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RESUMEN

Antecedentes: La mora contiene compuestos fendlicos que contribuyen a su capacidad antioxidante.
El método mds comun para aislar estas sustancias es la extraccién con solventes, que puede asistirse con
ultrasonido para aumentar el contenido de analitos extraidos. Objetivos: Determinar las condiciones de
tipo y concentracién de solvente en agua, y de tiempo de extraccién asistida con ultrasonido, con las cuales
se obtiene el mayor contenido de compuestos fendlicos y el valor de capacidad antioxidante mis alto en
extractos de mora andina (Rubus glaucus Benth). Comparar la capacidad antioxidante de los extractos de
mora con la de antioxidantes de referencia como el di-terc-butilhidroxitolueno (BHT) y el a-tocoferol.
Métodos: Se hicieron tres disenos de experimentos de dos factores con tres niveles cada uno. Las variables
fueron la concentracién de acetona, etanol o metanol en agua y el tiempo de extraccion asistida con ultra-
sonido. Los observables-respuesta fueron el contenido total de compuestos fendlicos, que se determiné
utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu, y la capacidad antioxidante, determinada mediante el ensayo
ORAC (capacidad de absorcién de radicales de oxigeno). Se calculé el coeficiente de correlacién entre
las dos variables de respuesta. Se comparé la capacidad antioxidante de los extractos de mora, obtenidos
bajo las condiciones inferidas como éptimas, con las del BHT y del a-tocoferol. Resultados: Los extrac-
tos adquiridos con soluciones acuosas de acetona al 31% (v/v), asistiendo la extraccién con ultrasonido
durante 100 min, mostraron los mayores contenidos de compuestos fenélicos (30 = 1 mg acido gilico/g
mora seca), y los valores de capacidad antioxidante m4s altos (273 = 6 mmol Trolox®/g mora seca). El
coeficiente de correlacién entre las dos variables de respuesta fue 0,92. Los extractos de mora presentaron
mejor capacidad antioxidante que el BHT vy el a-tocoferol. Conclusiones: Bajo las condiciones ptimas
de extraccién, con las soluciones acuosas de acetona se obtuvieron el mayor contenido de compuestos
tendlicos y el valor de capacidad antioxidante mas alto. Se observé una relacion lineal entre las dos variables
de respuesta. Los extractos de mora, obtenidos bajo las mejores condiciones halladas, presentaron mayor
capacidad antioxidante en comparacién con la de los compuestos de referencia analizados.
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ABSTRACT

Background: Blackberry contains phenolic compounds that contribute to their antioxidant capaci-
ty. The most common method used to isolate these substances is the conventional solvent extraction,
which can be assisted by ultrasound in order to increase the content of extracted analyte. Objectives:
Determining the conditions of solvent type and concentration, and ultrasound-assisted extraction time,
under which the highest content of phenolic compounds and antioxidant capacity are obtained, in Andean
blackberry (Rubus glaucus Benth) extracts. To compare the antioxidant capacity of blackberry extracts
with those of reference antioxidants, such as di-fert-butylhydroxytoluene (BHT) and a-tocopherol.
Methods: Three experimental designs, of two factors with three levels, were done to provide the data
for the analysis of variance. Variables were the acetone, ethanol or methanol concentration in water and
the duration of ultrasound-assisted extraction. The response variables were the total content of phenolic
compounds, which was determined with the Folin-Ciocalteu reagent and the antioxidant capacity, mea-
sured by ORAC (oxygen radical absorbance capacity) assay. The correlation coefficient between the two
response variables was calculated. The blackberry extracts’ antioxidant capacity, obtained under isolation
conditions inferred as optimal was compared with those of BHT and a-tocopherol. Results: Extracts
obtained with an aqueous solution of 31% acetone (v/v), performing ultrasound-assisted extraction for
100 min, showed the highest content of phenolic compounds (30 + 1 mg gallic acid/g dry blackberry),
and antioxidant capacity (273 = 6 wmol Trolox®/g dry blackberry). The correlation coefficient between
the total phenolic compounds content and antioxidant capacity was 0.92. Blackberry extracts presented
higher antioxidant capacity than BHT and a-tocopherol. Conclusions: Under optimum conditions of
extraction, the aqueous solutions of acetone afforded the highest content of phenolic compounds and
highest antioxidant capacity value. There was a linear relationship between the two response variables
analyzed. Blackberry extracts, under the improved conditions found, presented higher antioxidant capacity
than the reference compounds analyzed.

