Se determinó la actividad antioxidante ofrecida por extractos supercríticos de la macroalga roja Gracilaria mammillaris a un aceite vegetal comestible, mediante ensayo de oxidación acelerada, y se comparó con extractos obtenidos mediante soxhlet a presión reducida. Adicionalmente se determinó el porcentaje de rendimiento, contenido total de fenoles (CTF) y contenido total de beta-caroteno (CT-βC). De los extractos supercríticos obtenidos de acuerdo a un diseño central compuesto (presión de 10, 20 y 30 MPa, temperatura de 40, 50 y 60 °C y porcentaje de cosolvente-EtOH de 2, 5 y 8%), el factor qué más influenció en los extractos, el porcentaje de inhibición a la formación de hidroperóxidos del ácido linoléico (HPL), fue la presión, mientras que  la inhibición a la formación de especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) fue significativa en aquellos extractos con los mayores porcentajes de etanol, seguido de la presión; el extracto con mayor porcentaje de inhibición a HPL a las 144 h de oxidación, fue el obtenido mediante soxhlet con acetato de etilo (24.68%), seguido del extracto supercrítico obtenido a 30 MPa, 60 °C y 8% EtOH con un 23.57%. El mismo extracto supercrítico presentó la mayor inhibición a los TBARS (42.10%), por encima de los extractos obtenidos con soxhlet y el antioxidante sintético BHT.  
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Abstract

It was determined antioxidant activity offered by supercritical extracts by red seaweed Gracilaria mammillaris, to an edible vegetable oil, by accelerated oxidation test, and compared with  extracts obtained by soxhlet reduced pressure. Additionally, the percentage yield, total phenols (CTF) and total content of beta-carotene (CT-βC) was determined. Of  the supercritical extracts obtained according to a central composite design (pressure of 10, 20 and 30 MPa, temperature of 40, 50 and 60 ° C and percentage of co-solvent-EtOH 2, 5 and 8%), the most important factor that influenced the extracts, in the percent inhibition at hydroperoxide formation of linoleic acid (HPL), was pressure, while inhibiting the formation of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) was significant in those extracts with the highest percentages ethanol, followed by pressure; the extract with the highest percent inhibition of HPL, at 144 h of oxidation, was obtained by soxhlet with ethyl acetate (24.68%), followed by supercritical extract obtained 30 MPa, 60 ° C and 8% EtOH with 23.57% . The same supercritical extract had the highest TBARS inhibition (42.10%) above the extracts obtained with soxhlet and the synthetic antioxidant BHT.
Introducción
Se ha reconocido que las macroalgas presentan gran estabilidad frente a la oxidación, a pesar de estar expuestas a condiciones marinas de estrés, como la luz, rápidas fluctuaciones de temperatura, estrés osmótico y disecación [1]. Estos organismos marinos sintetizan y acumulan compuestos para protegerse de los altos niveles de UVR. Entre éstos se encuentran los aminoácidos tipo micosporinas, carotenoides, dentro de los cuales se incluyen carotenos (β y α-carotenos) y xantofilas (astaxantina, fucoxantina y zeaxantina), compuestos fenólicos, entre ellos varios ácidos fenólicos, ácidos cinámicos, florotaninos, catequinas, bromofenoles; vitaminas E y C y polisacáridos. Éstas moléculas son capaces de captar de radicales libres, quelar metales pro-oxidantes, aceptar y donar electrones, interrumpir la peroxidación lipídica e inactivar especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno (ERON) [2]–[5]. Específicamente en algas rojas se reportan compuestos fenólicos halogenados, polisacáridos sulfatados y carotenoides [3], [6], [7]. Lo anterior demuestra que las algas son fuentes promisorias de compuestos con actividad antioxidante (AA), los cuales podrían ser empleados como agentes protectores contra procesos oxidativos en diferentes sistemas. 
En sistemas como los alimentos, donde la principal causa de deterioro es la oxidación lipídica, se genera rancidez, pérdida de valor nutricional, color, olor, sabor y textura, por tal motivo se emplean los antioxidantes. Sin embargo los antioxidantes principalmente empleados por la industria de aceites comestibles, por ejemplo, siguen siendo los  antioxidantes de origen sintético, tales como el 3,5-di-terbutil-4-hidroxitolueno (BHT), terbutilhidroxitolueno (TBHQ) o los galatos (entre otros, el ácido gálico). El uso de estos antioxidantes se ha venido restringiendo, ya que algunas investigaciones muestran que promueven el cáncer en animales de laboratorio [8], [9], toxicidad al consumirlos, alta volatilidad e inestabilidad térmica.
La extracción de estos compuestos con técnicas alternativas de extracción, como la extracción con fluidos supercríticos (EFS) presenta mayores ventajas sobre las convencionales extracciones: menor tiempo de extracción y consumo de disolvente, baja o ninguna toxicidad, extractos libres de disolventes y trasgresiones térmicas, bajo impacto sobre el medio ambiente, entre muchas otras [10], [11]. 
El alga Gracilaria mammillaris (Montagne) M.A. Howe es consumida como alimento en varias regiones del mundo [12] sin embargo no se reportan muchas investigaciones de la actividad antioxidante con dicha especie, pero si con varias de su género. El objetivo de este trabajo, es evaluar el efecto de las condiciones de extracción EFS, en la obtención de compuestos capaces de inhibir la formación de HPL y TBARS a través de un ensayo de oxidación acelerada con aceite para el almacenamiento
.
Materiales y métodos

