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1. Resumen

Producir alimentos de prolongada vida util y que sean seguros para el consumo ha sido una
de las areas de mayor interés para la industria alimentaria. En este ambito sustituir
antioxidantes sintéticos potencialmente carcinogénicos por antioxidantes naturales resulta
de interés y permitiria generar productos estables frente a los procesos de oxidacion sin
potenciales efectos perjudiciales para la salud. En este sentido, muchas de las hierbas yfrutos
que ya tradicionalmente se utilizan en la industria para afadir sabor o con usos en la
medicina folklorica resultan una matriz rica en antioxidantes naturales.

Los métodos tradicionales de extraccion de productos naturales suelen involucrar la
utilizacion de solventes organicos inflamables o to xicos y altas temperaturas que aceleran la
degradacion de los productos de interés y la formacion de impurezas. En cambio la
sustitucion de estos solventes por fluidos supercriticos, particularmente con diéxido de
Carbono (CO2), que ha sido propuesto como una alternativa muy atractiva que presenta
numerosas ventajas. El CO2 posee una temperatura critica moderada, lo que se asegura la
preservacion de los productos termolabiles de interés, ademas no es toxico ni inflamable y
es considerado una sustancia GRAS (Generally Recognized as Safe) para la industria
alimentaria. En esta propuesta se determin6 la eficiencia de la extraccion con CO:
supercritico del fruto Guayabo del Pais y Araza rojo y amarillo (frutos nativos de Uruguay),a
los efectos de obtener extractos con potencial antioxidante en comparacién con la
extracciones tradicionales.

Los extractos obtenidos presentaron actividad antirradicalaria, capacidad antioxidante,
cierta cantidad de polifenoles totales, y en mayor o en menor medida fueron capaces de
proteger al aceite de girasol purificado del enranciamiento. Se puede afirmar que el uso de
etanol como co-solvente asistiendo la extraccion con SC-CO2 supercritica permitié que los
resultados obtenidos sean mejores comparativamente, tanto desde el punto de vista de los
rendimientos, como desde el punto de vista de la capacidad antioxidante. Sin embargo, los
valores obtenidos con las extracciones supercriticas fueron menores que con la mezcla
EtOH/H20 75:25, en la cual el fruto Guayabo del Pais present6 los mayores, con un ARP de
0,48, capacidad antioxidante de 0,93 mg de equivalente de ac. Ascorbico/L sal y polifenoles

totales de 92,6 mg de ac. Galico / g de extracto. Los resultados obtenidos indican que es
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promisoria la utilizacién de los extractos supercriticos como antioxidantes alternativos en
aceites vegetales ya que, utilizados a la concentracion adecuada, permiten conferirle al aceite
una adecuada proteccion, pero es necesario profundizar los estudios con estos frutosnativos

del Uruguay.

Palabras clave: Frutos nativos; extracciones; antioxidantes naturales; fluidos supercriticos.

2. Introduccion

2.1 Oxidacion, Antioxidantes y Polifenoles

La oxidacion, transferencia de electrones entre atomos, es esencial para la vida aerdbica y
nuestro metabolismo, el oxigeno es el dltimo aceptor en el flujo de electrones que produce
energia en forma de ATP. Cuando el flujo de electrones se desacopla, genera radicales libres
conocidos como especies reactivas del oxigeno (ROS). Los ROS contienen al menos un
electron desapareado, y son capaces de oxidar biomoléculas [1].

En la actualidad existe un creciente interés por los antioxidantes con el objetivo de prevenir
los posibles efectos adversos de los radicales libres en el organismo humano. También, para
prevenir el deterioro de las grasas, aceites y otros componentes de los alimentos, causantes
de la generacion de off-flavors.

Un compuesto con propiedades antioxidantes puede tener la capacidad de neutralizar
radicales libres, depurar especies del oxigeno, atrapar electrofilos y quelar iones metalicos
[2].

Los polifenoles, provienen del metabolismo de las plantas y se encuentran naturalmente en
alimentos y bebidas de origen vegetal. Desde el punto de vista quimico se caracterizan por la
presencia de uno o mas grupo fenol por molécula. Ellos se relacionan con caracteristicas
como el sabor, color, y el valor nutricional de los alimentos. Entre estos compuestos se
encuentran los acidos fenolicos y flavonoides [3]. Existen varias clases de polifenoles en
frutas y verduras que contribuyen al efecto antioxidante y tienen potenciales efectos
saludables [4]. Los compuestos fenodlicos encontrados en las plantas, exhiben una amplia
gama de efectos bioldgicos incluyendo antibacterianos, anti-inflamatorio, antialérgico,

hepatoprotector, antitrombaticos, antivirales, anticancerigenos y vasodilatadores [ 2].
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Los antioxidantes sintéticos mas utilizados para prevenir la oxidacion en la industria
alimentaria son: Tertbutilhidroxiquinona (TBHQ), Butilhidroxitolueno (BHT) vy
Butilhidroxianisol (BHA), lo cuales presentan una posible toxicidad y pueden actuar como
promotores de la carcinogénesis. Por este motivo es que se intenta cada vez mas
remplazarlos por antioxidantes obtenidos de fuentes naturales [5]. En nuestro pais se
permite el uso de ciertas cantidades de TBHQ, BHT y BHA como aditivos en algunos
alimentos, ejerciendo la funcion de antioxidantes. Los limites en grasas y aceites son de 100
mg/Kg para el BHA, y 200 mg/Kg para BHT y TBHQ respectivamente. En el resto de los
alimentos los limites son variables estando definido en muchos de ellos en base a su
contenido graso [6]. Estos antioxidantes se usan ampliamente en grasas y aceites.

Los lipidos son productos naturales que tienen caracteristicas en comuin, como ser su
hidrofobicidad y afinidad por solventes organicos. Son un grupo de compuestos constituido
por carbono, hidrégeno y oxigeno, que integran cadenas hidrocarbonadas alifaticas o
aromaticas, aunque ocasionalmente también contienen f6sforo y nitrogeno. Incluyen acidos
grasos y sus derivados, esteroides, terpenos y carotenoides, entre otros; siendo los
triglicéridos los compuestos mayoritarios en grasas y aceites. Debido a que el enlace ésterde
los acilglicéridos es susceptible a la hidroélisis quimica y enzimatica, y a que los acidos grasos
insaturados son sensibles a reacciones de oxidacion, las grasas y los aceites pueden sufrir
diferentes transformaciones que ademas de reducir el valor nutritivo de un alimento
producen compuestos volatiles que imparten olores y sabores desagradables [7]. Con el
término rancidez se hace referencia a los mecanismos a través de los cuales se alteran los
lipidos y se clasifican en lipdlisis o rancidez hidrolitica y oxidacion o rancidez oxidativa.
Dentro de la oxidacion, la autoxidacion, es uno de los mecanismos mas importantes, la misma
se da a temperatura ambiente en contacto con el aire. En un primer paso se forman
hidroperoxidos, paso que es posible debido a la labilidad de los hidrogenos adyacentes a los
dobles enlaces y a la presencia de oxigeno. Los peroxidos se forman entonces mediante una
reaccion radicalaria, en la cual los mismos compuestos producidos mantienen y aceleran la
reaccion que luego se termina con la generacién de monémeros oxidados, dimeros,
polimeros y compuestos volatiles. La oxidacion también puede ser catalizada

enzimaticamente (lipoxigenacion), puede ser inducida por compuestos fotosensibles (foto -



Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CYTAL)

oxigenacion) o tener lugar debido a altas temperaturas (termo-oxidaciéon), involucrando
cada una de ellas mecanismos diferentes [7, 8]. Nutricionalmente la funcién basica de los
lipidos es de contribucion energética (8,5 cal/g) y de aporte de acidos grasos esenciales,
viéndose ambas disminuidas tras el enranciamiento [8]. Ademas, se generan compuestos que
no so6lo son contraproducentes organolépticamente sino que pueden ser dafiinos para el
organismo, siendo compuestos como los peréxidos pro-oxidantes que al ingresar al

organismo generan estrés oxidativo.

2.2 Especies Fruticolas nativas del Uruguay

Actualmente es aceptado que el valor de muchos frutos, hierbas y especias radica en su
contenido de antioxidantes naturales, que proporcionan proteccién contra los radicales
libres. Sin embargo, si bien existen estudios cientificos que indican los posibles efectos
antioxidantes de gran cantidad de frutos nativos de nuestra region, sélo algunos de elloshan
sido estudiados. Por ejemplo, especies fruticolas nativas del Uruguay, pertenecientes a la
familia de las Mirtaceas, tales como el guayabo del pais (Acca sellowiana (Berg.) Burret), la
pitanga (Eugenia uniflora L.), el araza (Psidium cattleianum Sab.), y el guabiyu (Myrcianthes
pungens (Berg.) Legr.), presentan caracteristicas propias que los diferencian de otras

especies, y por lo tanto pueden ser una interesante fuente de antioxidante s naturales.