Keywords: Andean blackberry, phenolic compounds, antioxidant capacity, ORAC, ultrasound.

INTRODUCCION cual la extraccién puede ser asistida por ultraso-
nido (8), radiacién de microondas (9) y métodos
enzimiticos (10). El ultrasonido es una tecnologia
econémicay sencilla (11) que mejora el rendimiento
de extraccién de compuestos fendlicos, con menores

temperaturas y tiempos que los requeridos en la

La mora (familia Rosaceae, género Rubus) es una
fruta distribuida a nivel mundial. Se cosechan tanto
especies nativas como cultivares mejorados (1). La
mora andina, o mora de Castilla (R. glaucus Benth),

es nativa de las zonas tropicales de América, princi-
palmente, Colombia y Ecuador (2), y se distingue
por su color rojo oscuro y sabor (3). La mora de
Castilla posee capacidad antioxidante, atribuida a
su contenido de compuestos fendlicos (4-5).

La extraccién con solventes es el método mas
comun para aislar compuestos fendlicos de diferen-
tes matrices. Los medios extractantes mas usados
son soluciones acuosas de acetona, etanol y metanol
(6). Los solventes organicos pueden removerse del
extracto por rotoevaporacion. Varios factores tales
como el tipo y la concentracién de solvente, y el
tiempo de extraccién, contribuyen a la eficiencia
de la técnica y, de esta manera, a la bioactividad de
los extractos (7).

Uno de los inconvenientes de la extraccién con
solventes es el tiempo requerido (7), motivo por el

extraccién convencional con solventes (12-13). Las
microcorrientes fluidicas que genera resultan en
una mayor penetracién del solvente en el material
vegetal (14).

Por lo anterior, los objetivos de esta investiga-
cién fueron determinar las condiciones de tipo y
concentracién de solvente en agua y de tiempo de
extraccion asistida con ultrasonido, bajo las cuales
se obtenga el mayor contenido de compuestos
fendlicos y el valor de capacidad antioxidante mis
alto en extractos de mora de Castilla. Asi mismo,
comparar la capacidad antioxidante de los extractos,
obtenidos bajo las mejores condiciones, con las del
di-terc-butilhidroxitolueno (BHT) y del a-tocoferol,
antioxidantes utilizados ampliamente en productos
para el consumo humano.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La mora de Castilla (12,5 kg), adquirida en la
Central de Abastos de Bucaramanga-Colombia, se
licud, se secé en un liofilizador de bandejas VirTis
Advantage Plus (Gardiner, New York, EE.UU.) y
se almacend a temperatura ambiente (24°C), bajo
ausencia de luz, hasta su extraccién con solventes.
El indice de madurez de la mora utilizada, deter-
minado segtin la Norma Técnica Colombiana
4106 (15), fue 2,2; valor que representa un grado
de maduracién 4, en una escala de 1-6.

Reactivos

Se utilizaron acetona (99,9%), etanol (99,9%)
y metanol (99,9%), reactivo de Folin-Ciocalteu 2
N, bifosfato de potasio (99%), hidréxido de sodio
(99%) y acido clorhidrico (37%), adquiridos de
Merck (Darmstadt, Alemania). El clorhidrato de
2,2’-azo-bis-(2-amidino-propano) (AAPH) (98%),
el Trolox® (icido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-
cromin-2-carboxilico) (97%), la tluoresceina [ben-
zoato disédico de 2-(3-ox0-6-6xido-3H-xanten-
9-11)] (99%), el acido gilico (99%), el BHT vy el
(*)-a-tocoferol se adquirieron de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EE.UU.). Todas las soluciones se
prepararon con agua tipo I, producida por un equipo
purificador Millipore (Molsheim, Francia).