El alga G. mammillaris fue recolectada en la playa de la ciudad de Santa Marta en Colombia en el mes de julio de 2014. Sal, arena y epifitos, se retiraron con agua, posteriormente se secó a 45°C en un horno al vació. El alga se molió y tamizó, para alcanzar un tamaño de partícula (entre 0,3mm y 0,5 mm) [13], [14]. Algunos de los reactivos empleados fueron el reactivo de Fouling-Ciocalteu (Panreac), ácido gálico (Merck), beta-caroteno tipo I sintético, ≥93% (UV), isoctano (Pacreac), 1,1,3,3-tetraetoxipropano al 97 % de pureza (Sigma Aldrich), ácido tricloroacético (Panreac), ácido tiobarbitúrico (Panreac), TBHQ (TCI-Tokyo Kasei), dicloreometano (Merck). El aceite empleado fue una mezcla 70 % de aceite de soya y 30% de oleína de palma RBD, (refinado, blanqueado y desodorizado) libre de antioxidantes, proporcionado por la empresa Team Foods de Colombia.   

Extracción soxhlet a presión reducida

De 5 a 7g de muestra fue extraída con aproximadamente 250 mL de hexano (35 °C, 0,30 atm), acetato de etilo (38 °C, 0,23 atm) o etanol (40 °C, 0,18 atm) durante 7 horas. Se obtuvieron 6 extractos: S1 extracto obtenido con hexano; S2 extracto con AcOEt previamente extraído con hexano; S3 extracto con EtOH previamente extraído con AcOEt y hexano; S4 extracto obtenidos con AcOEt; S5 extracto con EtOH previamente extraídos con AcOEt; S6 extracto obtenidos con EtOH. Los extractos fueron rotaevaporados a 40°C y conservados a -20°C hasta su posterior uso. 

