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RESUMEN

Se determinaron las condiciones optimas de extraccion de
antocianinas de los célices de Hibiscus sabdariffa L. me-
diante el disefio D-6ptimo y al extracto selerealizd la ca
racterizacion cromatica. Las variables independientes se-
leccionadas fueron temperatura (40 a 60 °C), concentra-
cion alcohdlica (0 a80 % /) y relacion solido-disolvente
(L5a1:15™ ) y como variable de respuesta rendimiento
de extraccion. Los resultados mostraron que solo la con-
centracion alcohdlica y la relacion solido-disolvente con-
tribuyen significativamente en el rendimiento de extrac-
cion. Las condiciones Optimas para la extraccion de los
pigmentos fueron: temperatura 40 °C, disolvente agua y
relacion solido-disolvente 1:5 ™/ . El color del extracto
expresado en las coordenadas crométicas CIELAB fue:
L* =69,09; a* = 43,01y b* = 23,83.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa, extraccion,
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ABSTRACT

Optimization of extraction of anthocyanins
from Hibiscus sabdariffa L. and its chromatic
characterization

The optimal extraction conditions of anthocyanins from
the calyxes of Hibiscus sabdariffa L. were determined
using the D-optimal design, and the chromatic
characterization was performed on the obtained extract.
Theindependent variabl es sel ected were: temperature (40-
60 °C), alcohol concentration (0-80 % /) and solid-
solvent ratio (1:5-1:15 ™/ ) and extraction yield as
response variable. The results showed that only the alco-
hol concentration and solid-solvent ratio contribute
significantly to the extraction yield. The optimal
conditions for the extraction of the pigments were:
temperature 40 °C, water as solvent and solid-solvent ratio
1:5™ . The color of the extract expressed in the CIELAB
chromatic coordinates was: L* = 69,09; a* = 43,01 and
b* = 23,83.

Keywords: Hibiscus sabdariffa, extraction, optimization,
anthocyanins, natural colorant.

INTRODUCCION

Existe un interés creciente en el uso de colorantes de
origen natural yaque no ocasionan perjuicio alasalud
y no estan sujetos a regulaciones sanitarias (1). Entre
|os pigmentos natural es se encuentran |as antocianinas,
que se hallan principalmente en floresy frutos, y que
tienen como caracteristicaser responsablesdelagama
de colores desde € rojo hasta el parpura, ademas de
ser hidrosolubles (2).

Los célices deflor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)
se caracterizan por una elevada concentracion de
antocianinas(3), y por ello uno desususosestadirigido
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alaobtencion de colorantes alimentarios, sin embar-
go, lasinvestigacionesrel acionadas con laoptimizacion
de la extraccion son escasas en laliteratura cientifica
(4, 5). Por esta razon, el objetivo de este trabajo fue
determinar las condiciones Optimas de extraccion de
antocianinas de los célices de Hibiscus sabdariffa L.
mediante el disefio D-6ptimo, y la caracterizacion
crométicadel extracto obtenido.

MATERIALES Y METODOS

Todos |os ensayos se realizaron con una muestra de
1 kg de célicesfrescosdeflor de Jamaicasuministrada
por € Ingtituto Nacional de CienciasAgricolas (INCA),
San JosédeLasL gjas, Mayabeque. Lamuestraconsis-
tié en una mezcla de las variedades Dogo, Benito,
Anadeliay Ficaru 90, quealli secultivan.

Los cdlices se secaron en unaestufaa 45 + 1 °C hasta
alcanzar unahumedad inferior a8 %™/ . Lamolienda
serealizd en un molino de cuchillasde altavelocidad a
90 000 mintdurante5s. Loscélicestriturados se pasa
ron por un tamiz de malla 0,5 mm, obteniéndose un
polvofino.

Lasextracciones se hicieron en frascos@mbar de 150 mL
de capacidad con tapas, con 1,0 g de célices pul veriza-
dosy un volumen de disolvente en correspondenciacon
larelacién solido-disol vente determinada por € disefio
experimental. Losfrascosfueron colocados en bario de
aguacon control detemperaturay agitacion horizontal.
El equipo operd avelocidad lineal de 6 cm-s?. El tiem-
po de extraccion fue 1 h. A continuacion, |os extractos
fueron centrifugados a 3 000 min* durante 10 min, re-
cogiendo € liquido sobrenadante paraladeterminacién
delamasade antocianinas extraida.

