in mm.

Candida Kregervanrija Priceomyces Zygosacharomyces
Essential Oil boidinii Sfluxuum carsonii bailii
Mean SD! Mean SD Mean SD Mean SD
Calendula officinalis - 7.50 + 0.71° 10.50 + 0.712 -
Cistus ladanifer 10.50 + 0712 11.50 + 0712 10.50 + 0712 10.00 + 0.002
Cistus salviifolius 7.50 + 0.71° 7.50 + 0.71° 9.50 + 0.712 7.50 + 0.71°

Cytisus multiflorus
Lavandula stoechas
Rosmarinus officinalis

1 SD: standard deviation; -: no inhibition; *P: statistical differences (p < 0.05) found between the values are
indicated by different superscript letters.

In this case, Cistus ladanifer and Cistus salviifolius essential oils also showed the greatest
inhibitory capacity against the four yeasts studied, with an inhibition diameter between
11.50 and 10 mm for Cistus ladanifer and 9.50 and 7.50 mm for Cistus salviifolius, according
to the greater concentration of phenolic compounds in these essential oils. However, the
Calendula officinalis essential oil was active against the yeasts Kregervanrija fluxuum, with
an inhibition diameter of 7.50 mm, and Priceomyces carsonii, with an inhibition diameter of
10.50 mm, and this plant’s essential oil had a low concentration of phenolic compounds.
These results are in agreement with those obtained previously in studies with extracts
obtained from Cistus plants.

Comparing the results presented in Tables 2 and 3, it was observed that the essential
oil of Calendula officinalis did not show activity against bacteria but did show activity against
yeasts in contrast with the essential oil of Lavandula stoechas. Therefore, as in the case of
antibacterial activity, the activity against yeasts is affected by the concentration of phenolic
compounds as well as by the plant material used for essential oil preparation.

There are different studies in the bibliography that highlight the relevance of the ex-
tracts and oils of Lavandula stoechas and Rosmarinus officinalis for yeasts [30,31]; however, as
previously mentioned in the case of bacteria, the activity takes place at high concentrations
of phenolic compounds.

Finally, the essential oils were tested for their influence on the growth of two strains of
Aspergillus flavus and their effect on aflatoxin production. This assay was carried out for
10 days of incubation at 25 °C. Figure 1 shows the final growth of strain 1 in PDA medium
in the presence of the different essential oils after 10 days of incubation and the control
without the addition of any essential oil. It can be observed that at the end of the study, A.
flavus grew with a similar growth rate in the presence of the essential oils tested. This also
was observed in the case of strain 2. The final growths were between 4 and 3.3 cm diameter
at 10 days for strain 1 and between 4 and 5 cm diameter for strain 2.

Regarding the growth rate results, both strains of Aspergillus flavus grew at a slower
rate in the presence of the essential oils and significantly in the presence of Cistus multiflorus
and Rosmarinus officinalis essential oils for strain 1 and in the presence of all essential oils
except Lavandula stoechas for strain 2 (Table 4).

Although the essential oils assayed showed a similar effect on Aspergillus flavus growth,
significant differences were observed in aflatoxin production. For aflatoxin B; (AFB)
production, the essential oils of Cistus ladanifer and Cistus salviiflolius had the greatest effect,
followed by the essential oils of Cistus multiflorus, Lavandula stoechas, Rosmarinus officinalis,
and, finally, Calendula officinalis (Table 5).
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e0®®

Control Calendula officinalis Cistus ladanifer Cistus salviifolius
essential oil essential oil essential oil

®

Rosmarinus officinalis

Lavandula stoechas
essential oil essential oil essential oil

Cuytisus multiflorus

Figure 1. Growth of Aspergillus flavus strain 1 in PDA medium after 10 days of incubation in the
presence of different essential oils.

Table 4. Growth rate (mm/day) of A. flavus strains 1 and 2 that produce aflatoxins By and By obtained
over 10 days of incubation at 25 °C.

Essential Oil A. flavus Strain 1 A. flavus Strain 2
Mean sp! Mean SD

Control 4.07 + 0.152 5.03 + 0.352
Calendula officinalis 3.68 + 0.26 2P 4.32 + 0.19b
Cistus ladanifer 3.83 + 0.13 2P 448 + 0.22°
Cistus salviifolius 3.73 + 0.10 2P 4.26 + 0.09 P
Cistus multiflorus 3.38 + 0.03° 4.04 + 0.37P
Lavandula stoechas 3.69 + 0.122b 4.81 + 0.25ab
Rosmarinus officinalis 3.42 + 0.03° 4.16 + 0.10°

1 SD: standard deviation; P: values with different superscript letters in the same column indicate statistical
differences (p < 0.05).

Table 5. Production of aflatoxins By and B, (ppb) of Aspergillus flavus strains 1 and 2 determined in
samples with different essential oils at the end of incubation.

Aspergillus flavus Strain 1

Aspergillus flavus Strain 2

Essential Oil Aflatoxin B1 Aflatoxin B2 Aflatoxin B1 Aflatoxin B2
Mean SD1 Mean SD Mean SD Mean SD

Control 140693 + 40606 7760 £+ 12.15% 75028 + 406.06% 7834 4+ 11.082
Calendula officinalis 51691 &+ 22743 780 £ 126P 63655 + 22743 1601 £ 945P
Cistus ladanifer 11835 4+ 4896° 1523 £ 703 25975 £+ 4896° 1023 + 4.89P
Cistus salviifolius 16494 +  68.31°¢ 170 4+ 002° 12971 +  6831° 292 £ 036P
Cistus multiflorus 309.78 4+  52.93P 565 4+ 126 34246 £+ 5293P¢ 461 + 1.20P
Lavandula stoechas 313.00 £  4529P 1002  + 126 33563 £ 4529bc 836 4+ 412P
Rosmarinus officinalis 26847 + 8490Pc 998 £+ 210 39361 + 8490bc 998 L+ 210°

1 SD: standard deviation; ®: values with different superscript letters in the same column indicate statistical
differences (p < 0.05).