Extracción EFS

Se llevó a cabo en un equipo de extracción supercrítico que funciona en modo dinámico, a un flujo de 0,4 Kg/h de CO2, adicionado con etanol (EtOH) como cosolvente. Inicialmente se determinó el tiempo óptimo de agotamiento de 14 g de la muestra, a través de una curva de la extracción (CE), obtenida a una presión de 20 MPa, temperatura de 50°C y 5% de porcentaje de cosolvente. Posteriormente se realizaron las extracciones con tres niveles de los factores presión, temperatura y porcentaje de cosolvente (EtOH), de acuerdo al diseño experimental planteado. Los extractos fueron rotaevaporados a 40°C y conservados a -20°C hasta su posterior uso. 
Contenido total de fenoles (CTF)
El CTF de cada extracto se determinó mediante el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, con algunas modificaciones [15], [16]. 100 μL de cada extracto reconstituido en etanol, se mezcló con 750 μL del reactivo de fouling (al 10% p/v en disolución acuosa) en la oscuridad, cinco minutos después se agregó 750 μL de una solución acuosa de carbonato de sodio al 6% p/v y se dejó en reposo por 90 min en oscuridad. Seguidamente se midió la absorbancia a 765 nm, en un espectrofotómetro UV-Vis Genesys 10 (Thermo-Scientific). Se empleó ácido gálico como estándar para la curva de calibración, con concentraciones desde 0.020 a 0.190 mg/mL (y = 4.897x + 0.027, R2 = 0.996). La concentración de fenoles se expresó como miligramos equivalentes de ácido gálico por gramo de alga seca (mgEAG/g bs). 
Contenido total de beta-caroteno (CT-βC)
Se determinó para cada extracto, basado en el método colorimétrico de [17] con modificaciones reportadas por otros autores [18], [19]. A 5 mg de cada extracto seco se agregaron 2 mL de acetona al 90%, se centrifugo por 10 min a 4 °C y 14000 revoluciones por minuto (RPM). Se hicieron lavados sucesivos del precipitado con el mismo procedimiento hasta decolorar. Los lavados de cada extracto se reunieron en un balón y se aforo con acetona. La absorbancia se midió a 480 nm contra acetona como blanco, en un espectrofotómetro UV-Vis Genesys 10 (Thermo-Scientific). Se empleó β-caroteno para realizar la curva de calibración, con concentraciones desde 0,0005 a 0,0035 mg/mL (y = 70.524x – 0.0053, R2 = 0.996). El resultado final se expresó como miligramos de β-caroteno, por gramo de alga seca (mg β-caroteno/g bs). 

Oxidación acelerada del aceite

Basados en reportes previos  con algunas modificaciones [20]–[22], se mezcló aceite (20 g) y cloruro ferroso (a 3,5 ppm del ión Fe+2 en etanol) en frascos ámbar. Los extractos obtenidos, los antioxidantes sintéticos butilhidroxytolueno (BHT), terbitilhidroxyquinona (TBHQ) y el antioxidante de referencia ácido gálico (AG), se solubilizaron en etanol y se mezclaron con el aceite a una concentración de 200 ppm (por triplicado) [23], [24]. Una muestra de aceite sin antioxidantes ni extractos fue empleada como control. Las muestras fueron almacenadas en un horno a 70 °C por 144 h (6 días), se les aplicó burbujeo de aire 4 veces al día, por 5 min. Las medidas de hidroperóxidos del ácido linoléico (HPL) y especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) se realizaron a las 0 h, 48 h, 96 h y 144 h.

Contenido de HPL 

De acuerdo al procedimiento descrito por [25], 50 mg de cada muestra fue mezclada en 500 µL de isoctano y una alícuota se diluyó con más de isooctano, se agito y se midió la absorbacia a 234 nm en un espectrofotómetro UV-Vis Genesys 10 (Thermo-Scientific).  La concentración se calculó con el coeficiente de extinción molar (ε) de HPL= 26000 M-1cm-1 y el resultado se expresa como porcentaje de inhibición de HPL.
Contenido de TBARS