Disefio de experimentos

Seleccion de factores y niveles

Se evaluaron los efectos de agua, acetona, etanol
y metanol, y de soluciones acuosas de estos solventes
organicos (25, 50 y 75%, v/v), sobre el contenido
total de compuestos fendlicos y la capacidad an-
tioxidante de extractos de mora de Castilla. Para
esto, se pes6 mora liofilizada (0,50 g), se adicioné el
solvente a evaluar (10 mL), y se dispuso la suspen-
sién en un bafio de ultrasonido (Elmasonic S15H,
Singen, Alemania), de 37 kHz de frecuencia y 35
W de potencia ultrasénica efectiva, durante 2 min.
Se separé el residuo por filtracién (papel filtro
Whatman No. 1) y se extrajo dos veces mis (en
total 30 mL de solvente y 6 min de extraccién). Se
utilizaron los solventes con los cuales se lograron
los mejores resultados en el anilisis anterior, para
obtener extractos a 3, 30, 60, 90, 120y 150 min, con
y sin ultrasonido. Los extractos se almacenaron, a 4
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°C, bajo ausencia de luz, hasta la determinacién del
contenido de compuestos fendlicos y de capacidad
antioxidante.

Andlisis estadistico de datos

Todos los experimentos se hicieron por tripli-
cado y los resultados se expresaron como el valor
medio * ladesviacién estindar. Se realiz6 el analisis
de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) de
los resultados y se determinaron sus diferencias
honestamente significativas (HSD, por sus siglas
en inglés), mediante la prueba de Tukey, a un nivel
de confianza del 95%.

Con base en los resultados obtenidos en las prue-
bas anteriores, se escogieron los factores y niveles
para la realizacién de los disefios de experimentos.
Las variables de respuesta fueron el contenido total
de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante.
Se realiz6 el ANOVA de los resultados obtenidos
con los disefos experimentales y, mediante regre-
sién lineal mdltiple, se formularon modelos poli-
némicos para predecir las variables de respuesta.
Se compararon los errores de prediccién obtenidos
con seis polinomios de primer y segundo orden y
se escogid el polinomio que proporcioné el mejor
ajuste, de acuerdo con la determinacién de la raiz
cuadrada del error cuadritico medio (RMSE, por
sus siglas en inglés) y del coeficiente de determina-
cién (R?). Se realizé validacién cruzada mediante
la aleatorizacién reiterativa de la distribucién de
los datos entre los conjuntos de calibracién y de
validacién, para determinar los coeficientes de las
ecuaciones de los modelos. Se elaboraron grificas
de contorno con los modelos obtenidos, mediante
el uso del software STATISTICA release 8.

Confirmacion de los puntos predichos como dptimos

Se hicieron extracciones, por triplicado, bajo
las condiciones predichas como éptimas segtn las
grificas de contorno de los modelos, y se procedié
adeterminar su contenido de compuestos fendlicos
y de capacidad antioxidante.

Determinaciéon del contenido total de com-
puestos fendlicos

Se determind el contenido total de compuestos
tendlicos, utilizando el reactivo de Folin y Ciocalteu,
1927 (16), y un método estandarizado en nuestro
centro de investigacién, con base en el procedi-
miento publicado por Magalhaes et al., 2006 (17).
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Se utilizé un lector de placas Turner Biosystems Inc.,
Modulus™ I1. Microplate Multimode Reader (Sunnyva-
le, CA. EE.UU.), que opera en la regién visible del
espectro electromagnético, equipado con placas de
poliestireno de 96 pozos. Se prepararon una solu-
cién del reactivo de Folin-Ciocalteu (2 N) en agua
tipo I, (1:4 v/v), y una solucién acuosa de hidréxido
de sodio 0,35 M. Los extractos se diluyeron en
agua (10x). En cada pozo de la placa, se depositaron
muestra diluida (50 mL), solucién del reactivo de
Folin-Ciocalteu (50 mL) y solucién de hidréxido de
sodio (100 mL). La absorbancia se midi6 a 750 nm,
a 25°C. El equipo ley6 la placa de 96 pozos cada 2
min durante 30 min. Se grafico la absorbancia ver-
sus el tiempo en el que se hizo cada lectura. El valor
utilizado, para el anilisis de resultados, fue aquel en
el que la absorbancia alcanzé su estado estacionario.
Para realizar la curva de calibracién se usé dcido
gilico como sustancia patrén. La concentracién de
compuestos fendlicos se expresé como mg de dcido
gilico/g de mora seca (mg AG/g PS). Cada medicién
se hizo por triplicado y los resultados se expresaron
como el valor promedio * la desviacién estindar.