The production of aflatoxin B, (AFB,) in both strains was lower than that of AFB;.
Although significant differences were observed with respect to the control, for AFB;, no
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differences were detected with respect to the effect of the different essential oils, probably
because as less aflatoxin is produced, the impact may be more difficult to evaluate.

There are different studies highlighting the ability of plant essential oils to inhibit the
growth of molds. Wan et al. [22] investigated the effect of the nanoemulsions of selected
essential oils (thyme, lemongrass, cinnamon, peppermint, and clove) on antifungal activity
and mycotoxin inhibitory activity using two strains of Fusarium graminearum. Regarding
the inhibition of mycotoxin production, significant inhibitory activity was observed and
the same essential oils presented significant differences in the inhibition of mycotoxin
production in the two strains of Fusarium graminearum, which coincides with our results,
since we also obtained differences in the inhibition of the two strains by the same essential
oils. The antifungal activity of widely known essential oils, such as oregano (Origanum
vulgare) [32], cinnamon [33], clove [34], peppermint, and eucalyptus [35] has also been
tested.

Few research works have focused on the impact of essential oils on mycotoxin produc-
tion, and widely available native plants, such as those of the genus Cistus, as in this work,
have proved to be the ones with the greatest effect.

4. Conclusions

In general, when the different essential oils used were compared, it was observed
that Cistus ladanifer and Cistus salviifolius essential oils had the highest amount of phenolic
compounds, and this may be one of the reasons why these essential oils showed higher
antimicrobial activity against all the microorganisms used, including bacteria, yeasts, and
molds. However, against the pathogenic bacteria tested, the essential oil of Lavandula
stoechas showed significant activity against Listeria innocua and had a low concentration
of phenolic compounds. Something similar occurred with the essential oil of Calendula
officinalis, which was also active against two of the yeasts tested (Kregervanrija fluxuum and
Priceomyces carsonii), although this essential oil also had a low concentration of phenolic
compounds. In the case of experiments on the inhibition of Aspergillus flavus growth and
aflatoxin production, all the essential oils inhibited production, especially the essential oils
of Cistus ladanifer and Cistus salviifolius, followed by the other four essential oils. Thus,
the activities observed were different in the assays, depending on the microorganisms
studied, which corroborates the fact that microorganisms are affected by the concentration
of phenolic compounds as well as by the plant material used for the preparation of the
essential oil.

Therefore, it can be concluded that the essential oils of native plants have significant
antimicrobial properties against pathogenic and spoilage microorganisms, so they could be
studied for their use in the industry as they are cheap, available, and non-toxic plants that
favor the sustainability of the environment of the Dehesa of Extremeria. However, future
analysis of the specific chemical compounds occurring in these essential oils should be
carried out using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

Author Contributions: Conceptualization, M.].B. and R.C.; methodology, A.R., R.C., and M.].B.;
investigation, ER.B.; resources, ER.B. and R.C.; formal analysis, FR.B. and A.R; data management,
M.].B. and R.C.; writing—original draft preparation, M.].B. and R.C.; visualization, A.R.; writing—
review and editing, R.C.; supervision, M.].B. and M.d.G.C.; funding acquisition, M.d.G.C. All authors
have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: The study was funded by projects IB16158 and GR21180 from the Junta de Extremadura.
Institutional Review Board Statement: Not applicable.

Informed Consent Statement: Not applicable.

Data Availability Statement: Not applicable.

Acknowledgments: For technical assistance, the authors would like to thank J. Hernandez Barreto
and M. Cabrero.



Int. |. Environ. Res. Public Health 2023, 20, 1657 90of 10

Conflicts of Interest: No conflict of interest is declared by the authors.

References

1. Quilez, M.; Ferreres, F.; Lopez-Miranda, S.; Salazar, E.; Jordan, M.]. Seed oil from Mediterranean aromatic and medicinal plants of
the Lamiaceae family as a source of bioactive components with nutritional. Antioxidants 2020, 9, 510. [CrossRef] [PubMed]

2. Lubbe, A.; Verpoorte, R. Cultivation of medicinal and aromatic plants for specialty industrial materials. Ind. Crops Prod. 2011, 34,
785-801. [CrossRef]

3.  Blanco Salas, J.; Vazquez, EM.; Alonso, D.; Gutierrez Esteban, M.; Mdrquez-Garcia, F.; Chaparro, J.; Barrena, M.; Ramos, S.;
Hércules, S. Recursos fitogenéticos de las dehesas extremenas: Plantas medicinales. In Libro de Aportaciones al V Congreso Forestal
Espariol; S.E.C.F. Junta de Castilla y Leon: Avila, Spain, 2009.

4. Costa, D.C; Costa, H.S.; Albuquerque, T.G.; Ramos, F,; Castilho, M.C.; Sanches-Silva, A. Advances in phenolic compounds
analysis of aromatic plants and their potential applications. Trends Food Sci. Technol. 2015, 45, 336-354. [CrossRef]

5. Pacheco, D.P,; Villalobos, ].R. Contribucion al conocimiento de nombres vernaculos de plantas medicinales en la comarca de
Zafra-Rio Bodion. Rev. De Estud. Extrem. 2007, 63, 343-352.

6. Ruiz, T.T.; Escobar, G.P.; Pérez, C.J.L. La Serena y Sierras Limitrofes: Flora y Vegetacion. In Consejeria de Agricultura y Medio
Ambiente; Junta de Extremadura: Mérida, Spain, 2007.

