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RESUMEN: Vegetales y frutas brindan protecciéon contra mdltiples enfermedades, merced a sus
componentes antioxidantes. Estos incluyen compuestos fendlicos, particularmente antocianinas. El fruto
del arandano (Vaccinium corymbosum), de importancia comercial en Argentina, es una de las fuentes
mas ricas de antioxidantes. La extraccidn con fluidos supercriticos ofrece importantes ventajas respecto
del método convencional, con solventes polares. El objetivo de este trabajo es comparar la eficiencia de la
extraccién supercritica (ESC) con la convencional (EC) de antocianinas y polifenoles presentes en el
fruto del arandano y establecer la relacion entre la actividad antirradicalaria del extracto y el método
usado.Se trabajé con fruta proveniente de Tucuman. Los compuestos antioxidantes de la muestra fueron
extraidos por EC y ESC. Se cuantificaron polifenoles totales (PFT) y antocianinas y se evalud la
actividad antirradicalaria (AA) por ensayo del DPPH. La eficiencia de la ESC resulté mayor que la de la
EC. El ESC presentdé mayor PFT y menor cantidad de antocianinas que el EC. Se interpreta que el
solvente utilizado en la EC es mas selectivo para antocianinas, mientras que el de ESC extrae distintas
clases de compuestos fendlicos. Los dos extractos presentan similar AA, resultado contradictorio teniendo
en cuenta el contenido de PFT.

1 INTRODUCCION

Existen numerosos estudios que demuestran que
vegetales y frutas son beneficiosos para la salud y
brindan proteccion contra numerosas
enfermedades cronicas, las que incluyen céncer,
enfermedades cardio y cerebro vasculares,
oculares, y enfermedades neurodegenerativas.
Este efecto protector de frutas y vegetales en
general, se ha atribuido a sus componentes
antioxidantes, entre los que se incluyen los
carotenoides, las vitaminas C y E, y los
compuestos fendlicos, particularmente
flavonoides y antocianinas (pigmentos naturales
presentes en los vegetales). Los antioxidantes
intervienen en la proteccion de los lipidos,
proteinas y &cidos nucleicos contra el proceso
oxidativo iniciado por radicales libres (Howart y
col., 2003).

Debido a que los radicales libres desempefian un
importante  papel en el desarrollo de
enfermedades, las dietas ricas en frutas y
vegetales con altos contenidos de antioxidantes
pueden ser de importancia fundamental en
retrasar los dafios originados por los radicales
libres y ayudar en la prevencion de estas
enfermedades (Prior y col., 1998).

El arandano, baya comestible con pulpa dulce y
jugosa, es una de las fuentes mas ricas de
fitonutrientes antioxidantes (Prior y col., 2013).
Pertenece a la familia Ericaceae, género
Vaccinium, constituido por cinco especies dentro
de las cuales el Vaccinium corymbosum L. es una
de las de mayor importancia comercial (Gil,
2000).

El ardandano se cultiva en todos los continentes
siendo su centro de produccion los Estados
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Unidos y Canada. En nuestro pais, este fruto se
conoce desde 1994 y su cultivo se extiende por
todo el territorio: desde El Bols6n en Rio Negro,
pasando por Azul, Tandil o Mercedes, en Buenos
Aires; Gualeguaych(, Concordia y Chajari en
Entre Rios; y Curuzl Cuatia, en Corrientes; hasta
llegar a Famaillad en Tucuméan (INDEC).

El fruto del ardndano contiene principalmente
antocianinas, responsables de su caracteristico
color azul, y también menores cantidades de
querceting; acidos p-hidroxibenzoico,
protocateico 'y  clorogénico; y  taninos
condensados (Mazza y Miniati, 1993). El fruto
constituye una excelente fuente de vitamina C; de
fibra dietética; de minerales como manganeso,
potasio, hierro y calcio; y presenta ademas un
bajo nivel de calorias lo que lo convierte en un
producto con variados e importantes beneficios
para la nutricién y salud, transformandose en un
componente importante de una dieta sana (Pritts y
Hancock, 1992; Gough, 1994).