Serealizé laextraccion cuantitativade las antocianinas
deloscélices secosmolidos conlafinalidad de determi-
nar el contenido de estos compuestos en el material ex-
perimental. Paraello, se pesd 1,0 g en un tubo de cen-
trifuga, afiadiendo 15 mL de etanol 50 %"/, y realizan-
do la extraccion durante 1 min a 10 000 min* con
un homogeneizador Ultra-Turrax T25. Se centrifugo
a 3 000 mint durante 10 min. El sobrenadante se de-
cant6 aun volumétrico de 50 mL y el residuo sdlido se
someti6 dos veces al mismo procedimiento de extrac-
cion. Finamente, el volumétrico se enrasd con etanol
50 %"/, y se cuantifico lamasa de antocianinas extrai-
da

Se utiliz6 el disefio D-Optimo detresfactores (X, X,
X,) y tresniveles (-1, 0, +1), considerando las varia-
blesindependientes: temperatura (40, 50y 60 °C), con-
centracion alcohdlica(0,40y 80 %Y/ ) y relacion soli-
do-disolvente (1/5, /10y 1/15™ ). Lavariable deres-
puestafue el rendimiento de extraccion. El nimero de
experimentosarealizar fue 14.

Laconcentraci 6n de antocianinas monomericas delos
extractos se determind segin el método oficia de pH
diferencial de la AOAC (6). El contenido total de
antocianinas de los extractos (CTA_ ), expresado
en mg de cianidina-3-glucésido/L, secalcul 6 de acuer-
do con laecuacion 1.

CTA o (ML) = (AA x M x FD x 1000) / & x b (1)
Donde: AA = (A, - A, ) PH . (Ago- A PH
A: absorbanciadel extracto

M: masamolar = 449,2 g/mol paralacianidina-
3-glucosido

FD: factor dedilucion

¢: coeficiente de absortividad molar = 26 900 L/mol.cm
paralacianidina-3-glucosido

b: paso dptico delacubetaen cm

El contenido total de antocianinas de los célices secos
(CTA s oo EXPresado en mg de cianidina-3-
glucésido/g de solido seco se estimé a partir del
CTA segun laformula:

extracto
CTA e (Mg bs) =[CTA, . (MglL) xV_ /M

Donde: CTA extracto: contenido total de antocianinas
del extracto cal culado mediantelaecuacion 1

V wao: VOlUMeNn del extracto (0,05L)

M: masa de cdlices secos empleada en la extraccion
(109

El rendimiento se definié como lamasade antocianinas
extraidaen el experimento/masade antocianinas conte-
nidaen 1 g de célices secosy se calcul6 por la ecua-
cion:
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masa de antocianinas extraida )
masa de antocianinas en € material

Rendimiento (%) =

Donde:

Masa de antocianinas extraida (mg) = CTA _, .. (mg/L)
*V traco (L)

Masadeantodaninasend materid (mg) =CTA , ____(Mg/g)
x Mmaierial (g)

A partir de los resultados del disefio experimental, se
determinaron las mejores condiciones de extraccion.

Ladeterminacién delos pardametros de color serealizé
apartir del espectro de absorcion en laregion de400 a
700 nm del extracto obtenido, con un
espectrofotémetro UV-visibley empleando aguacomo
referencia. El registro de los valores de absorbancia
permitio calcular losvalorestriestimulos X, Y, Z para
su posterior conversion en unidades CIELAB (7). El
valor L* representalaluminosidad, el valor a* repre-
senta el gerojo/verdey el valor b* representa el ge
amarillo/azul. El valor deiluminante empleado fue D
y un angulo de observacion de 10 °.

Parael procesamiento delosresultados experimentales
seempled el paguete estadistico Statgraphics Centurion
XVI, versiéon 16.0.07.

Tabla 1. Rendimiento de extraccién delos experimentos

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 muestra los resultados de |os experimentos.
Como elemento distintivo se observaque & rendimiento
deantocianinasvariaampliamenteentre 12,63y 82,34 %.

LaTabla2resumee andlissdevarianzadel modelo em-
pirico. Unicamente |os términos lineales de |os factores
concentracionacohdlica(X,) y relacion solido-disolvente
(X,) fueron edtadisticamente significativos. El valor del
coeficiente de determinacion indica que  modelo pro-
puesto explica e 91,1 % de la variabilidad de los datos
obtenidos. El estadistico de Durbin-Watson indicaqueno
hay autocorrel acion seria enlosresiduos (p=0,05).

Lainterpretacion de esteresultado para X, estarelacio-
nado con lasolubilidad delas antocianinas en disol ventes
polarescomo el agua, debido alapresenciade unacar-
gaformal positivadel ionflavilio (8).

El factor X, es unavariable importante en |os proce-
sos de extraccion solido-liquido ya que determina la
cantidad de disolvente a emplear, parametro de im-
portancia econdmica pues se relaciona con el costo
por consumo 'y también con el costo de su eliminacion
(etapa de concentracion del extracto obtenido).