7. Bouarab Chibane, L.; Degraeve, P.; Ferhout, H.; Bouajila, J.; Oulahal, N. Plant antimicrobial polyphenols as potential natural food
preservatives. J. Sci. Food Agric. 2019, 99, 1457-1474. [CrossRef]

8. Brewer, M.S. Natural antioxidants: Sources, compounds, mechanisms of action, and potential applications. Compr. Rev. Food Sci.
Food Saf. 2011, 10, 221-247. [CrossRef]

9. Boy, ER.; Casquete, R.; Martinez, A.; Cérdoba, M.D.G.; Ruiz-Moyano, S.; Benito, M.]. Antioxidant, Antihypertensive and
Antimicrobial Properties of Phenolic Compounds Obtained from Native Plants by Different Extraction Methods. Int. ]. Environ.
Res. Public Health 2021, 18, 2475. [CrossRef]

10. Oh, E;; Jeon, B. Synergistic anti-Campylobacter jejuni activity of fluoroquinolone and macrolide antibiotics with phenolic com-
pounds. Front. Microbiol. 2015, 6, 1129. [CrossRef]

11.  Sanhueza, L.; Melo, R.; Montero, R.; Maisey, K.; Mendoza, L.; Wilkens, M. Synergistic interactions between phenolic compounds
identified in grape pomace extract with antibiotics of different classes against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. PLoS ONE
2017, 12, €0172273. [CrossRef]

12.  Caceres, M.; Hidalgo, W.; Stashenko, E.; Torres, R.; Ortiz, C. Essential oils of aromatic plants with antibacterial, anti-biofilm and
anti-quorum sensing activities against pathogenic bacteria. Antibiotics 2020, 9, 147. [CrossRef]

13.  Vieitez, I.; Maceiras, L.; Jachmanian, I.; Alborés, S. Antioxidant and antibacterial activity of different extracts from herbs obtained
by maceration or supercritical technology. J. Supercrit. Fluids 2018, 133, 58—-64. [CrossRef]

14.  Weerakkody, N.S.; Caffin, N.; Turner, M.S.; Dykes, G.A. In vitro antimicrobial activity of less-utilized spice and herb extracts
against selected food-borne bacteria. Food Control 2010, 21, 1408-1414. [CrossRef]

15. Skendi, A.; Katsantonis, D.N.; Chatzopoulou, P; Irakli, M.; Papageorgiou, M. Antifungal activity of aromatic plants of the
Lamiaceae family in bread. Foods 2020, 9, 1642. [CrossRef]

16. Carocho, M.; Barreiro, M.F.; Morales, P.; Ferreira, I.C.ER. Adding molecules to food, pros and cons: A review on synthetic and
natural food additives. Compr. Rev. Food Sci. Food Saf. 2014, 13, 377-399. [CrossRef] [PubMed]

17.  Van de Braak, S.A.A.J.; Leijten, G.C.]J.]J. Essential Oils and Oleoresins: A Survey in The Netherlands and Other Major Markets in the
European Union; Centre for the Promotion of Imports from Developing Countries (CBI): Rotterdam, The Netherlands, 1999; p. 116.

18. Dima, C.; Dima, S. Essential oils in foods: Extraction, stabilization, and toxicity. Curr. Opin. Food Sci. 2015, 5, 29-35. [CrossRef]

19. Packiyasothy, E.V,; Kyle, S. Antimicrobial properties of some herb essential oils. Food Aust. 2002, 54, 384-387.

20. Marino, M.; Bersani, C.; Comi, G. Impedance measurements to study the antimicrobial activity of essential oils from Lamiaceae
and Compositae. Int. ]. Food Microbiol. 2001, 67, 187-195. [CrossRef]

21. Kalemba, D.; Kunicka, A. Antibacterial and antifungal properties of essential oils. Curr. Med. Chem. 2003, 10, 813-829. [CrossRef]

22. Wan, ].; Zhong, S.; Schwarz, P.; Chen, B.; Rao, J. Physical properties, antifungal and mycotoxin inhibitory activities of five essential
oil nanoemulsions: Impact of oil compositions and processing parameters. Food Chem. 2019, 291, 199-206. [CrossRef]

23. Casquete, R; Benito, M.].; Cérdoba, M.G.; Ruiz-Moyano, S.; Martin, A. The growth and aflatoxin production of Aspergillus flavus
strains on a cheese model system are influenced by physicochemical factors. J. Dairy Sci. 2017, 100, 6987—-6996. [CrossRef]

24. Wettasinghe, M.; Shahidi, F. Evening primrose meal: A source of natural antioxidants and scavenger of hydrogen peroxide and
oxygen-derived free radicals. J. Agric. Food Chem. 1999, 47, 1801-1812. [CrossRef] [PubMed]

25. Reyes-Jurado, F,; Franco-Vega, A.; Ramirez-Corona, N.; Palou, E.; Lépez-Malo, A. Essential oils: Antimicrobial activities, extraction
methods, and their modeling. Food Eng. Rev. 2015, 7, 275-297. [CrossRef]

26. Chaudhary, N.; Sabikhi, L.; Hussain, S.A.; Sathish Kumar, M.H. A comparative study of the antioxidant and ACE inhibitory
activities of selected herbal extracts. J. Herb. Med. 2020, 22, 100343. [CrossRef]

27.  Mahmoudi, H.; Aouadhi, C.; Kaddour, R.; Gruber, M.; Zargouni, H.; Zaouali, W.; Ben Hamida, N.; Ben Nasri, M.; Ouerghi, Z.;