2.2.1 Guayabo del pais (Acca sellowiana (Berg.) Burret).

El “Guayabo del Pais”, (Figura 1.), conocido también como Guayabo en Uruguay y a nivel
internacional como pineapple guava [9]. Es una especie fruticola nativa de América del Sur.
Se distribuye en el sur de Brasil, en el sur de Misiones Argentina, sur de Paraguayy en todo

el territorio de nuestro pais [10].
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Figura 1. Guayabo del Pais, Rio Negro - Isla de los Naranjos, Revista INIA [11].

Es un arbolde 2 a 4 metros de altura. La fruta es una baya de forma variable, de color verde,
cascara lisa o rugosa, y con un peso de 25-60 g, aunque algunos a llegan a 130 g o mas [9].
La pulpa del fruto maduro es gelatinosa y de color hielo, con aroma penetrante y peculiar
[12]. Es un fruto con un valor nutricional muy importante por su alto contenido en vitamina
C y en iodo [12]. Muy apreciado por su contenido de vitaminas y minerales y por sus
propiedades antibacterianas, antialérgicas y antioxidantes [10]. Se consumen tanto en fresco
como en productos elaborados (como por ejemplo: mermeladas, jugos, etc.) [9]. Presenta
una amplia adaptabilidad a condiciones climaticas, buena resistencia a heladas y precocidad
productiva [9]. El periodo de floracion de esta especie se extiende desde octubre a mediados
de noviembre, y dependiendo de los materiales y de la zona del pais donde se ubique el
cultivo, la fecha de cosecha va desde fines de febrero en el Norte hasta mediados de mayo
para plantas cultivadas en el Sur del pais [12]. Se explota de manera comercial en paises como
Estados Unidos, Nueva Zelanda, Australia, Italia, Colombia e Israel entre otros. Estas
explotaciones comerciales emplean materiales genéticos colectados en Uruguay y sur de
Brasil [10].
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2.2.2 Arazad (Psidium cattleianum Sab.)
El Araza, (Figura 2 y 3.) es otro de los frutos nativos de Uruguay, Argentina y Sur de Brasil
[12]. Crece en forma silvestre en sierras, orillas de bafiados y arenales [13]. Es perenne, llega

a 4 metros de altura y se adapta muy bien a nuestras condiciones climaticas [12].

Figura 3. Araza amarillo y flor [14].

Es una especie de variabilidad baja. La floracién se da durante octubre hasta principios de
noviembre, pudiendo existir una segunda floracion en diciembre. La cosecha se obtiene en
febrero y marzo dependiendo de la fecha de floracion, pudiéndose cosechar en varias

pasadas a medida que van madurando [12]. Sus frutos son de 3 a 4 cm de didametro, pielcolor
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rojizo o amarillo y forma redondeada. En estado maduro, desarrollan un alto nivel de aroma,
especial y caracteristico [13]. Presentan un alto contenido de azucares y baja acidez [12]. Se
consume la pulpa, de color blanquecina con pequefias semillas [13]. También se preparan
mermeladas, licores y aromatizantes [12].

El Araza posee un sabor agridulce agradable y buenas propiedades nutricionales, con alto
contenido de minerales, antioxidantes y vitaminas A, B1 y C, los cuales inciden en la
disminucion del riesgo de cancer y enfermedades cardiovasculares [12 y 13]. Estudios
preliminares mostraron un buen potencial antioxidante y alto contenido fenoélico que

difieren entre genotipos de araza [15].

2.3 Extraccion con Fluidos Supercriticos (SFE)

La extraccion de antioxidantes a partir de tejidos vegetales se ha logrado tradicionalmente
mediante la extraccion so6lido-liquido, utilizando disolventes organicos, tales como metanol,
etanol y acetona, y también por destilacion con vapor [5].

Sin embargo, existe la busqueda de métodos mas eficientes, de mayor rendimiento, que
requieran menor cantidad de muestra y solvente, que extraigan selectivamente una variedad
de compuestos y que tengan la menor cantidad de residuos posible. En este marco de
busqueda de nuevas metodologias de extraccion, en los ultimos afios surgen las extraccio nes
supercriticas (SFE), las cuales utilizan solventes a temperaturas y presiones por encima de

su punto critico.

1 Supercritical
s Fluid
I
i

Pressure

Solid

Temperature L

Figura 4. Diagrama de equilibrio de fases. Por encima de la temperatura y presion critica el fluido se encuentra en estado

supercritico.
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Como se observa en la Figura 4, a una presiéon y temperatura dada un componente se
encuentra en estado supercritico sila temperatura y presion son mas elevadas que las desus
respectivos valores criticos. En este estado, varias propiedades de éste estan entre las de un
gas y las de un liquido; por ejemplo, densidad similar a un liquido, viscosidad similar a un
gas y difusividad intermedia entre ambos estados. En estado supercritico un fluido ofrece
propiedades fisicoquimicas ventajosas en los métodos de extraccion. Los fluidos tienen
mejores propiedades de transporte que los liquidos, debido a su baja viscosidad y alta
difusividad, asi éstos pueden difundirse facilmente a través de materiales solidos y de ésta
manera la extraccion es mas rapida [16]. A su vez, la densidad y difusividad de estos fluidos
se puede ajustar mediante variaciones de temperatura y de presion (Figura 4). Este hecho
permite ajustar sus propiedades de selectividad frente a varios compuestos. En forma
adicional, dado que el solvente supercritico opera a altas presiones, la separacion entre
soluto y solvente se realiza en forma muy simple y eficiente por la simple descompresion del

sistema.

Existe una amplia gama de compuestos que se pueden utilizar como fluidos supercriticos. El
mas cominmente usado para la extraccion de productos naturales es el dioxido de carbono
(CO2) [6]; cuya presion y temperatura supercritica es facilmente alcanzada dado que los
valores son 7,38 MPay 31, 06 °C [17].

Recientemente, ha habido un creciente interés en el uso de COz, para extraer componentes
de una materia prima [18]. Siendo esta una opci6on para la obtencion de extractos que
contengan sustancias como antioxidantes, aceites esenciales, carotenoides, compuestos
fenolicos, entre otros [19].

El di6xido de carbono es un solvente ideal para la extraccién de productos en el rubro de la
alimentacién y farmacia entre sus ventajas estan: baja toxicidad, no es explosivo ni
inflamable, esta facilmente disponible, tiene bajo costo, se elimina facil del extracto ob tenido,
la temperatura critica es baja y por lo tanto los compuestos naturales termo -sensibles
pueden ser recuperados con minimo dafio, presenta mayor selectividad, tiempos de
extraccion mas cortos [18], y tiene una buena capacidad de extracciéon debido a su mayor

poder de penetracion [19].

10
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Una desventaja en el uso de CO2 como fluido supercritico es que no es muy eficiente en la
extraccion de compuestos polares. Para contrarrestar esta dificultad se utilizan
modificadores (también llamados co-solventes), éstos son compuestos polares que, anadidos
en pequefias cantidades, producen cambios en las propiedades del fluido puro [ 16].

Basicamente, un sistema de extraccion con CO2 supercritico consiste en un reservorio de
solvente. Este se bombea a elevada presiéon mediante el uso de una bomba haciala celda de
extraccion que esta dentro de un horno de temperatura regulable y el extracto, finalmente,
se junta en el recipiente colector. Por lo tanto, el proceso de extraccion con fluidos
supercriticos basicamente consiste en elevar la presion del gas a utilizar como solvente a un
valor por encima de la presion critica del mismo, conducirlo luego a un extractor que se
encuentra a una temperatura por encima de la temperatura critica del gas y donde se
encuentra la muestra o materia prima que contiene el soluto de interés. Posteriormente, el
gas se descomprime a una presion inferior a la presion critica, liberandose el soluto en un

recipiente separador.

2.4 Método DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl)

Se utiliza para determinar la actividad antirradicalaria de numerosos tipos de compuestos.
Se utiliza DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), molécula caracterizada como un radical
libre estable, debido a la dislocacion del electron libre sobre la molécula lo que impide la
dimerizacion, como sucede con la mayoria de los radicales libres [20]. Esta dislocacién da
lugar al color violeta oscuro que posee el DPPH, caracterizado por una banda de absorciéon
en solucion de etanol o metanol centrada alrededor de los 515-520 nm.

Al mezclar la solucion de DPPH con la de una sustancia donante de hidrégenos (antioxidante)
se produce la reduccion del DPPH, con la subsiguiente pérdida del color violeta. La reaccion

que tiene lugar entre el DPPH y la sustancia antioxidante se representa de la siguiente forma:

7Z*+ AH — ZH + A*

Donde Z* representa al DPPH y a los radicales formados en las reacciones de autoxidacionde

lipidos, y AH, sustancia antioxidante donante de H. El radical A* formado continuara

11
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reaccionando, estas reacciones son las que controlan la estequiometria global, es decir el
nimero de moléculas de DPPH reducidas por cada molécula de antioxidante.
Por lo tanto, el método consiste en el seguimiento espectrofotométrico de la desapariciondel

color violeta en presencia del antioxidante (Figura 5).