La extraccion convencional de los antioxidantes
de diferentes fuentes vegetales se realiza con
solventes polares como agua, metanol o etanol.
Esta operacién, en general, requiere tiempo y
grandes cantidades de solvente. La extraccion con
fluidos supercriticos surge como una alternativa
para sustituir los métodos convencionales, ya que
ofrece algunas ventajas: origina un producto libre
de solventes, es adecuado para extraer o
fraccionar productos termolabiles, reduce el
contacto con el oxigeno ambiental disminuyendo
asi la oxidacion del producto, y ofrece la
posibilidad de analizar directamente mezclas
complejas reduciendo asi los riesgos de
contaminacién de muestras (Sargenti, 1994).
Estos beneficios son particularmente importantes
cuando el dioxido de carbono es empleado como
fluido supercritico, ya que el mismo ofrece
importantes ventajas practicas: temperatura critica
baja (31°C), no toxico, no inflamable,
relativamente barato y posibilidades de ser
purificado y reciclado en un proceso de
extraccion continua.

El objetivo de este trabajo es comparar la
eficiencia de la extraccion supercritica con la
convencional de antocianinas y polifenoles
presentes en el fruto del ardndano y establecer la
relacion entre la actividad antirradicalaria del
extracto y el método usado.

2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal

arandanos
provistos la

Frutos maduros de
corymbosum  L.)

(Vaccinium
Estacion

Experimental Agroindustrial Obispo Colombres
(EEAQC), Famailla, Tucuman. Cosecha 2012.
Los frutos enteros fueron congelados a -18 °C y
liofilizados durante tres dias hasta obtencion de
peso constante.

2.2 Métodos de extraccién
2.2.1 Extraccién convencional

Se coloc6 una porcion de la muestra liofilizada
(1,5 g) en un matraz protegido de la luz y se
macero con 30 ml de etanol acido (con HCI al 0,3
% v/v) durante 24 hs a 5 °C. Se filtrd y se realiz6
una segunda y tercera extraccion del residuo
solido. Finalmente se reunieron los filtrados
obtenidos y se evapor6 a sequedad a temperatura
inferior a 45 °C, usando evaporador rotatorio y
secado con nitrégeno gaseoso hasta peso
constante. Se determind el rendimiento de la
extraccién, expresandose como gramos de
extracto seco por cada 100 g de arandano. A este
extracto se le denomind convencional (EC).

2.2.2 Extraccion supercritica

Se tomaron tres porciones (1 g) de la muestra
liofilizada y se colocaron, una por vez, en la
columna de extraccién. Las condiciones utilizadas
fueron: CO, a temperatura y presion criticas de 60
°C y 90 atmdsferas usando como modificador
organico 10% de etanol. El tiempo de extraccion
fue de 30 minutos y el material extraido se recibid
en 50 ml de etanol &cido (HCI al 0,3 % v/v). Se
reunieron los extractos de las 3 corridas y se secé
al vacio y luego con nitrégeno hasta peso
constante. El rendimiento de la extraccion se
expresé como gramos de extracto seco por cada
100 g de arandano. A este extracto se le
denomind supercritico (ESC).

2.3. Ensayos quimicos:
2.3.1 Contenido de fenoles totales

Se determind usando el método de Folin-
Ciocalteu. Para ello, se preparé una solucion
etandlica madre de EC o ESC de concentracion
0,3 pg /ml (10 ml) y se procedié segiin Lima y
col. (2009). Se tomaron 0,5 ml de la solucién
etandlica madre y se oxidaron usando el mismo
volumen del reactivo de Folin-Ciocalteu y luego
fue neutralizado con carbonato sodico. Después
de 30 minutos la absorbancia de la solucion azul
resultante fue medida 765 nm usando un
espectrofotometro UV Visible Hitachi 1900 con
celda de 1 cm de paso 6ptico. Los resultados
fueron calculados utilizando la curva de
calibracion de acido galico y se expresaron como
mg equivalentes de &cido galico por cada 100
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gramos de muestra. Todas las determinaciones se
hicieron por triplicado.

2.3.2 Contenido de antocianinas

Se tomaron 3 mg de extracto (EC o ESC) y se
disolvi6 en 10 ml de una solucion de metanol-0,1
M de HCI (85:15). Esta solucién se diluyé en el
mismo solvente hasta alcanzar una absorbancia
entre 0,2-1 medida en espectrofotometro UV
Visible Metrolab a 545 nm usando celda de vidrio
de 1 cm de paso Optico. La cantidad de
antocianinas se calcula como gramos equivalentes
de Malvidin 3,5-diglucésido con absortividad
molar de 37700 L/cm.mol y peso molecular de
691 g/mol (Gonzédlez y col 2011). Esta
determinacion se realizd por triplicado. El
resultado se expresa como g equivalentes de Mv-
3,5 diglucdsido por cada 100 g de fruta en base
seca.