Determinacion de la capacidad antioxidante

Se determind la capacidad de absorcién de ra-
dicales de oxigeno (ORAC), utilizando el método
de Ouetal., 2001 (18), con algunas modificaciones.
Los extractos se diluyeron (50x) en buffer fostato
(75 mM, pH 74), y, en cada pozo de la placa se
depositaron extracto diluido (25 mL) y solucién
de fluoresceina (150 mL, 8,16 x 10° mM, en buffer
fosfato); se incubaron a 37°C, durante 20 min, y se
agregd la solucién de AAPH (25 mL, 153 mM, en
buffer fostato). La fluorescencia se midié con longi-
tudes de onda de excitacién de 490 nm y de emisién
de 510 nm, durante 90 min, a 37°C. Para realizar los
blancos, la muestra (25 mL) se reemplazé por buffer
fosfato. La capacidad antioxidante se determiné a
partir de la diferencia entre el drea bajo la curva de
fluorescencia (ABC), de cada muestra, y el ABC
del blanco. Para calcular los mmol Trolox®/g de
mora seca (mmol Trolox®/g PS), previa realizacién
de una curva de calibracién con Trolox® (andlogo
hidrosoluble de la vitamina E), se utiliz6 el drea neta
obtenida. Cada medicién se hizo por triplicado y los
resultados se expresaron como el valor promedio =+
la desviacién estindar.
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RESULTADOS

La figura 1 ilustra los resultados de contenido
de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
de extractos de mora de Castilla obtenidos en la
primera serie de experimentos, en los que se vari6 el
solvente y se utiliz6 el mismo tiempo de extraccién
(6 min). Los extractos adquiridos con soluciones
acuosas de acetona al 25% (v/v) tuvieron el mayor
contenido de compuestos fendlicos, y el valor de
capacidad antioxidante mis alto. No se observaron
diferencias significativas con las soluciones al 50%.
Entre las soluciones acuosas de etanol y metanol
no se observaron diferencias significativas y, con
estos solventes, los mejores resultados se lograron
con soluciones al 50%. Los resultados mis bajos
se obtuvieron cuando se utilizaron los solventes
organicos al 100%.

00% B25% B50% @75% ®100%

25 - CaAaAaBcD

@ C bBbAbBbD  C bBbAbBaD
5 20 A
°x
=
&3 15 1
$ o 10
2
E N
=]
Q 5
0
Acetona Etanol Metanol
250 -
C aAaAaBcD

e C bBbADBbD  C bBbAbBbHD
= ~ 200 -
s N
o &
%o
37 150 -
=2
=)
-

= ]
:E = 100
5
=~ 50 4
Q

0 T
Acetona Etanol Metanol

Solvente en agua

Figura 1. Contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante de extractos de mora de
Castilla obtenidos con diferentes solventes, durante 6
min. Cada extraccién se hizo por triplicado. Distintas
letras, mintsculas o maytsculas, indican diferencias
significativas (p< 0,050), segtin la prueba de Tukey,
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entre los solventes de extraccion o entre los porcentajes
de cada solvente en agua, respectivamente.