Figura 5. Cambio del color de violeta a amarillo debido a la reduccion del DPPH.

A partir de los datos registrados de absorbancia, se determina el porcentaje de DPPH
remanente al alcanzar el estado estacionario para cada concentracion de antioxidante.

Posteriormente, se grafica el valor de DPPH remanente contra la concentracion de
antioxidante de donde se obtiene el parametro ECso para cada antioxidante en estudio. Dicho
parametro es Util para la interpretacion de los resultados obtenidos por este método, y se
define como la cantidad de antioxidante necesaria para reducir en un 50% la concentracion
inicial de DPPH. Por razones de claridad se habla en términos de 1/ECso, poder
antirradicalario o “anti radical power” (ARP), ya que cuanto mayor es el valor del mismo mas

eficiente el antioxidante [21].

2.5 Método ABTS (2,2 ' -azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid))

Se utiliza para la determinacion de la capacidad antioxidante. Se basa en la reactividad del
radical cationico ABTSe +, que absorbe luz dando un color verdoso intenso. Y luego de
reaccionar con sustancias antioxidantes la absorcién decrece notoriamente. La técnica para
la generacion de ABTS e + implica la produccion directa del croméforo ABTS e + azul / verde

a través de lareaccion entre ABTS y persulfato de potasio. Esto tiene maximos de absorcion

12



Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CYTAL)

a longitudes de onda de 415 nm, 645 nm, 734 nm y 815 nm. La adiciéon de antioxidantes
reduce al catién radical preformado, seguin la actividad antioxidante, la concentracion del
antioxidante y la duracion de la reaccion. Por lo tanto, el alcance de decoloracion como
porcentaje de inhibicion de ABTS o +, se determina en funcion de la concentracion y tiempo,
y se calcula en relacion con la reactividad de un antioxidante estdndar bajo las mismas
condiciones. El antioxidante sintético de referencia (Trolox o acido ascorbico si se trata de
alimentos) se utiliza a una concentracion de 0-15 pM, o (0-20 mg/100 mL) respectivamente
en las mismas condiciones. Los resultados se expresan en TEAC (actividad antioxidante
equivalente a Trolox) y en VCEAC (actividad antioxidante equivalente a vitamina C). El
método es aplicable al estudio de antioxidantes solubles en agua y en lipidos, compuestos

puros y extractos de alimentos [22, 23].

2.6 Método Rancimat

Este método implica exponer a un aceite a condiciones extremas (alta temperatura y
aireacion) y asi lograr el enranciamiento acelerado del mismo. Se determina el periodo de
induccion (PI) de la oxidacion en forma indirecta mediante la determinacion de la cantidad

de compuestos volatiles generados.

AIRE

Figura 6. Esquema del equipo Rancimat

En la Figura 6 vemos un esquema de la operacion de éste método. La muestra se coloca en

un tubo ubicado dentro de un bloque termostatizado a la temperatura deseada y se hace
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burbujear una corriente de aire a través de la misma. Los acidos organicos volatiles,formados
en el proceso de oxidacion son arrastrados hacia otro tubo conteniendo agua desionizada,

provisto de una celda de conductividad que trasmite su sefial a una computadora (PC) donde

se procesan los datos.

Figura 7. Equipo Rancimat utilizado en el Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Facultad de Quimica, UdelaR.

Los compuestos volatiles generados en el proceso de oxidacion del aceite se disuelven en el
agua desionizada generando un incremento en la conductividad de la misma, el cual es
proporcional a la cantidad de dichos compuestos. Como es habitual en los aceites, luego de
un periodo inicial en el que la velocidad de oxidacion es muy baja, la misma aumenta
drasticamente, registrandose en el equipo como un marcado aumento en la pendiente de la
curva de conductividad del agua. El tiempo Rancimat (correspondiente al periodo de
induccion: PI) se calcula como la interseccion de las tangentes a la curva de conductividad

antes y después del cambio de pendiente (figura 8).
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¢ Conductividad

Tiempo

Figura 8. Periodo de Induccion (Pl) se calcula como la interseccion de las tangentes a la curva de conductividad antes y después

del cambio de pendiente.

2.7 Método de Folin-Cicalteu

El método de Folin-Cicalteu, se utiliza para determinar cuantitativamente los compuestos
fenolicos. Implica la oxidacion en solucién alcalina de fenoles por el reactivo amarillo
compuesto por acido fosfotungténico (H3PW12040) y acido fosfomolibdico (HsPMo12040), lo
que resulta en un producto de color azul (6xido de tungsteno, Wg023,y 6xido de molibdeno
Mo023).

Esta coloracion azul presenta un maximo de absorbancia en el rango 700 a 760 nm
dependiendo de la calidad y/o cantidad de compuestos fendlicas ademas del pH alcalino de

las soluciones, obtenido por adicion de carbonato s6dico [24].

3. Objetivos

3.1 objetivo general

e Determinar la eficiencia de extractos obtenidos mediante extraccién con CO:
supercritico (SCCO2) de frutos nativos de Uruguay en la proteccion de aceites

comestibles contra el enranciamiento oxidativo.

3.2 Objetivos especificos

e Obtener los extractos de las diferentes materias primas de interés (Araza rojo, Araza
amarillo y Guayabo del Pais) por extracciéon con SCCOzen diferentes condiciones de

temperatura y presion y contenido de co-solvente (etanol).
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e C(Caracterizar los extractos obtenidos por su capacidad antioxidante (método ABTS),
su efecto antirradicalario (método DPPH) y por su contenido de fenoles totales
(método de Folin-Cicalteu).

e Evaluar el poder antioxidante de los extractos mediante la determinacion del efecto
de los mismos sobre el periodo de induccion del aceite de girasol (previamente
purificado, y por lo tanto libre de antioxidantes naturales o sintéticos), sometido al
método de enranciamiento acelerado Rancimat. Se compararan los resultados
obtenidos con los extractos respecto a aquellos que se obtienen con los antioxidantes
sintéticos tradicionales utilizados en la industria alimentaria (BHT y BHA).

e Obtencién de extractos por los métodos tradicionales de maceracién con solventes
organicos.

e Comparar los resultados obtenidos en las condiciones 6ptimas de la extraccion
supercritica con los obtenidos por los métodos tradicionales de maceracién con

solventes organicos.

4. Materiales y métodos

4.1 Frutosy reactivos

Los frutos Guayabo del Pais (Acca sellowiana (Berg.) Burret), Araza rojo y Araza amarillo
(Psidium cattleianum Sab) fueron gentilmente proporcionados de cultivos de INIA LasBrujas,
Ruta 48 km 10, Rincon del Colorado, Departamento de Canelones.

Los antioxidantes sintéticos utilizados fueron el Butilhidroxitolueno (BHT) y
Butilhidroxianisol (BHA), de pureza 100%.

Las soluciones de los extractos fueron preparadas con los siguientes solventes: Metanol
(solvente de alta calidad HPLC, Sigma), Isopropanol (MACRON FINE CHEMICALS), Etanol
(PPA, DEXIN).

El aceite utilizado como reactivo en el método Rancimat fue el aceite genuino de girasol
Uruguay, marca COUSA.

Se utiliz6 DPPH (Sigma), reactivo de Folin-Cicalteu’s phenol reagent, 2N (Sigma-Aldrich).
El material de vidrio, al igual que los equipos (Liofilizador Labotecgroup 01.JLG (12FD) con
bomba de vacio a-58,5°Cy 0,00001 pa de presion (Figura 9); Espectrofotémetro Shimadzu
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UV-1203, 873; Biodisel Rancimat y el equipo de extraccion supercritica (Figura 11)) fueron
proporcionados por el Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Facultad de

Quimica, UdelaR.

4.2 Liofilizacion y molido
Para realizar las extracciones, primero se procedi6 a secar y determinar la humedad de los

frutos. El secado se hizo por liofilizacién hasta peso constante. Posteriormente, al tener las

muestras secas se muelen y se almacenan en freezer a -18°C.

Figura 9. Liofilizador Labotecgroup 01.JLG (12FD), funcionando a -58,5°C de temperarura y a 0,0001 pa de presion.
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4.3 Extraccion supercritica con CO2

Las extracciones supercriticas fueron realizadas en el equipo esquematizado en la Figura 10.
La celda de extraccion (E) de acero inoxidable (TharTech Inc., USA), de una capacidad de
volumen de 25 mL, (soporta una presion maxima de 10.000 psi), fue llenada con la muestra

seca y molida.

Figura 10. Esquema del equipo de extraccion supercritica.