Hosni, K. Comparison of antioxidant and antimicrobial activities of two cultivated Cistus species from Tunisia. ]. Biosci. 2016, 32,
226-237. [CrossRef]


http://doi.org/10.3390/antiox9060510
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32532110
http://doi.org/10.1016/j.indcrop.2011.01.019
http://doi.org/10.1016/j.tifs.2015.06.009
http://doi.org/10.1002/jsfa.9357
http://doi.org/10.1111/j.1541-4337.2011.00156.x
http://doi.org/10.3390/ijerph18052475
http://doi.org/10.3389/fmicb.2015.01129
http://doi.org/10.1371/journal.pone.0172273
http://doi.org/10.3390/antibiotics9040147
http://doi.org/10.1016/j.supflu.2017.09.025
http://doi.org/10.1016/j.foodcont.2010.04.014
http://doi.org/10.3390/foods9111642
http://doi.org/10.1111/1541-4337.12065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33412697
http://doi.org/10.1016/j.cofs.2015.07.003
http://doi.org/10.1016/S0168-1605(01)00447-0
http://doi.org/10.2174/0929867033457719
http://doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.04.032
http://doi.org/10.3168/jds.2017-12865
http://doi.org/10.1021/jf9810416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10552455
http://doi.org/10.1007/s12393-014-9099-2
http://doi.org/10.1016/j.hermed.2020.100343
http://doi.org/10.14393/BJ-v32n1a2016-30208

Int. |. Environ. Res. Public Health 2023, 20, 1657 10 of 10

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Rigane, G.; Younes, S.B.; Ghazghazi, H.; Salem, R.B. Investigation into the biological activities and chemical composition of
Calendula officinalis L. growing in Tunisia. Int. Food Res. ]. 2013, 20, 3001.

Genena, A.K.; Hense, H.; Smania Junior, A.; Souza, S.M.D. Rosemary (Rosmarinus officinalis): A study of the composition,
antioxidant and antimicrobial activities of extracts obtained with supercritical carbon dioxide. Food Sci. Technol. 2008, 28, 463—469.
[CrossRef]

Zuzarte, M.; Gongalves, M.].; Cavaleiro, C.; Cruz, M.T.; Benzarti, A.; Marongiu, B.; Maxia, A.; Piras, A.; Salgueiro, L. Antifungal
and anti-inflammatory potential of Lavandula stoechas and Thymus herba-barona essential oils. Ind. Crops. Prod. 2013, 44, 97-103.
[CrossRef]

Tavassoli, S.K.; Mousavi, S.M.; Emam-Djomeh, Z.; Razavi, S.H. Chemical composition and evaluation of antimicrobial properties
of Rosmarinus officinalis L. essential oil. Afr. ]. Biotechnol. 2011, 10, 13895-13899.

Bedoya-Serna, C.M.; Dacanal, G.C.; Fernandes, A.M.; Pinho, S.C. Antifungal activity of nanoemulsions encapsulating oregano
(Origanum vulgare) essential oil: In vitro study and application in Minas Padrao cheese. Braz. . Microbiol. 2018, 49, 929-935.
[CrossRef]

Munhuweyi, K.; Caleb, O.].; van Reenen, A.J.; Opara, U.L. Physical and antifungal properties of 3-cyclodextrin microcapsules
and nanofibre films containing cinnamon and oregano essential oils. LWT 2018, 87, 413—422. [CrossRef]

Estrada-Cano, C.; Castro, M.A.A.; Mufioz-Castellanos, L.N.A.O.A.; Garcia-Triana, N.A.O.A.; Hernandez-Ochoa, L. Antifungal
activity of microcapsulated clove (Eugenia caryophyllata) and Mexican oregano (Lippia berlandieri) essential oils against Fusarium
oxysporum. J. Microb. Biochem. Technol. 2017, 9, 567-571. [CrossRef]

Pandey, A.K.; Kumar, P,; Singh, P,; Tripathi, N.N.; Bajpai, V.K. Essential oils: Sources of antimicrobials and food preservatives.
Front. Microbiol. 2017, 7, 2161. [CrossRef] [PubMed]

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual
author(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to
people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content.


http://doi.org/10.1590/S0101-20612008000200030
http://doi.org/10.1016/j.indcrop.2012.11.002
http://doi.org/10.1016/j.bjm.2018.05.004
http://doi.org/10.1016/j.lwt.2017.09.012
http://doi.org/10.4172/1948-5948.1000342
http://doi.org/10.3389/fmicb.2016.02161
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28138324

DISCUSION GENERAL







Discusion

La importancia de las plantas arométicas y medicinales es reconocida
mundialmente, no sélo por sus propiedades curativas y preventivas, sino también
por sus usos en la industria farmacéutica y alimentaria (Quilez et al., 2020). La
Dehesa de Extremadura se caracteriza por ser un ecosistema con una gran
biodiversidad donde se encuentran numerosas especies de plantas consideradas
medicinales y de gran importancia en la industria farmacéutica (Blanco et al.,
2009; Costa et al., 2015). Entre estas plantas medicinales se encuentran Calendula
officinalis, Lavandula stoechas, Crataegus monogyna, Malva sylvestris,
Rosmarinus officinalis, Asparagus sp., Cistus ladanifer, C. multiflorus, C. albidus,
C. salviifolius, Morus alba, Ulmus sp., Urginea maritima, Rubus ulmifolius y
Quercus ilex (Pacheco et al., 2007; Ruiz et al.,2007).

Ademas de sus propiedades medicinales, algunas de estas plantas son
aromaticas, lo que las convierte en excelentes condimentos para las comidas. Sin
embargo, su aroma no es el Unico beneficio en la comida; su naturaleza
antioxidante y antimicrobiana también es importante. Pueden competir con
antioxidantes y conservantes quimicos a los que se han asociado a posibles
consecuencias para la salud (reacciones alérgicas, trastornos en mujeres
embarazadas y nifios, posible accion cancerigena, etc.) (Kamala et al., 2019; Suhaj
et al., 2006).