Con base en los resultados mostrados en la fi-
gura 1, se utilizaron soluciones acuosas de acetona
al 25%, y de etanol y metanol al 50%, para evaluar
los efectos del tiempo de extraccién, con y sin ultra-
sonido, sobre ¢l contenido de compuestos fendlicos
y la capacidad antioxidante de extractos de mora
de Castilla. En todos los ensayos, se obtuvieron
mejores resultados cuando las extracciones se asis-
tieron con ultrasonido vy, a partir de los 90 min no
se observaron diferencias significativas (figura 2).
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Figura 2. Contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante de extractos de mora de Castilla
obtenidos con soluciones acuosas de acetona (25%, v/v)
durante diferentes tiempos de extraccién con () y sin
(0) ultrasonido. Distintas letras mintsculas representan
diferencias significativas (p < 0,050), segtin el ANOVA,
entre los tratamientos con y sin ultrasonido. Distintas
letras maytsculas representan diferencias significativas
(p < 0,050), segtin la prueba de Tukey, entre los tiempos
de extraccién.

Con el propésito de evaluar, simultineamente,
el efecto del porcentaje de solvente en agua y del
tiempo de extraccién asistida con ultrasonido, se
hicieron disefios de experimentos (factoriales, 3%)
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con soluciones acuosas de acetona, etanol y metanol.
Los niveles se escogieron de acuerdo con los resul-
tados mostrados en las figuras 1y 2. En el caso de
la acetona, los niveles para el porcentaje de solvente
en agua fueron 10, 25y 40% (v/v). En los casos del
etanol y metanol, los niveles fueron 25, 50 y 75%
(v/v). Los niveles para el tiempo de extraccién fue-
ron 30, 60 y 90 min, con los tres solventes.

En las tablas 1-3 se incluyen los modelos poling-
micos, que presentaron el error de prediccién mis
bajo (menor RMSE, mayor R?) para el contenido
de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante
de extractos de mora de Castilla, adquiridos con
soluciones acuosas de acetona (tabla 1), etanol (ta-
bla 2) y metanol (tabla 3). Los datos de contenido
de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
obtenidos en los disefios de experimentos no se
muestran pero estin disponibles para los interesa-
dos. En todos los casos, el polinomio de segundo
orden respecto a A (porcentaje de solvente en agua)
y a B (tiempo de extraccién asistida con ultrasonido)
proporciondé el mejor ajuste. También, se presenta
en las tablas 1-3 el valor 6ptimo proyectado segtn
las grificas de contorno para cada uno de estos ob-
servables, junto con el valor experimental hallado
para las condiciones predichas como 6ptimas.

Tabla 1. Modeclos establecidos por los disefios de
experimentos, para la obtencién de extractos de mora
de Castilla, con soluciones acuosas de acetona.

Contenido de
Parametro del modelo fiﬁﬁi‘:,is(t::g E;mi@/(ggl;)l
AG/g PS)
6,1 + 1,2A + 95,67 + 7,42A +
Ecuacién 0,08B — 0,02A>— | 0,76B —0,12A% -
0,0002B2 0,0024B?
R? 0,97 0,99
RMSE 0,60 0,36
Condiciones de
extraccion optimas segiin | A =30; B =100| A =31;B =100
grificas de contorno
N P 0 262
Sptimo
Experimental* 30 £ 1 273 £ 6

AG: Acido gilico. PS: Peso seco de mora. A: Porcentaje de acetona en
agua (v/v). B: Tiempo de ultrasonido (min). R* coeficiente de deter-
minacién. RMSE: raiz cuadrada del error cuadritico medio. *Valor
medio * desviacién estindar (n = 3).
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Tabla 2. Modelos establecidos por los disefios de experimentos, para la obtencién de extractos de mora de Castilla,

con soluciones acuosas de etanol.