Luego de esto, la bomba (B), (compresor tipo piston con regulacion de flujo volumétrico
automatico y fijacion de presion y flujo masico manual), eleva la presién de CO2 y con la
valvula V2 cerrada, se deja que el fluido entre a la celda de extraccién. Esta tltima se
encuentra a temperatura constante de 40 °C (condicion supercritica del fluido) y permanece
el fluido dentro de la misma por 15 minutos para que entre en contacto con la matriz sélida.
Una vez pasado ese tiempo, con la valvula micrométrica VM3 moderadamente abierta, se
comienza a abrir la valvula V2. En este momento, toda la humedad y parte del aceite esencial
de la muestra que se encuentran solubilizados en el CO2, es separado en el momento que
atraviesa VMs. La separacion se da, debido a la despresurizacion de la mezcla fluido -extracto,
el COz, pasa a estado gaseoso y el extracto al estado liquido. El extracto se recoge en un vial
de vidrio que se encuentra dentro del separador (S). El separador esta constituido por un
cafo capilar de acero inoxidable con su extremo dentro de un vial de vidrio de 7 mL. Tanto el
cafio como el vial estan contenidos en una celda de vidrio. El cafio capilar esta unido a la
valvula VM3 y ésta ultima esta termostatizada por una resistencia a la cual se le aplica un
voltaje. La funcién de ésta resistencia es la de evitar la solidificacion del fluido a la salida del

dispositivo de extraccion.
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Posteriormente, el COzdespresurizado y exento de la esencia, pasa a través de una bateriade
filtros para asi ser liberado al ambiente. El flujo volumétrico es registrado por un medidor
que se encuentra al final del sistema (GFM).

Las primeras extracciones fueron realizadas utilizando distintos valores de presion: 200 y
400 bar. Las extracciones en las que se utilizd co-solvente (en un 10 % (m/m) respecto al
flujo de CO2) se hicieron a 200 bar de presion. Todas las extracciones se realizaron a una
temperatura de 40 °C.

Los resultados alcanzados con los extractos obtenidos mediante las extracciones con SCCO2
y con Etanol como co-solvente (SCCO2-EtOH-200bar), se presentaran en comparacion a los

obtenidos sin el uso de co-solvente durante el desarrollo del informe.

Figura 11. Equipo de extraccion supercritica del Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Facultad de Quimica
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4.4 Extraccién con Etanol (maceracion tradicional)

Se parti6 de 2 gramos de muestra seca y molida, a la cual se le agreg6 30 ml de solvente
(EtOH/H20 75:25). Posteriormente, se agit6 constantemente durante 4 horas a temperatura
ambiente. Luego se centrifug6 15 minutos a 4000 rpm y se separo el sobrenadante. Serealizo
un lavado con 15 mL de solvente, el cual se agit6 durante dos horas. Se procedié nuevamente
a separar y luego se evaporo6 todo el solvente en bafo de agua a 40 °C bajo flujo de Nitrégeno.
Los extractos se almacenaron en freezer a -18°C y al resguardo de la luz.

Para realizar las maceraciones con la mezcla EtOH/H20 75:25, se adapt6 y escal6 el método

descrito en bibliografia [25].

4.5 Método de DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

Para determinar el poder anti-radicalario se utilizé el método DPPH, como se detalla a
continuacion.

Se disuelve 0,016 g de DPPH en 50 mL de metanol, y luego se realiz6 una dilucién 1:10 de
esa solucion.

La solucion del extracto se prepard de tal manera que sus alicuotas permitan llegar a
relaciones en los rangos reportados en bibliografia. Se utilizan de 20 pL a 400 pL.

Para realizar en ensayo se mezcl6 1,6 mL de la solucion de DPPH con 400 pL de extracto en
solucion (o parte de la solucidon de extracto y parte de metanol para llegar a los 2 mL),
soluciones con diferentes relaciones masicas (R, mg de extracto/mg DPPH) entre el extracto
y el DPPH).

Se midi6 la absorbancia de la mezcla reaccionando cada 5 minutos a 515 nm, hasta que la
reacciéon sea completa, (se midi6 hasta obtener una absorbancia constante).

Junto con la muestra se midi6 la absorbancia de un blanco en el tiempo (en ausencia de
extracto, compuesto Unicamente por DPPH y Metanol).

A partir de los datos obtenidos se grafico la curva de absorbancia en funcion del tiempo y se
determiné el DPPH remanente para cada R dado por el porcentaje correspondiente al tramo
final horizontal de la curva (en donde la absorbancia se mantuvo constante).

Una vez obtenidos los valores de DPPH remanente para los diferentes valores de R, se grafico

dicho valor en funcién de R y se determiné por interpolaciéon en valor de R correspondiente
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a un 50 % de DPPH remanente. Dicho valor es conocido también como ECso. Este parametro
es caracteristico de cada antioxidante y es utilizado para comparar la eficacia entre distintos
compuestos.

En resumen el ECso es la cantidad de antioxidante necesaria para reducir en un 50 % la
concentracion inicial del DPPH. Por lo tanto, cuanto mas pequeiio sea el valor de ECso para
determinado compuesto, mas eficientes seran sus capacidades antioxidantes.

A la hora de comparar antioxidantes se suele utilizar el término 1/ECso o poder
antirradicalario o “Anti Radical Power (ARP), alos efectos de expresar el resultado en basea

un pardmetro que sea mayor cuanto mas eficiente sea el antioxidante.

4.6 Método de ABTS
El radical se forma por la reaccion entre el ABTS (38,4 mg de sal diamdnica) y K2S208 (6,6

mg) al incubar en la oscuridad a temperatura ambiente por 16 horas.

Se diluy¢ la solucion 50 veces con EtOH absoluto hasta una absorbancia entre 0,6 y 0,8 a 734
nm. Para cuantificar las muestras se construyé una curva de calibracion de acido ascorbico.
Los resultados se expresaron como miligramos de acido ascorbico/gramos de muestra. La
reaccion entre ABTS y acido ascoOrbico finaliza entre 4 a 6 minutos, llegando a una
absorbancia constante, mientas que para los polifenoles se estabiliza luego de los 40 minutos.
Trabajando con poca luz, se mezcl6 10 puL de muestra, 990 pL de ABTS diluido y se midi6 la
absorbancia a 734 nm a los 15 minutos a temperatura ambiente contra un blanco de celda

vacia.

4.7 Método Rancimat y purificacion del aceite.

El poder antioxidante se evalué por el método de enranciamiento acelerado (Rancimat).
Para éste método se dispuso de un equipo 873 Biodisel Rancimat. Se utiliz6 como matriz
aceite de girasol purificado, de ésta manera se retiran antioxidantes naturales (tocoferoles)
sintéticos u otros compuestos que puedan interferir con este estudio. El aceite de girasol fue
purificado mediante su paso a través de una columna de alimina, sin solventes [24, 26].
La purificacién consistio en pasar el aceite comercial a través de una columna cagada con

alimina activada a 180°C durante 3 horas. Se utilizé una relaciéon alimina-aceite 1:1 y se
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aplicoé vacio en la descarga para facilitar el flujo. Durante y después de ésta etapa es
importante que el aceite no entre en contacto con la luz, por lo que la columna se mantiene
cubierta con papel aluminio.

Parala adicion de antioxidantes al aceite de girasol se prepararon soluciones de isopropanol
de concentracion exactamente conocida de cada uno de ellos (antioxidantes sintéticos y
extractos) las cuales se conservaron en freezer a -18°C.

Se pesaron 5 g de aceite de girasol (purificado) en el tubo del Rancimat.

Se adicion6 con micro-jeringa, directamente sobre el aceite el volumen de solucion de
antioxidante 60 pL y 150 puL. para tener una concentracion final de 200 ppm y 500 ppm
respectivamente. Posteriormente, la muestra se colocé en un bafio de ultrasonido durante 10
minutos para asegurar su homogenizacion.

Todas las medidas para obtener el Pl se realizaron por duplicado, a una temperatura de 100
°C. Los resultados se compararon con un blanco realizado con el aceite de girasol original

(purificado, sin el agregado de antioxidantes).

4.8 Método de Folin-Ciocalteu

Este método se utilizd para la determinacion de fenoles totales, tomando como referencia las
técnicas de Cicco (2009) y Baiano (2009) [22, 2]. Como primer paso se agreg6 a un tubo 100
pL de muestra diluida, soluciones de calibracion o blanco. Luego se adicion6 100 uL de
reactivo de Folin (2M), se mezcld bien y se deja actuar por exactamente 4 minutos.
Posteriormente, se agregd 800 uL de carbonato de Sodio (5%), se mezcl6 y se dejo actuar por
20 minutos a 40 °C. Luego se enfria rapidamente en un bafio de agua de hielo, y por ultimo
se midi6 la absorbancia a 750 nm.

La curva de calibracion se realizé con acido Galico a concentraciones entre 0-80 mg/L, (el

patron de acido Galico se disuelve en Metanol acuoso 70%).

22



Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CYTAL)

5. Resultados y discusion

5.1 Porcentaje de humedad de los frutos nativos

Tabla 1 Porcentaje de humedad de los frutos.