2.4 Actividad antirradicalaria

La actividad antirradicalaria se determiné por la
caida de la absorbancia de una solucion
metanolica de radical difenil 1-picril hidrazilo
(DPPH) en presencia de extracto de arandano (EC
0 ESC) a 517 nm, usando la solucion del radical
DPPH como blanco (Tapia y col, 2004).
Soluciones de quercetina de la misma
concentracion que los extractos de arandanos
fueron utilizadas como antioxidante de referencia.
El porcentaje de pérdida del color del radical por
accion del extracto fue calculado segln ecuacion
1):

g/o)Decoloraci()n E= [1- (Amuestra/ Aplanco)] X 100 (1)

La pérdida del color, proporcional al grado de
captura del radical DPPH, es una medida de la
eficiencia antirradicalaria de los extractos. Los
valores son expresados como un promedio de tres
determinaciones independientes.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Métodos de extraccion

La extraccibn se realiz6 por extraccion
supercritica y por el método convencional,
obteniéndose dos extractos: ESC y EC. La
eficiencia de la extraccion de los métodos
utilizados se evalllo como cantidad de extracto
seco obtenido por cada 100 gramos de muestra en
base seca. Los resultados obtenidos se grafican en
la figura 1. En ella puede verse que la extraccion
supercritica resulto mas eficiente que la
convencional.
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Figura 1. Rendimiento de la extraccion de frutos
de aréndanos liofilizados: método supercritico y
convencional.

Como se puede ver en la figura 1, se extrae mayor
cantidad de compuestos en la extraccion
supercritica que en la convencional.

3.2 Ensayos quimicos y actividad antirradicalaria

En la tabla 1 pueden verse los contenidos de
antocianinas y de polifenoles totales extraidos
utilizando las dos técnicas de extraccion. Estos
compuestos fueron determinados por su posible
accion como contribuyentes relativos a la
actividad antioxidante de los extractos. Los
pigmentos antocianicos fueron determinados en
particular debido a que esta clase de compuestos
fueron  reportados como los principales
polifenoles presentes en el fruto de arandanos.

Al comparar el contenido de polifenoles totales
extraido por las dos técnicas utilizadas se observa,
que éste es bastante mayor con el método
supercritico (1675 mg %) que con el
convencional (104,6 mg %). Esto est4 de acuerdo
con los resultados de Pérez y col. (2003).

El contenido de polifenoles totales de otros frutos
obtenidos utilizando la misma técnica se muestra
en la tabla 2. Comparando los resultados
obtenidos para el EC y el ESC con los resultados
de esta tabla, se observa que presentan valores
intermedios de contenidos fendlicos, siendo
menores que los de mango, manzana y anana pero
mucho mayores que los de durazno, banana, pera,
sandia, y cercanos a los de lima y uva. Con
respecto al ardandano reportado por Guindan
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Tabla 1. Contenido de antocianinas y polifenoles totales y actividad antirradicalaria de ESC y EC.
Referencia: EM: equivalentes de malvidin 3,5-diglucésido; EAG: equivalentes de acido galico; b.s.: base seca; b.h.:
base hiimeda. Compuesto patrén: quercetina. *concentracion de quercetina: 10 pg/ml

o . . Porcentaje de
Método de Antocianinas totales (AT) | Polifenoles totales (PFT) Relacién »
. decoloracion del
extraccion (mg EM/100 g fruto b.h.) | (mg EAG/100 g fruto b.s.) PFT/AT DPPH*
Supercritico (ESC) 86,1+25 1675 +11,1 1,95 64,52 + 8,99
Convencional 146,4 +3,1 104,6 + 15,9 0,71 62,86 + 6,03
(EC)

Tabla 2. Compuestos fendlicos totales de frutas.
PFT: polifenoles totales; ! Vijaya Kumar Reddy y
col,2010; 2 Guindén y col,2012; ®Lim y col, 2007.

Nombre Nombre cientifico PFT
comun (mgEAC/100
g fruta)
Mango? Magpnifira indica 307 £ 17
Manzana® | Malus pumila 232+ 16
Anana’ Ananas cosnosus 219+ 16
Arandano® | Vaccinium 154 + 2
corymbosum

Lima® Citrus aurantifolial 133+6
Uva’ Vitis vinifera 126 + 6
Durazno® | Prunus persica 68 +3
Banana® Musa paradisiacal 51+7
Pera® Pyrus communis 35+4
Sandia® Citrullus lanatus 252