Parametro del modelo

Contenido de compuestos fendlicos (mg AG/g PS)

ORAC (umol Trolox®/g PS)

148,407 + 2,595A + 0,163B —

I 2 2

Ecuacién 12,704 + 0,262A + 0,113B - 0,00300A" — 0,000472B 0,0279A% + 0,00281B>
R? 0,98 0,99

RMSE 0,041 0,23

Condiciones de extraccién éptimas seglin
grificas de contorno

A =44;B =100

A =47;B =100

Segtin graficas de contorno

25

253

Valor 6ptimo -
Experimental*

24,8 0,3

254 =2

AG: Acido gilico. PS: Peso seco de mora. A: Porcentaje de etanol en agua (v/v). B: Tiempo de ultrasonido (min). R? coeficiente de determina-
ci6n. RMSE: raiz cuadrada del error cuadritico medio. *Valor medio * desviacién estindar (n = 3).

Tabla 3. Modelos establecidos por los disefios de experimentos, para la obtencién de extractos de mora de Castilla,

con soluciones acuosas de metanol.

Parametro del modelo

Contenido de compuestos fendlicos (mg AG/g PS)

ORAC (umol Trolox®/g PS)

100,982 + 3,169A + 0,509B —

I 2 2
Ecuacién 8,034 + 0,456A +0,0346B -0,00442A° +0,000320B 0.0311A% + 0,00143B2
R’ 0,94 0,96
RMSE 0,094 0,65
Cn}ndlcmnes de extraccién éptimas segiin A=52B=100 A=50B =100
grificas de contorno

o Segtin graficas de contorno 26 247
Valor 6ptimo -

Experimental* 245 + 0,5 242 £ 2

AG: Acido gilico. PS: Peso seco de mora. A: Porcentaje de metanol en agua (v/v). B: Tiempo de ultrasonido (min). R* coeficiente de determi-
nacién. RMSE: raiz cuadrada del error cuadritico medio. *Valor medio = desviacién estindar (n = 3).

Las grificas de contorno de los modelos estable-
cidos (figura 3) predijeron que los mejores resul-
tados de las variables de respuesta los presentarian
los extractos obtenidos con soluciones acuosas de
acetona, etanol y metanol al 31, 46 y 52%, respec-

talmente (tablas 1-3).

tivamente, durante 100 min de extraccién asistida
con ultrasonido; bajo estas condiciones, no se
encontraron diferencias significativas entre los
resultados predichos y los obtenidos experimen-



224 VITAE C.A. Caro-Vélez. et al.

Contenido de compuestos fendlicos

.

Tiempo de extraccion(min)

.

Tiempo de extraccion(min)

40

Porcentaje de etanol en agua (v/v)

. 7
NN \ e
o o5 g

— 26

Tiempo de extraccion(min)

20 10 40 50 60 70 80
Porcentaje de metanol en agua (v/v)

Capacidad antioxidante

T

Porcentaje de etanol en agua (v/v)
-

MMM
. \\\\\\\\\\\:\\3\\“\
NN =

Porcentaje de metanol en agua (v/v)

Figura 3. Grificas de contorno para el efecto del porcentaje de solvente en agua y del tiempo de extraccién sobre
el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de extractos de mora de Castilla.

La proximidad de las condiciones 6ptimas predi-
chas entre el modelo para el contenido de compues-
tos fendlicos y el de capacidad antioxidante, con cada
solvente evaluado, es consistente con el alto valor
del coeficiente de correlacion (0,92) encontrado para
los resultados experimentales (figura 4).

Las capacidades antioxidantes (mmol Trolox®/g
extracto seco) de los extractos de mora obtenidos
experimentalmente bajo las condiciones reportadas
como O6ptimas en las tablas 1-3, fueron alrede-
dor del 50% mids altas que las del BHT y el
a-tocoferol, antioxidantes comerciales ampliamente
utilizados en las industrias de alimentos y cosmé-
ticos (tabla 4).
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Figura 4. Correlacién entre el contenido de compuestos
fendlicos y la capacidad antioxidante de extractos de
mora de Castilla.
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Tabla 4. Comparacién de la capacidad antioxidante de
extractos de mora de Castilla con la de sustancias de
referencia.