La concentración de algunas especies secundarias y finales de la oxidación, fue seguida a través de la reactividad al ácido tiobarbitúrico, de acuerdo a la metodología propuesta por [26], [27] con algunas modificaciones. 50 mg de cada muestra fue homogenizada con una disolución etanólica de TBHQ (23 mM), 5 mL de ácido tricloroacético (0,30 M en HCl 0,2 N) y una disolución acuosa de ácido tiobarbitúrico (26 mM). La mezcla fue calentada en baño de agua a 80-85 °C por 40 min, posteriormente se enfrió a 4 °C por 30 min, una alícuota fue mezclada con 3 mL diclorometano en vortex y centrifugada a 5500 RPM por 10 min. La absorbancia del sobrenadante, se midió en un espectrofotómetro UV-Vis Genesys 10 (Thermo-Scientific) a 532 nm. La concentración se calculó con la curva de calibración realizada con 1,1,3,3 tetraetoxipropano (TEP), a concentraciones desde 103.133 a 773.499 µM (y = 0.001x + 0.010, R2 = 0.997) y el resultado es expresado como porcentaje de inhibición de TBARS. 
Análisis estadístico

A excepción del rendimiento, las medidas fueron hechas por triplicado y se reportan como la media y su desviación estándar. Para las extracciones EFS se empleó un diseño central compuesto (α=1), con cinco repeticiones al punto central. La región experimental se delimitó por los tres factores a tres niveles: presión a 10 MPa (-), 20 MPa (0) y 30 MPa (+), temperatura a 40 °C (-), 50 °C (0) y 60 °C (+) y porcentaje de cosolvente al 2% (-), 5% (0) y 8% (+) como se indica en la tabla 1. Mediante superficie de respuesta se analiza a influencia de las condiciones de extracción en las variables respuesta construidas con el programa estadístico STATGRAPHICS XVI.II versión 16.02.0004. Las diferencias estadísticas en el CTF y CT-βC se analizaron con ANOVA simple siguiendo la prueba de Tukey (p-valor<0.05) con el paquete estadístico STATGRAPHICS XVI.II versión 16.02.0004. Para HPL y TBARS se empleó un análisis de varianza por medidas repetidas (RANOVA) con prueba de Bonferroni (p-valor<0.05), en el paquete estadístico IBM SPSS Statistics 23. 
Resultados y discusión

La CE presentó entre los 0 - 70 min el periodo de extracción constante (CER), lo cual representó el 58% (93 mg) del extracto total de extracción; el periodo de decaimiento de extracción (FER) se estimó entre 80 – 210 min con 32% (52 mg) del extracto total y el periodo de difusión controlada (DCR) representó el 11% (18 mg) del extracto total, dado entre los 240 – 420 min. Se seleccionó 240 min como el tiempo de extracción para el diseño experimental, correspondiente al 91.38% del extracto total (1.16% (162 mg bs)).
% de rendimiento, CTF y CT-βC

De acuerdo a la tabla 1, el extracto 8 presentó el rendimiento más alto (3.03%), comparado con la extracción convencional, los extractos S3, S5 y S6 presentaron aproximadamente el doble del rendimiento que el tratamiento 8, siendo más alto S3 con 6.75%. En  [28] se reportan un rendimiento de 1.41% (bs) (25 MPa, 45 °C, 10% EtOH) con el alga café Sargassum horneri. El mismo extracto supercrítico, presentó el mayor CTF (3.791 mgEAG/g alga bs), el cual no presento diferencias estadísticas con el extracto S6 de la técnica convencional, pero fue un contenido menor al extracto S4 (3.919 ± 0.065). En [28] se reporta un CTF para el alga café Sargassum horneri de 0.64 ± 0.01 mgEAG/g alga bs. Estos resultados se explican debido a que a presiones supriores a 15 MPa, el aumento de la temperatura aumenta el rendimiento, debido al incremento en la presión de vapor de los solutos, lo cual es conocido como retrogradación [29], [30]. El cosolvente a su nivel más alto,  incrementó la solubilidad, debido posiblemente a tres razones: altera la estructura de la matriz, causando hinchamiento y cambios que aumentan el acceso del disolvente a los solutos [14]; incrementa la polaridad y densidad del disolvente, lo que permite mayor cantidad de interacciones dipolo/dipolo y puentes de hidrogeno con los solutos de la matriz [29], [31], [32]; propicia la ruptura de interacciones matriz-soluto, se incorpora en los sitios activos del sólido y solubiliza los compuestos [33]. El mayor CT-βC se encontró en el extracto supercrítico 10, por encima de los valores con la técnica convencional (S2 con 4,58 mgβC/g muestra bs); éste contenido se vio incrementado por temperatura, ya que induce una mejor disponibilidad de los carotenoides, porque se rompe el enlace que tienen con algunas proteínas, además se inactivan las enzimas que oxidan los carotenos [34]; la presión ya que aumenta la densidad, lo que permite el arrastre de compuestos carotenoides (con un alto peso molecular); el porcentaje de etanol ya que genera interacciones electrostáticas entre los dipolos transitorios de la estructura de los carotenos, y el dipolo formado por el oxígeno y el carbono del grupo alcohol, lo cual influye en la extracción de carotenoides en disolventes polares. En un estudio con el alga verde Ulva lactuca [35] encontraron 0.055 mgβC/g muestra bs (40 MPa, 55 °C, 5% EtOH).
Tabla 1. % de rendimiento, CTF y CT-βC del alga roja G. mammillaris
	Extracto
	Factores