Porcentaje de Desviacion
humedad (%) estandar

Guayabo del Pais 80,3 0,7
Araza Amarillo 75,0 0,3
Arazéa Rojo 77,8 0,7

En la Tabla 1 se muestra el porcentaje de humedad de los frutos obtenido luego del proceso

de liofilizacion.

El fruto del Guayabo del Pais fue el que presentd mayor humedad, 80,3 %, luego el Arazarojo
con 77,8 % y finalmente el Araza Amarillo con 75,0 %. Estos valores de humedad son
esperables y se corresponden con la humedad determinada para dichos frutos en estudios

realizados en INIA Las Brujas, de donde fue obtenido el material.
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5.2 Rendimiento de las extracciones

En la Tabla 2 se detallan los rendimientos de las extracciones realizadas. En la misma se

puede observar las diferencias entre los distintos tipos de extracciones.

Tabla 2 Rendimiento mdsico de extracciones supercriticas

Guayabo de Pais Araza Rojo Araza Amarillo

SCCO2  SCCOz  SCC  EtOH/Hz SCCO2  SCCO: SCC  EtOH/Hz2 SCCOz SCCO2  SCC  EtOH/H:
200b 400b 02 075:25 200b  400b 02 075:25 200b  400b 02 075:25

ar ar EtOH ar ar EtOH ar ar EtOH

200 200 200

bar bar bar
Rendimiento 1,0 1,1 1,1 65,7 1,4 1,8 18 59,1 2,7 37 42 45,3
masico %
(masag 0,04 0,05 0,05 - 0,07 0,1 0,08 - 0,1 0,2 0,2 =
Extracto)/)m
asagCO2
(masag 0,003 0,004 0,00 - 0,004 0,005 0,00 - 0,008 0,01 0,01 -
Extracto)/ma 4 5
sagC02)/(g
de muestra)

Para las extracciones supercriticas vemos que al aumentar la presién de 200 a 400 bar el
rendimiento aumenta para todos los frutos estudiados. A su vez utilizando etanol como co -
solvente (10% (m/m) respecto al CO2) y 200 bar de presion el rendimiento obtenido es
similar, al alcanzado utilizando 400 bar de presion (sin co-solvente). Por lo tanto, la
utilizacion de un co-solvente permite obtener rendimientos mas elevados sin tener que
trabajar a presiones muy altas, lo cual es ventaja a la hora de realizar un escalado del

equipamiento.

Al comparar las extracciones supercriticas con las con las extracciones con EtOH/H 20 75:25,
como se esperaba, se obtuvieron rendimientos considerablemente mayores para las

extracciones con EtOH/H20 75:25. Esto surgiere que la gran selectividad que presenta el CO2
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supercritico frente a la mezcla etanol/agua, asi como la mayor solubilidad de los compuestos

de interés en esta mezcla condujo a diferencias importantes en los rendimientos obtenidos.

Para los frutos, en las extracciones supercriticas (independientemente de las condiciones
realizadas) se mantuvo una tendencia en la cual el mayor rendimiento corresponde al araza
amarillo, seguido del araza rojo, y finalmente con el Guayabo del Pais se obtuvo el menor
rendimiento. Por el contrario, lo opuesto ocurrio6 en el caso de las extracciones con EtOH/H20
75:25 donde el mayor rendimiento fue para el Guayabo del Pais, seguido por el Araza rojoy

por ultimo el Arazd amarillo.

Con el Araza amarillo se obtuvo un mayor rendimiento para las extracciones supercriticas -

con o sin la utilizaciéon de un co-solvente- siendo ademas, el que se extrajo con menor gasto

de COa.

Estos resultados en donde los mayores rendimientos globales fueron para la extracciéon con
EtOH/H20 75:25 (45,3%-65,7%) seguido de la extraccion SCCO2-EtOH-200 bar (1,1%-4,2%),
seguido de la extraccion SCOz 200 bar y SCO2 400 bar (1,0% a 2,7% y 1,1% a 3,7%
respectivamente), concuerdan con los resultados obtenidos en la bibliografia [19], enlosque
el rendimiento de la extraccion en el fruto Pitanga (Eugenia uniflora L.) acrecentd al
aumentar la polaridad del solvente utilizado. Por ejemplo, los extractos acuosos mostraron
rendimientos mas altos (22% para extracciones supercriticas utilizando agua como co-
solvente), seguidos de los extractos etandlicos (16% para extracciones supercriticas con
EtOH como co-solvente) y por ultimo los supercriticos sin co-solvente (5%). Dado que el

agua presenta mayor polaridad que el etanol (9.0 vs. 5.2), y ademds que CO: es apolar [19].

5.3 DPPH (Poder antirradicalario ARP)

Para la obtencion del poder anti-radicalario de los diferentes extractos, las relaciones
masicas utilizadas en todos los casos presentaron valores de DPPH remanente mayores y
menores al 50%, lo que permiti6 interpolar el valor correspondiente al ECso en cada caso.En

la Figura 12, se puede observar como ejemplo, los graficos obtenidos de %DPPH remanente Vs.
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Tiempo (en minutos) y el grafico de %DPPH Remanente Vs. los distintos R (mg Extracto/mg

DPPH) utilizados, del extracto de Araza Amarillo obtenido con CO2 a 400 bar de presiony 40

°C.De esta forma se obtuvo los valores de la recta de la cual se despejan los distintos valores

de ECso y a partir de los cuales se obtienen los valores de ARP que se muestran en la Tabla 2

para todos los extractos obtenidos por SFCy los EtOH/H20 75:25.

%DPPH rem vs. tiempo (minutos) para R=0,5
98,0
96,0
94,0
92,0
90,0
10 20 30 40 50
%DPPH rem vs. tiempo (minutos) para R=7,5
ann
0 :\\
40,0
20,0
o L]
10 20 30 40 50

|
=]

e
=

%DPPH rem vs. tiempo (minutos) para R=2,5

0 10 20 30 40

%DPPH rem vs. tiempo (minutos) para R=9,9

%DPPH rem vs. tiempo (minutos) para R=5

0 10 20 30 40 50

------ y=-2,1912x + 88,643
2 R==0,3277

Figura 12. Porcentaje de DPPH remanente en funcién de la relacién (R, mg Extracto/mg DPPH) para el extracto supercritico

de Araza Amarillo obtenido con CO2 supercritico a 400 bar de presion 'y 40 °C
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Tabla 3 Resultados DPPH

Guayabo del Pais

SCCOz SCCOz2 ScCco

200ba 400ba 2
r r EtOH
200

bar

ECsome 27,46 18,80 20,2
Extracto/ 4

mg DPPH)

ARP 0,04 0,05 0,05
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Figura 13. Comparacién del poder antirradicalario (ARP, [mg DPPH/mg Extracto]) obtenido para los distintos tipos de

extractos.

En la Figura 13 se muestra la comparacion del ARP obtenido para los distintos tipos de

extractos. En la misma se observa que los valores de ARP obtenidos para las extracciones
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supercriticas son considerablemente menores que los obtenidos en las extracciones con

EtOH/H20 75:25.

Por otro lado, la capacidad antioxidante mostr6 variaciones entre las diferentes frutas, que
puede estar asociado en este caso con diferencias en el perfil de co mpuestos fenoélicos entre

los frutos estudiados.

Para el caso del Guayabo del Pais, en las extracciones SCCO2 200 bar, SCCO2 400 bar y SCCO2-
EtOH-200 bar, se obtuvo valores de ARP similares y los menores en comparacion con los
frutos de Araza rojo y amarillo. En el caso del extracto EtOH/H20 75:25 se obtuvo para éste

extracto el valor mas elevado de ARP (0,48).

Para el Araza Rojo, se obtuvo el valor de ARP mas elevado en las extracciones SCCO2 200 bar,
incluso mayor que el extracto SCCO2-EtOH. De los extractos EtOH/H20 75:25 es éste el de

menor valor de ARP.

Para el Araza Amarillo el mayor poder anti-radicalario es el SCCO2-EtOH 200 bar, para los
extractos supercriticos seguido del SCCO2 200 bar, seguido del SCCO2 400 bar. Para los
extractos obtenidos por EtOH/H20 75:25 es el valor intermedio entre los frutos, como se

puede ver en la Tabla 3 y Figura 13.

Los valores de ARP obtenidos para los extractos supercriticos fueron menores que losque se
obtuvieron con los extractos obtenidos con EtOH/H20 75:25. Sin embargo, estas diferencias
no resultan sorprendentes considerando la diferente selectividad y eficiencia de cada unode
los métodos de extraccion utilizados. Es de esperar que extractos de un mismo material
obtenidos por métodos diferentes presenten distinto porcentaje de cada tipo de compuesto
constituyente. Por lo tanto, los valores de ARP superiores para los extractos etandlicos
sugiere que el etanol debi6 ser mas eficiente que el CO2 para extraer compuestos con

actividad antirradicalaria.