Las propiedades funcionales de estas plantas, como sus propiedades
antioxidantes o antimicrobianas, se deben a los compuestos fenolicos presentes
en sus frutos, semillas, hojas, tallos y flores (Brewer et al., 2011). Los compuestos
fendlicos constituyen un amplio grupo de compuestos resultantes del metabolismo
secundario de las plantas que se encuentran en diferentes fuentes naturales. Por
este motivo, para la obtencion de los extractos fendlicos, los métodos de
extraccion utilizados son cruciales, ya que determinan la concemtracién, el grado
de pureza al que se extraen los compuestos fendlicos y, al mismo tiempo, afectan
a todas sus propiedades funcionales. Aunque existen diferentes metodos de
extraccion, buscar métodos sencillos y rentables es prioritario para la
revalorizacion de las plantas de la Dehesa Extremefia. Las técnicas que utilizan
solventes organicos adecuados para extraer estos compuestos, entre los que se

encuentran el etanol o metanol (70-80%) y el agua, ayudados por la utilizacion de
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agitacion y ultrasonidos pueden ser muy adecuadas al ser utilizadas en diferentes
estudios con exitosos resultados (Caldas et al., 2018). En nuestro trabajo,
cuando se compararon los dos métodos de extraccion, se observd que existian
diferencias significativas, encontrandose los valores mas altos de concentraciones
de compuestos fendlicos para la extraccion por ultrasonidos tal y como
observaron otros autores ( Bimakr et al., 2017; He et al., 2016). En la comparacion
entre las plantas se observa que Cistus albidus, C. salviifolius, Rubus ulmifolius
y Q. ilex fueron las que mayores concentraciones de compuestos fenolicos
obtuvieron. Las plantas pertenecientes al género Cistus son muy aromaticas, y
también es el caso de las hojas de algunos arboles como Q. ilex, de ahi que sea
I6gico encontrar imporatantes concentraciones de compuestos fendlicos como ha
sido reportado por algunos investigadores (Abu-Orabi et al., 2020; Amessis-
Ouchemoukh et al., 2017; Hadidi et al., 2017).

La presencia de estos compuestos esta relacionada con diferentes
propiedades bioactivas como se comentd anteriormente. Las propiedades
antioxidantes de estos compuestos se deben a sus propiedades redox y a su
estructura quimica, responsables de neutralizar radicales libres, quelar metales y
descomponer peroxidos (Chun et al., 2005; Moon et al., 2009; Zulueta et al.,
2009). Esta propiedad beneficiosa retrasa el desarrollo de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo, como el cancer, la diabetes y la enfermedad
de Alzheimer (Kumar et al., 2020; Pate et al., 2017), asi como la actividad
antiinflamatoria (Crozier et al., 2009). Ademaés, se ha observado un papel
protector frente a la oxidacion de los lipidos insaturados en los alimentos,
principalmente en la carne y los productos carnicos (Burri et al., 2020; Lourenco
et al., 2019). La actividad antioxidante analizada por los dos métodos, DPPH y
ABTS, mostr6 que los extractos obtenidos por ultrasonidos tenian mas
actividad antioxidante en general que los extractos obtenidos por agitacion.
Ademas, Cistus y Q. ilex fueron también loss que presentaron los valores mas
altos. Los extractos con mayor actividad antioxidante no fueron los que
presentaron mayores concentraciones de compuestos fendlicos totales, lo que
puede deberse a las diferentes composiciones de compuestos en los extractos de
las diferentes plantas (Marquez et al., 2014; Puertas-Mejia et al., 2012). Otros
autores también encontraron las plantas del género Cistus es propiedades
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beneficiosas, entre las que destaca su actividad antioxidante, relacionada con su
contenido en compuestos fendlicos extraidos principalmente con etanol (Stgpien
et al., 2018). Tambien otros estudios (Arina y Harisun et al., 2019) obtuvieron un

90% de inhibicion de radicales libres en extractos de Q. ilex.

En cuanto a la actividad antihipertensiva, no hay muchos estudios
recientes sobre esta actividad en plantas aromaticas. La hipertension es uno de los
factores que contribuyen a las enfermedades cardiovasculares, por lo que es muy
importante encontrar compuestos naturales con esta actividad inhibitoria. Algunos
estudios con Hibiscus sabdariffa han atribuido la actividad antihipertensiva al
elevado ndmero de compuestos fendlicos que poseen sus extractos siendo los
flavonoides y las antocianinas los principales componentes (Vargas-Ledn et al.,
2018). La actividad antihipertensiva determinada por la actividad inhibidora de la
ECA de los extractos obtenidos de las 15 plantas mostré que los compuestos
extraidos de las especies del género Cistus, entre ellas C. albidus, C. ladanifer y
C. salviifolius, seguidos de Malva sylvestris, Cistus multiflorus, R. ulmifolius, Q.
ilex, Morus alba y Urginea marina mediante ultrasonidos eran mas eficaces para

esta actividad.