	Rendimiento

% p/p
	CTF

mgEAG/g alga 

(bs)
	CT-βC

mgβC/g alga 

(bs)



	
	Presión 

(MPa)
	Tem

(°C)
	EtOH

%
	
	
	

	1
	-
	-
	-
	0.10
	0.368 ± 0.002 a
	0.597 ± 0.037 a

	2
	+
	-
	-
	0.88
	1.872 ± 0.018 b
	1.511 ± 0.072 b

	3
	-
	+
	-
	0.36
	0.720 ± 0.007 c
	0.447 ± 0.000 a

	4
	+
	+
	-
	0.53
	1.749 ± 0.011 d
	1.479 ± 0.047 b

	5
	-
	-
	+
	1.51
	2.668 ± 0.021 e
	2.119 ± 0.063 c

	6
	+
	-
	+
	1.71
	3.641 ± 0.032 f
	2.158 ± 0.075 c

	7
	-
	+
	+
	1.40
	2.862 ± 0.025 g
	0.920 ± 0.071 d

	8
	+
	+
	+
	3.03
	3.791 ± 0.035 h
	2.214 ± 0.073 c

	9
	-
	0
	0
	0.42
	1.692 ± 0.016 d
	0.919 ± 0.041 d

	10
	+
	0
	0
	0.74
	2.701 ± 0.024 e
	5.038 ± 0.087 e

	11
	0
	-
	0
	0.51
	1.907 ± 0.015 b
	2.687 ± 0.075 f

	12
	0
	+
	0
	0.63
	2.464 ± 0.022 i
	3.987 ± 0.067 g

	13
	0
	0
	-
	0.34
	1.565 ± 0.014 j
	2.505 ± 0.061 f

	14
	0
	0
	+
	1.03
	3.272 ± 0.032 k
	2.670 ± 0.069 f

	15
	0
	0
	0
	0.65
	2.421 ± 0.020 i
	3.582 ± 0.059 h


Valores son expresados como el promedio ± la desviación estándar (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas (p-valor < 0.05), según la prueba de Tukey 

Actividad antioxidante
Todos los extractos protegieron el aceite de la oxidación en sus etapas inicial y final, ya que las concentraciones encontradas de HPL y TBARS son menores al control y presentan diferencias significativas. Pero también presentan diferencias con el AG y TBHQ, superando aproximadamente en tres veces la concentración de AG  y dos veces TBHQ.  De acuerdo al RANOVA, en las concentraciones encontradas para los HPL, no hay diferencia entre el BHT y los extractos 6  y 8, aunque el BHT presento una inhibición levemente más alta (24.50%) durante las 144 h, que el extracto 8 (23.57%) y 6 (20.86%). De acuerdo a las comparaciones de las concentraciones de TBARS, los extractos 5, 7, 10, 12 y 15 no presentaron diferencias con BHT, sin embargo en la figura 1 se evidencia que la inhibición de dichas especies, fue mayor en los extractos 6, 8 y 14 por ello presentan diferencias significativas. 
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Figura 1. Porcentaje de inhibición de HPL y TBARS en G. mammillaris a 144 h de oxidación  