La determinacion del ECso proporciona una relacion directa de la capacidad antioxidante
entre diferentes sustancias ya que es independiente de la concentracion de la muestra. [23]

Comparando con resultados obtenidos en bibliografia se observo que también ocurre que
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todos los extractos obtenidos con procesos de extraccién con etanol exhibian una mayor

capacidad antioxidante [23].

En diferentes estudios se ha visto como frutos que pertenecen a la misma familia de las
mirtaceas como el araca boi fruit (Eugenia stipitata Mc Vaugh) presenta un ECso de 0,69 +/-
0,23 pg/mL [17]. Para el Araza se encontr6 una ECso de 48,05 mg/L en extractos obtenidos
por maceracion con solventes organicos, valor aproximado alos que se obtuvieron con los

extractos SCCO2 200 bar y SCCO2 400 bar [4].

A modo comparativo en la Tabla 4 se informan los resultados de ECs0y ARP obtenidos para
los antioxidantes sintéticos BHT y BHA. Como se puede observar los valores de ARP para
estos antioxidantes sintéticos son muy superiores que los valores obtenidos con losextractos

generados a partir de los frutos nativos.

Tabla 4 Resultados DPPH para los antioxidantes sintéticos BHT y BHA.

EC50 ARP
BHT 0,0913 10,96
BHA 0,1055 9,48

5.4 ABTS (Capacidad Antioxidante)

Como ya se mencion6, el método ABTS fue utilizado para determinar la capacidad
antioxidante de los extractos la cual se expresa como equivalente de acido ascorbico porlitro
de sal. El ensayo ABTS se basa en la generacion de un azul / verde ABTS ¢ +, que es aplicable
en sistemas antioxidantes hidrofilicos y lip6filicos; mientras que en el DPPH como ya se
mencion6 usa un radical disuelto en medios organicos y, por lo tanto, es aplicable en sistemas

antioxidantes hidrofébicos.

En estudios realizados en los que comparan ambos métodos la diferencia entre las
capacidades antioxidantes determinadas fue mayor en alimentos altamente pigmentados.

Por lo tanto, el ensayo ABTS mide la capacidad antioxidante de una gama de carotenoidesy
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compuestos fendlicos, mientras que los carotenos y xantofilas no reaccionan contra elradical

libre DPPH [22].

Tabla 5. Resultados del ensayo de ABTS para todos los extractos

Extracto Promedio de valores de Desviacion mg de equivalente ac.
Absorbancia Estandar Ascorbico/L sal
SCCO2 Araza Rojo 0,618 0,02 0,29
200bar
Araza 0,560 0,01 0,59
Amarillo
Guayabo del 0,641 0,01 0,17
Pais
SCCO2 400 Araza Rojo 0,550 0,01 0,65
bar
Araza 0,512 0,01 0,84
Amarillo
Guayabo del 0,642 0,03 0,16
Pais
SCCO: Araza Rojo 0,611 0,02 0,33
EtOH/H:20
Araza 0,614 0,01 0,31
Amarillo
Guayabo del 0,641 0,01 0,17
Pais
H20/EtOH Araza Rojo 0,604 0,02 0,36
75:25
Araza 0,507 0,03 0,87
Amarillo
Guayabo del 0,495 0,01 0,93
Pais
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El extracto de Guayabo del Pais obtenido mediante la extraccion tradicional con EtOH/H20
75:25, es el que presenta mayor capacidad antioxidante (0,93 mg de equivalente ac.
Ascorbico/L sal), en concordancia con el resultado obtenido mediante el ensayo de DPPH,en

el cual, como ya se menciono6 antes fue el de mayor valor de ARP.

En esta determinacion se puede ver que para los extractos SCCO2 200 bar y SCCO2 400 bar; el
Araza amarillo es el que presenta mayor capacidad antioxidante y el Guayabo del Pais la

menor.

Por ultimo, la extraccion SCCO2-EtOH 200 bar; el guayabo del Pais continua siendo la que
presenta menor capacidad antioxidante y los extractos obtenidos a partir de los frutos de
Araza presentan capacidades similares, destacandose levemente el Araza rojo, a diferencia
del resultados de ARP en el que se destaca el Araza amarillo, aunque esto no resulta

significante.

La determinaciéon de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS, encontrado en
bibliografia es de 120,0 + 4,5 mg/100 g para el fruto Guayaba, 54,0 + 1,9 mg/100 g para el
Maracuyay 163,4 + 4,0 mg/100 g para el Acai. Estos valores son similares a los obte nidos en
el presente trabajo y estan expresados en referencia a la actividad antioxidante equivalente

al acido ascorbico (mg/100 g peso muestra).

5.5 Rancimat (periodo de induccion)

Con éste método se determind la capacidad de proteccion a un aceite purificado por partede
los distintos extractos. El siguiente estudio se realiz6 para el aceite de girasol purificado asi
como también para el aceite purificado aditivado con los extractos supercriticos y etanoélicos
y con algunos antioxidantes sintéticos y naturales. Los resultados obtenidos se pueden
observar en la Tabla 6, donde se indica el periodo de inducciéon obtenido con la adicion de

cada extracto a 200 y 500 ppm.

El aceite de girasol utilizado para todos los ensayos de Rancimat, luego de purificar, sin

antioxidantes naturales o artificiales, presenta un periodo de induccion de 1,5 +/- 0,1. Este
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aceite purificado se aditivo con las soluciones de los extractos, los antioxidantes sintéticos

BHT y BHA, y los tocoferoles (antioxidantes naturales) para obtener los diferentes periodos

de induccién que se detallan en las Tablas 6 y 7.
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Tabla 6. Resultados del ensayo de Rancimat para todos los extractos a 200 y 500 ppm.

Extracto
Guayabo del Pais SCCO02200 bar
SCCO2400 bar

SC-EtOH 200 bar

EtOH/Hz0 75:25

Araza Amarillo SCCO2200 bar

SCCOz 400 bar

SCCO2-EtOH 200 bar

EtOH/H20 75:25

Araza Rojo SCCOz 200 bar

SCCOz 400 bar

SCCO2-EtOH 200 bar

EtOH/H20 75:25

ppm Periodo de Induccién (horas)

200 16
500 1,7
200 16
500 1,7
200 36
500 39
200 29
500 38
200
500 19
200
500 18
200 3,1
500 33
200 2.8
500 36
200
500 16
200 -
500 16
200 3,1
500 33
200 33
500 38
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Tabla 7. Resultados del ensayo de Rancimat para los antioxidantes sintéticos BHT y BHA.

Ppm Periodo de Induccion (horas)
BHT 200 9,7
500 15,2
BHA 200 11,8
500 16,7
Tocoferoles 500 8.8

Vemos que los resultados del Rancimat utilizando los extractos, estan todos por encima del
periodo de induccion de 1,5 hs. que se obtuvo para el aceite purificado sin la adicion de
ningun extracto o antioxidante. También, se puede observar que al aumentar de 200 ppm a
500 ppm la cantidad del extracto incorporada en el aceite la proteccion aumenta entre un 6

a 13 %, dependiendo del fruto y del tipo de extraccion.

De los extractos SCCO2 200 bar y SCCOz 400 bar el que le otorgd mayor estabilidad al aceite
de girasol purificado fue el extracto de Araza amarillo con valores de periodo de induccién

de 1,9 y 1,8 horas respectivamente con una concentracion del extracto de 500 ppm.

Parala extraccion SCCO2-EtOH 200 bar a 200 ppm y 500 ppm, fue con los extractos obtenidos
a partir del Guayabo del Pais con el que se obtuvo mayor proteccion (3,6 y 3,9 horas
respectivamente). En este caso para los extractos obtenidos del Araza rojo y Araza amarillo
aunque fueron menores que para el extracto obtenido del Guayabo del Pais también se
obtuvieron adecuados resultados, con periodos de induccién de 3,1y 3,3 horas, para 200

ppmy 500 ppm respectivamente.

Si bien el CO2 es buen solvente para la extraccion tiene ciertas limitaciones para extraer
compuestos polares de estas matrices. Por lo cual, se utiliz6 un co-solvente, como el etanol.
Como se observa en la Tabla 2, el uso de etanol como co-solvente en la extraccion supercritica
otorga un aumento en el rendimiento, y también se obtienen mayores valores mediante las

técnicas de DPPH y ABTS para algunas condiciones de extraccion, lo cual es coherente con el
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aumento de la polaridad del solvente de extraccion. También, en la Tabla 6 se observa que el
uso de etanol como co-solvente aument6 el periodo de induccion del aceite de girasol
purificado en comparacién con los extractos supercriticos obtenidos sin el empleo del co -
solvente. Por lo tanto, se puede afirmar que el uso de etanol como co-solvente asistiendo la
extraccion con SC-CO2 supercritica permiti6 que los resultados obtenidos sean mejores
comparativamente, tanto desde el punto de vista de los rendimientos, como desde el punto

de vista de la capacidad antioxidante.