La temperatura no resulté significativa, a pesar de
suinfluenciapositivaen estetipo de proceso debido a
su efecto en ladifusion efectiva de los compuestos a

Corrida Temperatura (°C) etanol (% 1)
V,

Concentracion de

Relacion solido-

disolvente (™,) Rendimiento (%)

1 60 40 15 82,3 (5,7)
2 40 0 1/5 76,6 (3,8)
3 60 0 1/15 71,0 (9,6)
4 50 0 1/10 38,7 (4,4)
5 50 40 1/15 27,6 (3,1)
6 40 80 1/15 12,6 (1,1)
7 60 80 1/5 50,5 (7,0)
8 40 40 1/10 27,3 (5,0)
9 60 80 1/10 33,9(8,3)
10 40 80 1/5 43,9 (4,2)
11 40 0 1/15 33,7 (L9)
12 50 80 1/5 54,3 (4,4)
13 60 0 1/5 71,2 (5,8)
14 60 80 1/15 22,4 (4,3)

(): desviacion estandar (n = 3)
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Tabla 2. Andlisisde varianza del modelo empirico de superficie derespuesta para el rendimiento total de
pigmentosextraidos

Sumade Cuadrado p

Fuente cuadrados G.l. medio Razon-F  Vaor-P
A: temperatura 739,544 1 739,544 5,26 0,0836
B: g/d 2500,67 1 2500,67 17,78 0,0135
C: % etanol 1917,73 1 1917,73 13,63 0,0210
AA 96,4156 1 96,4156 0,69 0,4542
AB 181,812 1 181,812 1,29 0,3191
AC 11,6847 1 11,6847 0,08 0,7875
BB 485,822 1 485,822 3,45 0,1366
BC 71,6494 1 71,6494 0,51 0,5148
CcC 63,2284 1 63,2284 0,45 0,5393
Error tota 562,619 4 140,655
Tota (corr.) 6323,42 13
R? 0, 9110
R? gjustada 0,7108
Estadistico Durbin-Watson 1,91022 0,5156

gd relacion solido-disolvente; G.I. grados de libertad; Valor-P probabilidad; R® coeficiente de
determinacion; R?,; coeficiente de determinacion ajustado.

extraer, asi como en su solubilidad, ademas de contri-
buir alamodificacion de la estructura de lamatriz so-
lida que facilitarialamigracién de los solutos haciael
liquido (9). Este resultado puede ser consecuenciadel
tiempo seleccionado de 1 h, lo suficientemente prolon-
gado para que ho se manifestara su influencia.

Laecuacion final del modelo empirico eslasiguiente:
REA =89,55- 0,27 X, - 3,47 X,

Donde: REA.: rendimiento deextracci dn deantocianinas (%)

Valores pronosticados

Fig. 1. Comparacion entre los valores experimentales y los pronosticados por e modelo empirico.

X, concentracion deetanol X, relacion solido-disol-
vente

Se puede apreciar que hay unarelacion inversa de es-
tasvariablesrespecto a rendimiento, o sea, un aumen-
to de larelacion solido-disolvente a igual que la con-
centracion al cohdlicadisminuyelamasade antocianinas
extraida, aunque larelacion sélido-disolvente es la
variable que méasinfluye en e rendimiento de extrac-
cion. LaFig. 1 presentael grafico delosvalores expe-
rimentales vs. val ores pronosticados.

a0 60 a0

Valores experimentales
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La solucién numérica dada por € programa sobre las
condiciones éptimas de extraccion fue: relacion solido-
disolvente 1/5 ™/, agua como disolvente y 40 °C. En
estas condiciones, se logra extraer el 80,0 % de las
antocianinas presentes en los cdlices. La concentracion
deantocianinas del extracto obtenido fue de 123,7 mg/L.

La caracterizacion cromética del extracto arrojé
L* =69,09; a+ = 43,01y b* = 23,83. Se han infor-
mado para el extracto de flor de Jamaicavalores de
L*=645+0,1;, a* =31,03+ 0,2y b* =58+ 0,1;
muy similares alos valores de L* y a* del extracto
obtenido, en cambio el valor de b* difiere
marcadamente (10). Esta diferencia esta dada por la
presencia de polimeros de antocianinas, |os cuales con-
tribuyen al valor de b*, pues este término es el que se
relacionacon lastonalidadesamarillas (+ b*). Esto es
corroborado con el espectro de absorcion del extracto
(Fig. 2), donde se observan val ores de absorbancia su-
periores a0,6 en laregion entre 440 y 480 nm, lo que
se corresponde con €l color percibido entre amarilloy
amarillo-verdoso (11). La presencia de antocianinas
polimerizadas puede provenir del proceso de secado,
siendo esta una etapaclave en el tratamiento delama-

1,2
517 nm
1
w 08
2
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(1] T T ]
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Fig. 2. Espectro de absor cion del extracto.
CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados experimentales, las va
riables concentracion acohdlicay rel acion solido-disol -
vente fueron significativasen el proceso de extraccion.
L as condi ciones Optimas halladas fueron rel acién soli-
do-disolvente 1/5™ , aguay 40 °C, con un tiempo de
extraccion de unahora. El color del extracto expresado
enlascoordenadas crométicas CIELAB fue; L* = 69,09;
a*r =43,01y b* =23,83.

teriaprima.
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