Comparando los porcentajes de inhibición a la oxidación lipídica, con el extracto soxhlet de mayor AA (S4) (figura 1), éste presento la mayor inhibición a los HPL (24.68%), seguido del BHT (24.50%), el extracto 8 (23.53%) y el 6 (20.86%). La inhibición a los TBARS es mayor, los extractos 6 (36.18%) y 8 (42.10%) supercríticos superaron el extracto S4 (30.33%) y estos últimos junto con otros extractos superaron la inhibición ofrecida por el antioxidante sintético BHT (20.71%).  
Comparando con [36], 0.05% de extracto metanólico del alga roja Grateloupia filicina en aceite de pescado, a 144 h de oxidación y 65 °C, inhibió en 40% los TBARS, el extracto supercrítico 8 de G. mammillaris, supero dicha inhibición, a pesar de que en el presente estudio, las condiciones de oxidación fueron más agresivas (adición de óxido ferroso y 70 °C).
Superficies de respuesta
La influencia de los factores en la inhibición de la producción de HPL y TBARS a las 144 h de oxidación, se describe ajustando los datos a un modelo cuadrático [Ec. 1 y Ec. 2]. Los coeficientes de regresión de los factores, su interacción y su doble interacción, fueron analizados con un ANOVA (p-valor<0.05). Estos modelos representan los datos experimentales con altos coeficientes de correlación (HPL R2: 87.12 y error 2.26; TBARS R2: 90.48 y error 3.31) por lo que se aceptan los modelos cuadráticos empleados.

% Inhibición HPL = 83,1298 - 2,05692*temperatura - 3,90786*%EtOH - 1,55274*Presión + 0,0164555*Temperatura^2 + 0,0106175*Temperatura*% EtOH + 0,0146232*Temperatura*Presión + 0,273013*% EtOH^2 + 0,0481879*% EtOH*Presión + 0,0232101*Presión^2.









[1]
% Inhibición TBARS  = 57,9553 - 1,69337*Temperatura - 0,276697*Presión - 0,847353*%EtOH + 0,0130863*Temperatura^2 + 0,0119273*Temperatura*Presión + 0,0344925*Temperatura*% EtOH - 0,00752927*Presión^2 + 0,078564*Presión*% EtOH + 0,0334582*% EtOH^2









[2]
La presión fue el factor más significativa en la obtención de antioxidantes que inhibieron los HPL, mientras que en TBARS el % EtOH y la presión fueron significativos en esta inhibición. De acuerdo a la figura 2 el aumento en el nivel de la presión aumenta la inhibición de los HPL al mayor nivel de la temperatura y 8% de EtOH. De acuerdo a la figura 3, el cambio de nivel en el porcentaje de etanol incrementó los compuestos antioxidantes que inhibieron la formación de TBARS. El mayor nivel en la presión, también influyo en la inhibición, sin embargo no se observa un efecto claro de la temperatura. 
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Figura 2. Superficies de respuesta para % de inhibición de HPL (144 h) de acuerdo a la EFS de G. mammillaris
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Figura 3. Superficies de respuesta para % de inhibición de TBARS (144 h) de acuerdo a la EFS de G. mammillaris

Conclusiones


Los extractos procedentes del alga roja Gracilaria mammillaris (Montagne) M.A. Howe, obtenidos mediante soxhlet y fluidos supercríticos, retardaron la oxidación del aceite vegetal comestible. Los factores de la extracción supercrítica que más influenciaron las variables respuesta evaluadas, fueron el porcentaje de etanol y la presión. El rendimiento, contenido total de fenoles y el porcentaje de inhibición de TBARS a 144 h, fueron respuestas influenciadas ascendentemente por los niveles más altos de cosolvente. El contenido de beta caroteno y la inhibición de HPL estuvieron más influenciadas por la mayor presión. 
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