Por ultimo, para el caso de los extractos obtenidos con EtOH/H20 75:25, el que le otorgo
mayor estabilidad al aceite de girasol purificado fue el Guayabo del Pais y el Araza rojo con

valores de PI para ambos de 3,8 horas.

200ppm 500ppm 200ppm 500ppm  200ppm 500ppm 200ppm 500ppm

>
H~ Un

3,5

Periodo de Induccién (Horas)
o = N
o [9,] = (0] N (6] w

SCCO2 200 bar SCCO2 400 bar  |SCO2-EtOH 200 bar EtOH/H20 75:25

B Guayabo del Pais ™ Arazd amarillo ™ Arazarojo

Figura 14. Comparacién de los resultados del ensayo de Rancimat para los extractos del Guayabo del Pais, Arazd amarillo y Arazdrojo

para todas las condiciones de extraccidn.

Cuando comparamos los resultados de los PI para los extractos SCCO2 200 bar, SCCO2 400
bar, SCCO2-EtOH 200 bar y con EtOH/H20 75:25, vemos que en todos ellos hubo un efecto
protector sobre el aceite. Siendo los extractos SCCO2-EtOH 200 bar y los obtenidos con
EtOH/H20 75:25 los que presentaron un efecto protector mas importante. A su vez el

extracto SCCO2-EtOH 200 bar fue el de mayor PI, esto se podria deber a la mayor selectividad
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de la extraccion con CO:z supercritico y ademas a que los componentes con efectos

antioxidantes fueron mas afines a extraerse con EtOH, por ende mas polares.

Los solventes menos polares (como el CO2) permitirian una mayor extraccién de compuestos
liposolubles mientras que los mas polares (como el etanol acuoso) permitirian una mayor
extraccion de compuesto hidrosoluble. Ademas, los solventes mas polares extraerian otros
compuestos no activos de la matriz, disminuyendo la concentracion de los compuestos de

interés en dichos extractos y, por lo tanto, con un menor poder antioxidante.

No se encontraron en la bibliografia resultados del PI para este tipo de frutos, por lo cual los
resultados presentados en el presente trabajo son novedosos y una primera etapa de este
tipo de estudios de oxidacion acelerada con los extractos obtenidos a partir de los frutos

nativos estudiados.

5.5 Folin-Ciocalteu (Polifenoles totales)

En la Tabla 8 se puede observar los resultados del ensayo de Folin-Ciocalteu, realizado para
determinar la cantidad de Polifenoles totales que contienen cada uno de los extractos
obtenidos. Se puede observar que los extractos obtenidos mediante la mezcla de solventes
EtOH/H20 75:25 contienen una cantidad mayor de polifenoles que el resto de los extractos,
destacandose el Guayabo del Pais con 92,6 mg de acido Galico/g de extracto. Siendo luegolos
extractos obtenidos por SCCO2-EtOH 200 bar, los que le siguen en relacion al contenido de
fenoles totales, destacandose en este caso el araza rojo con 17,3 mg de acido Galico/g de
extracto. Por ultimo, las extracciones con SCCO2 200 bar y SCCO2 400 bar, no hubieron
diferencias entre ellas, y coincidiendo con la extraccion tradicional con EtOH/H20 75:25, el
Guayabo del Pais es el fruto con mas cantidad de polifenoles, en este caso 1,3 mg de ac.
Galico/g de extracto.

Estos resultados son consistentes con el hecho de que los fenoles son compuestos polares y
se extraen mejor en solventes afines. Sin embargo, no importa tinicamente el contenido total
de fenoles sino la identidad de los mismos ya que se vincula a su actividad. Por lo cual, como
ya se observo no necesariamente los extractos con mayor contenido de fenoles o mayor
rendimiento resultan los de mayor poder antioxidante, sumado a esto se debe tener en

cuenta otros compuestos antioxidantes no determinados por esta técnica.
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En bibliografia se ha encontrado estudios en los que se ha clasificado el contenido fenoélico
total de varias frutas en tres categorias: bajo (menor a 100 mg GAE / 100 g), medio (100-500
mg GAE / 100 g) y alto (mayor a 500 mg GAE / 100 g) para muestras basadas en materia
fresca.[15] De acuerdo con esta clasificacion los extractos SCCO2 200 bar y SCCO2 400 barde
Araza rojo y amarillo se ubicarian en la categoria de bajo contenido fendlico, los extractos
SCCO2 200 bar y SCCO2 400 bar de Guayabo en la categoria de medio. Y por ultimo los
extractos SCCO2-EtOH y los EtOH/H20 75:25 con un alto contenido fenolico.

Extractos de Pitanga (Eugenia uniflora L.) obtenidos mediante SCCO2 a 60°C y 400 bar
presentaron contenido de polifenoles totales de 32,7 mg GAE/g.

Por otro lado, en estudios realizados sobre extractos de frutos de Araza ( Eugenia stipitataMc
Vaugh), también perteneciente a la familia de las mirtadceas, obtenidos por métodos
tradicionales de extraccion con solventes organicos se obtuvieron contenidos de polifenoles
totales de 184,08 mgGAE/g, un poco mayor a los resultados obtenidos para los extractos

obtenidos por maceracion con EtOH/H20 75:25.

Ensayo Folin-Ciocalteu
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Figura 15. Comparacion de los resultados del ensayo de Folin-Ciocalteu para todos los extractos
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Tabla 8. Resultados del ensayo de Folin-Ciocalteu para todos los extractos

Polifenoles totales (mg Acido Galico /g de extracto)

Guayabo del Pais SCC02200 bar 1,3
SCCO2400 bar 1,3
SCCO2-EtOH 10,8
EtOH/H:0 75:25 92,6
Araziamarillo SCCO2200 bar 0,6
SCCO02400 bar 0,6
SCCO2-EtOH 16,8
EtOH/H20 75:25 65,3
Arazarojo SCCO02200 bar 0,9
SCCO2400 bar 09
SCCO2-EtOH 17,3
EtOH/H:0 75:25 50,1

6. Conclusiones

Los extractos obtenidos a partir de los tres frutos presentaron cierta cantidad de polifenoles
totales, actividad antirradicalaria, capacidad antioxidante, y en mayor o en menor medida

fueron capaces de proteger al aceite de girasol purificado del enranciamiento.

Las mayores diferencias se pueden observar entre los extractos obtenidos por maceracion
con EtOH/H20 75:25 y los extractos supercriticos obtenidos sin co -solvente, manteniendo en
todos los métodos valores mayores para los extractos etanoélicos tanto utilizando EtOH como
co-solvente en la extraccion SCCO2-EtOH como utilizado como solvente organico en la
extraccion tradicional por maceracion. Estas diferencias se puede pensar que provienen de
diferencias en la composicion de los extractos debida a la diferente selectividad de cada

método y de la mayor afinidad de los compuestos polares por el etanol.
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En los extractos obtenidos mediante maceracién con EtOH/H20 75:25 fue el guayabo del
Pais el fruto a partir del cual se obtuvo extractos de valores mas elevados en cuanto a
cantidad de polifenoles, ARP, capacidad antioxidante y en concordancia con esto, fue el
extracto de éste fruto el que pudo proteger al aceite de girasol purificado durante mayor

cantidad de tiempo del enranciamiento.

No ocurri6 lo mismo para los extractos obtenidos mediante SCCO2a 200 y 400 bar, de modo
que fue el Araza Amarillo el fruto a partir del cual se obtuvieron los extractos con losmayores
resultados en cuanto a ARP y capacidad antioxidante. De todas maneras aunque si fue mayor
la estabilidad de los extractos para el Araza amarillo, fue también bastante similar con los

demas frutos.

Por ultimo, los extractos obtenidos mediante SCCO2-EtOH, presentaron valores intermedios
entre todos los métodos de extraccion utilizados. Cabe destacar que éstos presentaron una
cantidad considerablemente menor de polifenoles totales que los obtenidos mediante
maceracion con EtOH/H20 75:25, y pudieron proteger al aceite de manera similar, con lo
cual se podria inferir que este método de extraccion seria mas especifico para extraer

polifenoles con capacidad antioxidante de éste tipo de frutos.

Los periodos de induccion del aceite de girasol aditivado con los diferentes extractos, fueron
superiores al del aceite de girasol purificado, lo que indica que todos ellos presentaron algin
efecto protector sobre dicho aceite, con este resultado podemos decir que estos frutos son

posibles fuentes de antioxidantes naturales para la industria alimentaria.