La posible utilizacion de estas pantas por sus propiedades
antimicrobianas es otro de las actividades importantes para conseguir la
revalorizacion de las plantas autoctonas de la Dehesa Extremefia. Esto incluye
actividad frente a procariotas, como las bacterias, y eucariotas, como las
levaduras y los mohos. Diferentes estudios recientes han documentado los
efectos antibacterianos de extractos ricos en fenoles que se encuentran
habitualmente en las plantas. Estos estudios han puesto de relieve el uso de
compuestos fenolicos para controlar bacterias patdgenas, incluidas aquellas con
un perfil comercial de resistencia a los antibioticos (Caceres et al., 2020; Gomes et
al., 2020). Los efectos antibacterianos de los compuestos fendlicos también se
han asociado principalmente a la presencia de grupos hidroxilo en sus moléculas.
De hecho, el nimero y la posicion de estos grupos hidroxilo, es decir, el patron de
hidroxilacion, en el anillo fendlico, parece estar asociado con la importancia de
los efectos inhibidores ejercidos por los compuestos fenolicos sobre las bacterias
diana (Oh et al., 2015; Sanhueza et al., 2017). Se ha demostrado un efecto
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bactericida contra bacterias transmitidas por los alimentos, como Escherichia coli,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus (Caceres et al.,
2020; Vieitez et al., 2018; Weerakkody et al., 2010). Menos estudios se han
realizado en levaduras alterantes 0 mohos micotoxigénicos en cuanto a la
produccion de micotoxinas. En esta Tesis se observo que, en general los extractos
obtenidos mediante ultrasonidos tuvieron ma&s actividad antibacterians,
destacando C. salviifolius y Q. ilex presentaron una mayor capacidad de
inhibicidn sobre las seis bacterias patdgenas estudiadas, Listeria monocytogenes,
L. innocua, Salmonella choleraesuis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. Los extractos de las plantas pertenecientes al género Cistus (C.
multiflorus, C. albidus y C. ladanifer) presentaron una mayor capacidad de
inhibicién frente a Salmonella choleraesuis. R. ulmifolius presentd una mayor
capacidad de inhibicion frente a Listeria monocytogenes, S. aureus y E. coli. La
concentracion del extracto también afectd a esta actividad, ya que, a mayor
concentracion, mayor capacidad de inhibicion, siendo 2 mg/mL la concentracién
con mayor capacidad antimicrobiana frente a las seis bacterias estudiadas. Por lo
tanto, el género Cistus se destaca por su capacidad antimicrobiana. Esto
concuerda con los resultados obtenidos por Mahmoudi et al. (2016) quienes, tras
estudiar la actividad antimicrobiana de dos especies del género Cistus, observaron
una mayor actividad frente a E. coli. Se ha reportado que las bacterias Gram-
positivas son mas sensibles a los extractos naturales, no obstante, existen
excepciones en las que las bacterias Gram negativas son mas susceptibles que las
Gram positivas frente a algunos extractos naturales (Kalemba et al., 2003),
destacando la susceptibilidad de E. coli. Ademas, el extracto de Quercus ilex,
también mostré importantes actividades, y, en este sentido, algunos autores han
reportado que las hojas de Q. ilex y de otros Quercus spp. contienen compuestos
quimicos; fundamentalmente compuestos fendlicos, reportados como compuestos
antimicrobianos en (Karioti et al., 2011). La actividad antimicrobiana ha sido
demostrada frente a varios microorganismos, incluyendo E. coli y S. aureus,
dependiendo esta actividad de la especie de planta y del método de extraccion
(Burlacu et al., 2020).

En cuanto a los microorganismos eucariotas, como las levaduras

alterantes analizadas, Candida boidinii, Priceomyces carsonii, Kregervanrija
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fluxuum y Zygosacharomyces bailii, fueron los extractos de Cistus ladanifer y C.
albidus los que mostraron una mayor capacidad de inhibicion frente a las
levaduras alterantes y también los extractos de Q. ilex. Igual que en el caso de las
bacterias la mayor concentracion de extractos, 2 mg/mL, mostré una mayor
capacidad frente a las levaduras alterantes. Aungque no hay muchos estudios frente
a levaduras, Ceylan et al. (2019) realizaron estudios con varias plantas arométicas

y observaron su actividad contra levaduras del género Candida.

Por ultimo, en cuanto a la actividad antifangica, el crecimiento de moho
en los alimentos puede causar diferentes alteraciones en los alimentos y graves
riesgos para la salud de los consumidores debido a la produccion de metabolitos
toxicos. Por eso en este estudio se utilizaron dos cepas de Aspergillus flavus,
Cq103 and Cq8, productoras de aflatoxina B1 and Ba. Se utilizaron los extractos
de algunas plantas con mejores resultados frente a bacterias y levaduras como del
género Cistus, Cistus albidus, y Quercus ilex, ademas de un Rubus ulmifolius por
su actividad media y Ulmus sp. por su escasa actividad frente a bacterias y nula
frente a levaduras. En este caso se estudio su efecto sobre el crecimiento de A.
flavus, la produccion de aflatoxinas y la expresion de un gen relacionado con su
sintesis, ademas se identificaron los compuestos en los extractos utilizados. Cistus
albidus fue la planta con mayor concentracion de compuestos fenolicos, seguida
de Quercus ilex, tal y como se habia observado en los ensayos anteriores. Existia
una gran variabilidad de compuestos entre los extractos de las plantas en cuanto al
tipo y la cantidad, identificandose principalmente acidos fenolicos y flavonoides.
Los extractos no influyeron en el crecimiento del moho, sin embargo, los
extractos de Quercus ilex, seguidos de Ulmus sp., fueron muy efectivos para
inhibir la produccion de aflatoxina B1 y B2 producida por las dos cepas de A.
flavus. Diferentes estudios han observado la inhibicion del crecimiento de varios
tipos de mohos peligrosos en los alimentos en presencia de extractos de plantas;
sin embargo, en nuestro estudio, este efecto sobre el crecimiento no fue tan
marcado. Abbaszadeh et al. (2014) evaluaron la eficacia antifingica de
compuestos fenodlicos vegetales, y los resultados indicaron que todos los
compuestos eran eficaces en diversos grados contra el crecimiento de diferentes
mohos. La mayor actividad inhibitoria de los compuestos puros de timol,

carvacrol, eugenol y mentol se encontrd para Cladosporium sp. entre 100 y 350
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pg/mL y Aspergillus sp. a 100 y 125 pg/mL. Faustino et al. (2018) estudiaron los
efectos de extractos fendlicos obtenidos de Caléndula L., ricos en &cido
hidroxicinamico y derivados flavonoides, observando una actividad significativa
frente a cepas de Microsporum. Asi, otros autores también observaron que la
inhibicién del crecimiento de diversos tipos de mohos nocivos en los alimentos
era diferente cuando estaban en presencia de extractos vegetales. Todos estos
estudios se han centrado en la influencia de los compuestos fenolicos en el
crecimiento de mohos, sin embargo, hay muy pocos estudios sobre la influencia

de la produccion de aflatoxinas.