Si comparamos el contenido de antocianinas
totales obtenido por los dos métodos, se observa
gue en contraposicion con la determinacion de
polifenoles, la cantidad de antocianinas obtenidas
por el método supercritico (86,1 mg %) es
bastante menor que la obtenida por el método
convencional (146,4 mg %). El contenido
antocianico en aréndanos frescos varia de 25 a 495
mg/100g (Mazza y Miniati, 1993). Segun Coria Mufioz
y col (2009), el contenido de antocianinas en arandanos
de la provincia de Tucuman es de 159,4mg/100 g de
fruta fresca. Por lo tanto, el contenido antocianico
obtenido por el método convencional es similar al
reportado por Mufioz, mientras que en el extracto
supercritico es bajo comparado con el mismo. Los
contenidos de antocianinas obtenidos en este
trabajo son concordantes con los informados por

Lohachoompol y col. (2004) para ardndanos
australianos.

Los contenidos de antocianinas y de polifenoles
determinados para un mismo método de
extraccién no son comparables entre si, ya que la
cantidad de antocianinas resulta superior a la de
polifenoles cuando se expresan ambos en base
seca. Con el fin de confrontar los resultados de
ambos métodos de extraccion, se calcula el
cociente PFT /AT para cada tipo de extracto. Este
expresa el contenido de PFT por unidad de AT.
Se observa que este cociente es mucho mayor
para el ESC que para el EC (Tablal), lo que
significa que por unidad de AT el contenido de
polifenoles totales en el extracto supercritico es
tres veces mayor que en el convencional. Este
resultado es coherente con el rendimiento de la
extraccion supercritica que supera por tres veces
al rendimiento de la extraccion convencional.
Esto podria interpretarse como que el solvente
utilizado en la extraccion convencional es mas
selectivo para antocianinas, mientras que el
utilizado como fluido supercritico extrae distintas
clases de compuestos fendlicos.

Los ensayos de la capacidad antioxidante se
clasifican en dos tipos en base a su reaccion con
los radicales libres: los ensayos basados en
reacciones de transferencia de atomos de
hidrogeno (TAH) y los ensayos basados en
reacciones de transferencia electrénica (TE). La
mayoria de los ensayos TAH aplican un esquema
de reaccidn competititvo en el cual el sustrato y el
antioxidante compiten por radicales peroxilo
generados térmicamente. Los ensayos ET miden
la capacidad de un antioxidante de prevenir la
reduccion de un oxidante, el cual cambia de color
cuando se reduce. El grado de cambio de color se
correlaciona con la concentracidn de antioxidante
de la muestra. En este Gltimo grupo se encuentra
el ensayo del DPPH (Prior, 2013).
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La actividad antirradicalaria de los extractos de
arandanos, medida como porcentaje de
decoloracion de DPPH vy corregidos usando
guercetina como referencia, se vio en la Tabla 1.
Los dos extractos de ardndanos presentan similar
capacidad atrapadora de radicales. Relacionando
estos resultados con el contenido de PFT, se
esperaria que la extraccion supercritica en el que
esta cantidad es mayor, produjera un extracto con
mayor actividad antioxidante. Por otro lado, los
resultados encontrados por Cer6n y col (2010)
para extractos de frutas cultivadas en la region
andina, indican que la actividad antioxidante del
extracto supercritico es mayor que la del
convencional. Por lo expuesto, se estima
necesario profundizar en el estudio de este
aspecto cualitativo respecto del tipo de antocianos
encontrados en ambos extractos. En este sentido,
se encuentra en proceso la cuantificacién e
identificacion de cada compuesto presente en los
extractos EC y ESC en colaboracion con la
Facultad de Quimica, Universidad de la
Republica (Montevideo, Uruguay), a fin de
dilucidar el tipo de estructuras quimicas con
capacidad antioxidante presentes en cada
extracto.

4 CONCLUSIONES

En este trabajo se ha visto la posibilidad del
empleo de EFS como técnica eficiente para la
obtencidn de extractos con buena actividad
antioxidante a partir de los frutos de arandanos.

El cociente PFT/AT es mayor en EFS que en EC,
lo que implica la mayor selectividad de uno para
la extraccion de antocianos y la mayor eficiencia
en la extraccién de polifenoles del otro.

La actividad antirradicalaria de los extractos
resulté ser ligeramente mayor en EFS que en EC,
lo cual se corresponde con su mayor contenido en
PFT e implica que de su actividad antioxidante no
es sblo responsable el contenido de antocianos.

Se requiere la cuantificacién e identificacion que
determinarda cuales de los principales compuestos
antocianicos antioxidantes se encuentran en los
extractos.
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