En cuanto al rendimiento masico de las extracciones, si bien no fue el objetivo maximizar este
parametro, se obtuvieron valores muy diferentes. Las extracciones supercriticas arrojaron
valores de un orden menor que los de las extracciones etanolicas, lo que se puede atribuir

que es un método mas selectivo y diferencias de solubilidad.
Los resultados obtenidos indican que es viable la utilizacion de los extractos supercriticos

como antioxidantes alternativos en aceites vegetales ya que, utilizados a la concentracion

adecuada, permiten conferirle al aceite una adecuada proteccion.
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Seria interesante en trabajos futuros evaluar si la adicién de estos extractos en las
concentraciones estudiadas ejerce algin efecto sensorial (sabor u olor) sobre los aceites en
los que se los utiliza y sobre los productos alimenticios en los que dichos aceites sean

posteriormente utilizados.
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8. Anexo

8.1 Rendimientos

Tabla 9. % de rendimientos para extractos SCCO2200y 400 bar

Muestra masa muestra masaextracto % de rendimiento
Guayabo SCCO:200 bar 12,365 0,125 1,011
Guayabo SCCO:400 bar 13,43 0,1503 1,119
Arazdrojo SCCO;200bar 17,691 0,2479 1,401
Arazdrojo SCCO:400 bar 18,618 0,3325 1,786
Arazd amarillo SCCO; 200 bar 16,939 0,457 2,698
Arazd amarillo SCCO;400 bar 17,771 0,6555 3,689

Tabla 10. % de rendimiento de extractos SCCO2-EtOH 200 bar

Muestra masa masa % de
muestra extracto rendimiento

Guayabo SCCO2-EtOH 200 bar 13,419 0,1509 1,125
Arazdrojo SCCO2-EtOH 200 bar 18,618 0,3325 1,786
Arazd amarillo SCCO2-EtOH 200 bar 15,06 0,652 4,329
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Tabla 11. % de rendimiento de extractos EtOH/H20 75:25

Muestra Masa Masa masa masa masa % de
tubo muestra 1 2 extracto  rendimiento
inicial

Guayabo 1 10,095 2,031 11,521 11,5 1,405 69,2 65,7
Guayabo 2 10,103 2,042 11,376 11,375 1,272 62,3
Arazdrojo 1 10,077 2,015 11,211 11,211 1,134 56,3 59,1
Arazdrojo 2 10,095 2,099 11,395 11,395 1,300 61,9
Arazdamarillo1 | 10,095 2,080 11,033 11,032 0,937 45,0 454
Arazdamarillo2 | 10,084 2,199 11,089 11,089 1,005 45,7

8.2. DPPH (Poder antirradicalario ARP)

%DPPH Remanente vs. Tiempo
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Figura 16. DPPH Remanente vs. Tiempo para el Araza amarillo SCCO2 200 bar
Serie 1: R= 0,67 mg extracto/mg DPPH, Serie 2: R= 3,35 mg extracto/mg DPPH, Serie 3: R= 6,71 mg extracto/mg DPPH,

Serie 4: R= 10,06 mg extracto/mg DPPH, Serie 5: R= 13,42 mg extracto/mg DPPH
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%DPPH Remanente vs. R (mg extracto/mg
DPPH)
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Figura 17. DPPH Remanente vs. R (mg extracto/mg DPPH), para el Arazad amarillo SCCO2 200 bar

DPPH Remanente vs. Tiempo
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120,000
‘% 100,000 ¢ 000000 000000000000 0000000000000000
é 28:888. :::ooooooooooooooooooooooooooooooo
% 46,000 \.. 0000000000..0.0annaaaauoooaaoo
% 20,000 00000000000000000000000000000000
X 0,000

0 50 100 150 200

Tiempo (minutos)

®Seriesl ®Series2 ®Series3 Series4 @Series5

Figura 18. DPPH Remanente vs. Tiempo para el Arazd amarillo SCCO; 400 bar

Serie 1: R= 1,75 mg extracto/mg DPPH, Serie 2: R= 8,73 mg extracto/mg DPPH, Serie 3: R= 17,47 mg extracto/mg DPPH
Serie 4: R= 26,20 mg extracto/mg DPPH, Serie 5: R= 34,93 mg extracto/mg DPPH
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%DPPH Remanente vs. R (mg extracto/mg
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Figura 19. DPPH Remanente vs. R (mg extracto/mg DPPH), para el Arazad amarillo SCCO2 400 bar
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Figura 20. DPPH Remanente vs. Tiempo para el Arazd amarillo SCCO2-EtOH 200 bar
Serie 1: R= 0,53 mg extracto/mg DPPH, Serie 2: R= 2,64 mg extracto/mg DPPH, Serie 3: R= 5,29 mg extracto/mg DPPH

Serie 4: R= 7,93 mg extracto/mg DPPH, Serie 5: R= 10,57 mg extracto/mg DPPH
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%DPPH Remanente vs. R (mg extracto/mg
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Figura 21. DPPH Remanente vs. R (mg extracto/mg DPPH), para el Arazd amarillo SCCO2-EtOH 200 bar
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Figura 22. DPPH Remanente vs. Tiempo para el Arazd amarillo EtOH/H20 75:25

Serie 1: R= 0,44 mg extracto/mg DPPH, Serie 2: R= 2,19 mg extracto/mg DPPH, Serie 3: R= 4,38 mg extracto/mg DPPH
Serie 4: R= 6,56 mg extracto/mg DPPH, Serie 5: R= 8,75 mg extracto/mg DPPH
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Figura 23. DPPH Remanente vs. R (mg extracto/mg DPPH), para el Arazd amarillo EtOH/H20 75:25
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Tabla 12. Curva de Calibracion de dcido ascorbico como antioxidante de referencia.

M mg/L Promedio
Co | 0,667
C1| 0,590 0,573 0,582 0,582
C2 0484 0431 0473 0,479
C30398 0365 039 0,384
C4| 0311 028 0,295 0,295
C5| 0,201 0,204 0,192 0,199

5,00

49



Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CYTAL)

0,700

0,600 \
0,500

y =-0,1895x+0,6723
R?=0,9994

8
(%}
c
]
£
S \
4 0,400
< \
3
° 0,300 N
()
-g \
T 0,200 ~
=
2
0,100
0,000 1

0 O('ﬁlg de eqtﬁvalente de%cido ascérbico/L sa])5 3

Figura 24. Curva de Calibracion de dcido ascorbico como antioxidante de referencia.

Tabla 13. Resultados ABTS

mg de
equivalente
acido
ascorbico/L
promedio DS sal
SCCO02200 bar Arazd rojo 0,566 0,601 0,634 0,618 0,023 0,289
Arazd amarillo 0,555 0,549 0,576 0,560 0,014 0,593
Guayabo 0,641 0,637 0,644 0,641 0,004 0,167
SCCO2400 bar Arazd rojo 0,548 0,549 0,552 0,550 0,002 0,647
Arazd amarillo 0,507 0,512 0,518 0,512 0,006 0,844
Guayabo 0,612 0,658 0,656 0,642 0,026 0,160
EtOH/H20 75:25  Arazd rojo 0,621 0,609 0,583 0,604 0,019 0,359
Araza amarillo 0,532 0,510 0,479 0,507 0,027 0,872
Guayabo 0,493 0,505 0,488 0,495 0,009 0,934
SCCO2-EtOH 200
bar Arazd rojo 0,617 0,585 0,604 0,611 0,016 0,326
Araza amarillo 0,615 0,613 0,545 0,614 0,001 0,308
Guayabo 0,632 0,645 0,645 0,641 0,008 0,167
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8.4. Resultados Rancimat (Periodos de Induccion)

Tabla 14. Resultados Rancimat (Periodo de induccion)

S$CCO2200 bar
200 PPM 500 PPM
1 2 Promedio DS 1 2 promedio DS
Guayabo del Pais 1,46 1,65 1,6 0,134 1,64 1,69 1,7 0,035
Arazd amarillo 2,00 1,78 1,9 0,156
Arazd rojo 1,68 1,61 1,6 0,049
$CC02400 bar
200 PPM 500 PPM
1 2 Promedio DS 1 2 promedio DS
Guayabo del Pais 1,58 1,6 1,6 0,014 1,66 1,65 1,7 0,007
Arazd amarillo 1,75 1,80 1,8 0,035
Arazd rojo 1,55 1,74 1,6 0,134
SCCO2-EtOH
200 PPM 500 PPM
1 2 Promedio DS 1 2 Promedio DS
Guayabo del Pais 3,37 3,88 3,6 0,361 3,84 3,88 39 0,028
Arazd amarillo 3,03 3,13 31 0,071 3,19 3,38 33 0,134
Arazd rojo 3,18 3,08 31 0,071 331 3,30 33 0,007
EtOH/H20 75:25
500 PPM 200 PPM
1 2 Promedio DS 1 2 Promedio DS
Guayabo del Pais 3,82 3,85 38 0,021 2,76 3,05 29 0,205
Arazd amarillo 3,59 3,61 3,6 0,014 2,79 2,79 2,8 0,000
Arazd rojo 3,75 3,82 38 0,049 3,36 3,20 33 0,113
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8.5. Folin-Ciocalteu (Polifenoles totales)

Tabla 15. Curva de calibracién: Concentracion dcido Gdlico (mg/L) vs. Unidades de Absorbancia.

Concentracion acido = Absorbancia
galico (mg/L)
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Figura 25. Curva de calibracién: Concentracion dcido Gdlico (mg/L) vs. Unidades de Absorbancia.
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