Asi, se observd que, la actividad frente a los diferentes tipos de
microrganismo, bacterias, levaduras y mohos, es muy variable y esta determinada,
no solo por la cantidad, sino por el tipo de compuestos extraidos de las plantas. El
uso de estos nuevos compuestos naturales de la Dehesa para la inhibicion del
crecimiento de patégenos y la produccion metabolitos toxicos es muy deseable,
promoviendo el respeto al medio ambiente al evitar el uso de compuestos

quimicos.

Uno de los beneficios mas importantes, por tanto, de estas plantas es su
actividad antimicrobiana que se debe principalmente a los compuestos fendlicos
que contienen (Brewer et al., 2011; Bouarab et al., 2019). Para garantizar la
seguridad microbiana de los alimentos, los consumidores demandan sistemas de
produccion de alimentos "'mas sanos™ y respetuosos con el medio ambiente,
lo que fomenta el desarrollo de nuevas estrategias de bioconservacion basadas en
el uso de agentes antimicrobianos naturales en lugar de conservantes sintéticos. La
mayoria de las alternativas naturales a los conservantes alimentarios sintéticos
exploradas en estudios son los aceites esenciales, la mayoria de los cuales se han
utilizado desde la antigiiedad. Estos se han convertido en el centro de interés para
su aplicacion directa en productos alimentarios (Carocho et al., 2014). Los aceites
esenciales son los extractos vegetales que méas se han estudiado por su actividad
antimicrobiana. Son liquidos oleosos aromaticos que se obtienen a partir de
material vegetal y pueden obtenerse por diferentes métodos, pero el método de
destilacion al vapor es el méas utilizado para la produccién comercial de aceites
esenciales (Van de Braak y Leijten, 1999). Por este motivo, el estudio final de esta
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Tesis se realizd con aceites esenciales de seis de las plantas evaluadas, Calendula
officinalis; Cistus ladanifer, Cistus multiflorus, Cistus salviifolius, Lavandula
stoechas y Rosmarinus officinalis. Se utilizaron estas plantas para comparar las
del género Cistus con otras que son mas comunmente utilizadas como Caléndula,
Lavanda y Romero. Se determind la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales frente a las bacterias patogenas, levaduras alterantes y mohos

productores de aflatoxinas anteriormente estudiados.

La gran variabilidad en la composicion de los aceites esenciales de las seis
plantas arométicas fue muy evidente. Los aceites esenciales de Cistus presentaron
mayor contenido de fenoles totales. Los aceites esenciales pueden tener mas de 60
componentes individuales, dependiendo de la especie y subespecie de la planta de
la que se obtengan, y los componentes principales pueden constituir hasta el 85%
de un aceite esencial, mientras que otros componentes sélo estdn presentes en
forma de trazas (Dima y Dima, 2015). Segun diferentes autores, los compuestos
fenolicos son los principales responsables de las propiedades antibacterianas,
como se ha mencionado anteriormente; sin embargo, existen pruebas de que los
compuestos menores desempefian un papel clave en la actividad antibacteriana,
posiblemente produciendo un efecto sinérgico entre otros compuestos (Marino et
al., 2001). Por tanto, es l6gico pensar que, teniendo en cuenta la gran variedad de
compuestos quimicos presentes en los aceites esenciales, su actividad
antimicrobiana no sea atribuible a un mecanismo de accion especifico, sino a la
accion combinada de varios de ellos sobre diferentes partes de la célula

microbiana.

Los aceites esenciales mostraron efectos inhibitorios sobre las bacterias
analizadas y también sobre las levaduras, mostrando un diametro maximo de
inhibicién de 11,50 mm para Salmonella choleraesuis y Kregervanrija fluxuum en
el caso de Cistus ladanifer y un didametro maximo de 9 mm para Bacillus cereus y
9,50 mm para Priceomyces carsonii en el caso de Cistus salviifolius. Los
resultados indicaron que la actividad antibacteriana y frente a levaduras esta
influida por la concentracion y el material vegetal utilizado para la preparacion del
aceite esencial. Los aceites esenciales son eficaces contra los microorganismos,

sin embargo, se han observado diferentes niveles de susceptibilidad para cada uno
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de los grupos, probablemente debido a la diferencia en sus membranas, como
ocurre con las bacterias Gram negativas y Gram positivas (Kalemba y Kunicka,
2003). También hay diferentes estudios sobre la inhibicion del crecimiento de
mohos; sin embargo, no hay tantos sobre la influencia en la produccién de
micotoxinas (Wan et al., 2019). El aceite esencial obtenido de Cistus multiflorus
no mostré actividad contra ninguna de las bacterias evaluadas, lo que concuerda
con los resultados de los extractos en el capitulo 1 de esta Tesis. Los aceites
esenciales de Calendula officinalis y Rosmarinus officinalis tampoco mostraron
actividad, aunque se han descrito los efectos antimicrobianos de estos extractos
vegetales frente a bacterias a altas concentraciones (Rigane et al., 2013; Genena et
al, 2008). Existen diferentes estudios en la bibliografia que destacan la relevancia
de los extractos y aceites de Lavandula stoechas y Rosmarinus officinalis para las
levaduras (Zuzarte et al., 2013; Tavassoli et al., 2011); sin embargo, como se ha
mencionado anteriormente en el caso de las bacterias, la actividad tiene lugar a

altas concentraciones de compuestos fendlicos.

En cuanto a la influencia en los mohos, los aceites produjeron inhibicion la
tasa de crecimiento de ambas cepas de Aspergillus flavus, y significativamente
en presencia de los aceites esenciales de Cistus multiflorus y Rosmarinus
officinalis para la cepa 1 y en presencia de todos los aceites esenciales excepto
Lavandula stoechas para la cepa 2. Esto difiere del estudio anterior con los

extractos, en los que estos no tuvieron efecto en el crecimiento de los mohos.