. Capacidad
Extracto o sustancia oo,
antioxidante
Extracto de mora obtenido con acetona (31%)* 955 + 7°
Extracto de mora obtenido con etanol (46%)* 898 =+ 5°
Extracto de mora obtenido con metanol (52%)* 859 + 6"
Di-terc-butilhidroxitolueno (BHT) 664 + 8§
a-Tocoferol 560 + 7¢

‘Porcentaje (v/v) de solvente orginico, en agua, utilizado para la
extraccion.

"Valor expresado como mmol Trolox®/g extracto seco. Valor medio +
desviacién estindar (n = 3). “Valor expresado como mmol Trolox"/g
sustancia. Valor medio * desviacién estindar (n = 3).

DISCUSION

La evaluacién del efecto de solventes con distin-
tas polaridades, sobre el contenido de compuestos
fenodlicos en extractos de mora de Castilla, indicé
que el valor de esta variable respuesta, no dependié
tnicamente de las polaridades de las soluciones
extractantes, sino que hubo otros factores a los que
pueden atribuirse las diferencias en los resultados.
Se encontrd, que la aplicacién de ultrasonido afectd
positivamente el contenido de compuestos fené-
licos en los extractos y, que los valores obtenidos
tuvieron correlacién directa con los de capacidad
antioxidante. Los mejores resultados presentados
por los extractos de mora, en comparacién con los
del BHT (tabla 4) y del a-tocoferol, antioxidantes de
referencia ampliamente usados, sugieren que estos
extractos, eventualmente, podrian constituir una
buena alternativa a los antioxidantes comerciales
de uso comun.

En las extracciones realizadas durante el mis-
mo tiempo (6 min, con ultrasonido) y con dife-
rentes solventes puros (figura 1), se observé que
el menor contenido de compuestos fendlicos se
obtuvo con la acetona. Esto puede deberse a que
las sustancias fendlicas presentes en la mora de
Castilla son elagitaninos, antocianinas, glucésidos
del dcido elagico, de la quercetina y del kaempfe-
rol, epicatequina, proantocianidinas, icido gilico
y ésteres de los dcidos gilico, caféico, cumidrico y
fertlico (4, 19-21), compuestos cuyas estructuras
los hacen preferiblemente extraibles por solventes
polares préticos, mediante la formacién de enlaces
de hidrégeno (22-23). El mejor resultado obtenido
cuando la extraccién se realizé con metanol (100%),
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respecto al conseguido con etanol (100%), puede
atribuirse a que el metanol contiene un fragmento
alifitico mis pequefio que el del etanol y, de esta
manera, s¢ enlaza con los compuestos fendlicos mis
facilmente (24).

Los extractos obtenidos con mezclas solvente
orginico-agua mostraron mayor contenido de
compuestos fendlicos que los presentados por los
extractos adquiridos con agua o con los solventes
organicos al 100%. Esto puede atribuirse a varios
factores, el principal de ellos es la estructura mo-
lecular de los analitos, que contiene fragmentos
polares y no polares, cuya proporcién los hace
selectivamente extraibles por determinada mezcla
de solventes (25). Es por esto que los extractos
obtenidos con las soluciones acuosas de metanol,
a pesar de ser soluciones extractantes mds polares,
de acuerdo con el indice de polaridad de Snyder
(22), que las soluciones acuosas de etanol y acetona,
presentaron contenidos de compuestos fendlicos
iguales a los logrados con las soluciones acuosas
de etanol, e inferiores a los conseguidos con las
soluciones acuosas de acetona (figura 1).

Otros factores que pueden contribuir en el
mayor contenido de compuestos fendlicos de los
extractos obtenidos con las soluciones acuosas, son,
por un lado, que el agua hincha el material vegetal,
y le permite a los solventes penetrar mis ficilmente
en la matriz s6lida, lo que aumenta la extractabilidad
(26) vy, de otra parte, que los solventes orginicos
inactivan la polifenoloxidasa, enzima que oxida
los compuestos fendlicos, lo que puede disminuir
el contenido de estas sustancias en los extractos
obtenidos con agua al 100% (27).

En este estudio, ademads del efecto de los solven-
tes, se evalud la influencia del ultrasonido sobre el
contenido de compuestos fendlicos y, se encontrd
que su aplicacién favorecié la extraccién de estos
componentes, en todos los tiempos evaluados (fi-
gura 2). Las ondas ultrasénicas pueden producir
ruptura celular y reduccién del tamaiio de particula,
lo que permite mayor area de contacto entre las
fases sélida y liquida y, de esta manera, un mejor
acceso del solvente a los compuestos de interés (28).
El uso de ultrasonido se ha incrementado porque
mediante su empleo se han logrado mejores resul-
tados, en comparacién con otras técnicas tales como
calentamiento, radiacién de microondas, métodos
enzimaticos (28), extracciéon Soxhlet, agitaciéon orbi-
tal, agitacién magnética, o agitacion en vortice (29).
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En la figura 3, se observa que los seis modelos
matematicos obtenidos, predicen que los mejores
resultados se logran, si la extraccién se asiste con
ultrasonido durante 100 min. Este tiempo es no-
toriamente inferior al empleado por otros autores
quienes llevaron a cabo la extraccién durante 24,
48 y 72 h (4, 30-31), sin el uso de ultrasonido, y
obtuvieron contenidos de compuestos fendlicos
similares a los de este trabajo.

El interés en la extraccién de compuestos feno-
licos radica en su potencial capacidad antioxidante
(32). En este estudio, los extractos de mora de
Castilla, presentaron habilidad para neutralizar los
radicales peroxilo generados durante el desarrollo
del ensayo ORAC, pero esta capacidad, al igual que
el contenido de compuestos fendlicos, dependié
de las condiciones de obtencién de los extractos
(figuras 1-2 y tablas 1-3). Los resultados indicaron
una correlacién directa entre las dos variables de
respuesta analizadas (figura 4), es decir, un au-
mento del contenido de compuestos fendlicos en
los extractos de mora estuvo acompanado por un
incremento de su capacidad antioxidante. Cho et
al., 2005 (33), y Wada y Ou, 2002 (34), también
obtuvieron relaciones lineales (R=0,99 y R=0,95,
respectivamente) entre estas dos variables.

La mayor capacidad antioxidante de los extractos
de mora de Castilla, en comparacién con las del
BHT vy del a-tocoferol (tabla 4), puede atribuirse a
su composicién en antocianinas (35), elagitaninos,
acido gilico y glucésidos de quercetina y kaempferol
(4, 19-21). Estos resultados sugieren que los extrac-
tos de mora podrian constituir una alternativa a los
antioxidantes comerciales, lo cual es de gran interés
porque el uso del BHT se ha restringido debido a
su potencial carcinogénico (36).

Limitaciones

Las limitaciones de este estudio estriban en el
hecho de no haber determinado la composicién de
los extractos, de manera que no se pudo establecer
si las diferencias son solo de cantidad o, también, de
composicién. De otra parte, el color de los extractos
de mora, podria limitar su uso como antioxidante
natural en algunos productos alimenticios y cosmé-
ticos, pero, en otros, constituirfa un valor agregado
debido a que podria utilizarse como pigmento na-
tural. No obstante, se requiere mds investigacién
respecto a la capacidad antioxidante de los extractos
de mora en emulsiones, y, también, se necesita eva-
luar sus cito- y genotoxicidades.

VITAE

C.A. Caro-Vélez. et al.

CONCLUSIONES

Los extractos de mora de Castilla, obtenidos
bajo las condiciones de extraccién predichas como
Optimas, presentaron mayor capacidad antioxidante
que las del BHT vy del a-tocoferol, antioxidantes
utilizados en las industrias de alimentos y cosmé-
ticos. El mayor contenido de compuestos fendlicos,
30 £ 1 mg AG/g PS, y el mayor valor de capacidad
antioxidante, 273 = 6 mmol Trolox®/g PS, se ob-
tuvieron con soluciones acuosas de acetona al 31%
(v/v), realizando la extraccién asistida con ultraso-
nido, durante 100 min. Se encontré una relacién
lineal (R=0,92) entre las dos variables de respuesta
analizadas.
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