Aunque los aceites esenciales ensayados mostraron un efecto similar sobre
el crecimiento de Aspergillus flavus, se observaron diferencias significativas en la
produccion de aflatoxinas. En cuanto a la produccion de aflatoxina B; (AFB:),
los aceites esenciales de Cistus ladanifer y Cistus salviiflolius tuvieron el mayor
efecto, seguidos de los aceites esenciales de Cistus multiflorus, Lavandula
stoechas, Rosmarinus officinalis y, por ultimo, Calendula officinalis. La
produccion de aflatoxina B, (AFB2) en ambas cepas fue inferior a la de AFB..
Aunque se observaron diferencias significativas con respecto al control, en el
caso de la AFB:2 no se detectaron diferencias con respecto al efecto de los distintos
aceites esenciales, probablemente porque al producirse menos aflatoxina, el

impacto puede ser mas dificil de evaluar. Existen diferentes estudios que destacan
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la capacidad de los aceites esenciales vegetales para inhibir el crecimiento de
mohos. Wan et al. (2019) investigaron el efecto de las nanoemulsiones de aceites
esenciales seleccionados (tomillo, hierba limon, canela, menta y clavo) sobre la
actividad antifangica y la actividad inhibidora de micotoxinas utilizando dos
cepas de Fusarium graminearum. En cuanto a la inhibicion de la produccion de
micotoxinas, se observd una actividad inhibidora significativa y los mismos
aceites esenciales presentaron diferencias significativas en la inhibicion de la
produccion de micotoxinas en las dos cepas de Fusarium graminearum, lo que
coincide con nuestros resultados, ya que también obtuvimos diferencias en la
inhibicion de las dos cepas por los mismos aceites esenciales. También se ha
probado la actividad antifungica de aceites esenciales ampliamente conocidos,
como el orégano (Origanum vulgare) (Bedoya-Serna et al., 2018), la canela
(Munhuweyi et al., 2018), el clavo (Estrada et al., 2017), la menta piperita y el
eucalipto (Pandey et al., 2017). Pocos trabajos de investigacion se han centrado en
el impacto de los aceites esenciales en la produccién de micotoxinas, y tampoco
en plantas autoctonas ampliamente disponibles, como las del género Cistus, que

han demostrado ser las que tienen un mayor efecto en esta Tesis.

Queda por tanto demostrado que los extractos y aceites esenciales de
plantas autdctonas de la Dehesa Extremefia tienen importantes propiedades
funcionales, antioxidantes, antihipertensivas y antimicrobianas, por lo que podrian
ser utilizados la industria al tratarse de plantas baratas, disponibles y no toxicas

que favorecen la sostenibilidad del entorno de la Dehesa Extremefia.
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Conclusiones

PRIMERA

En general, cuando se compararon los métodos de extraccion utilizados para
obtener compuestos fenolicos, se observo que existian diferencias significativas,
encontrandose los valores més altos en la extraccion por ultrasonidos. Ademas,
los extractos obtenidos de Cistus albidus, C. salviifolius, R. ulmifolius y Q. ilex
fueron los que presentaron mayores concentraciones de compuestos fendlicos. La
actividad antioxidante fue mayor en los extractos de Cistus y Q. ilex obtenidos

por ultrasonidos, al igual que la actividad antihipertensiva.

SEGUNDA

La actividad antimicrobiana también es mayor en los extractos obtenidos por
ultrasonidos. Ademas, para bacterias los extractos de las plantas de C.
salviifolius y Q. ilex fueron mas efectivos y para las levaduras los de C.
ladanifer. En el caso de los mohos, los extractos no influyen en su crecimiento,
pero si en la produccion de aflatoxinas, siendo los extractos de Quercus ilex los
mejores para la inhibicion de la produccién de aflatoxinas B1 y B2 producidas

por dos cepas de A. flavus, seguido de Ulmus sp.

TERCERA

La extraccion por ultrasonidos es més eficiente para la obtencion de los
compuestos fendlicos de las plantas, y la composicion en compuestos de los
extractos es de vital importancia para su actividad, siendo los extractos de las
plantas del género Cistus y de Quercus ilex los que tienen propiedades
funcionales mas significativas para su uso en la obtencion de productos sanos y
seguros, favoreciendo la sostenibilidad del entorno de la Dehesa Extremefia, y
fomentando el respeto al medio ambiente al evitar el uso de compuestos

quimicos.
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CUARTA

Los aceites esenciales utilizados de Cistus ladanifer y Cistus salviifolius tenian
la mayor cantidad de compuestos fenolicos, y mostraron una mayor actividad
antimicrobiana contra todos los microorganismos utilizados, incluidas
bacterias, levaduras y mohos, asi como la produccion de micotoxinas. Sin
embargo, el aceite esencial los aceites de Lavandula stoechas y Calendula
officinalis mostraron una actividad significativa también con baja concentracion

de compuestos fenolicos.
QUINTA

La utilizacion de extractos y aceites de plantas autéctonas de la Dehesa
Extremefia puede favorecer la seguridad y salubridad de los productos en los
que se utilicen al ser sustancias con importantes actividades funcionales,
naturales y no toxicas, ademas de ser un recurso barato y disponible, que
favorecen la sostenibilidad del entorno de la Dehesa Extremefia. La concentracion
y composicién, en cuanto a los compuestos, que se hayan presentes en estos
extractos y aceites esenciales de las plantas, son muy importantes e influyen en las
actividades funcionales de los mismos, de ahi que, podrian realizarse futuros
analisis de los compuestos quimicos puros presentes, para conseguir efectos mas

especificos en su aplicacion.
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