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RESUMEN

Los extractos de calices de Jamaica, por su alto contenido de
antocianinas, representan una alternativa potencial para el
reemplazo de colorantes sintéticos en la industria alimentaria.
El objetivo del estudio fue determinar las condiciones 6ptimas
de extraccion de las antocianinas de los célices de flor de
Jamaica mediante un disefio factorial de tipo Box-Behnken
con dos factores y tres niveles, considerando como variables
independientes la relacién masa-disolvente (1/10 a 1/20 ™/,) y
la concentracidn alcohdlica (30 a 60 % “/v) y como variable de
respuesta la masa total de antocianina extraida. Se determiné
que la solucion numérica del 6ptimo para las condiciones de
extraccion fue de 42 % de etanol y la relacién masa-disolvente
de 1/20 ™/y, correspondiéndose con un valor pronosticado de
48 mg de antocianinas extraidas. Se confirmé la validez de la
optimizacion realizando tres extracciones bajo las condiciones
antes sefialadas y se determind que la concentracién
alcohdlica influyé significativamente en el proceso de
extraccion.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa, Célices de Jamaica,
extracto, antocianinas, optimizacion.

ABSTRACT

Optimization conditions for the extraction of anthocyanins
from the hibiscus flower calyxes (Hibiscus sabdariffa L.)

Due to their high content of anthocyanins, the extracts of
Jamaican calyxes represent a potential alternative for the
replacement of synthetic dyes in the food industry. The
objective of the study was to determine the optimal conditions
for the extraction of anthocyanins from the hibiscus flower
calyxes through a factorial design of the Box-Behnken type
with two factors and three levels, considering as independent
variables the mass-solvent ratio (1/10 at 1/20 m/v) and alcohol
concentration (30 to 60% v/v) and as a response variable the
total mass of anthocyanin extracted. It was determined that the
optimal numerical solution for the extraction conditions was
42% ethanol and the mass-solvent ratio equal to 1/20 m/v,
which corresponds to a predicted value of 48 mg of extracted
anthocyanins. The validity of the optimization was confirmed
by performing three extractions under the aforementioned
conditions and it was determined that the alcohol
concentration significantly influenced the extraction process.
Keywords: Hibiscus sabdariffa, Jamaican calyxes, extract,
anthocyanins, optimization.
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INTRODUCCION

La flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta
medicinal herbacea anual que pertenece a la familia
Malvaceae. El céliz tiene importancia comercial en la
industria alimentaria para la elaboracion de bebidas y
alimentos como té, mermeladas, jaleas y jarabes (1). Una
caracteristica destacada del extracto de flor de Jamaica es su
alto contenido en antocianinas, principalmente la delfinidina-
3-glucosido, cianidina-3-glucdsido, delfinidina-3-sambu-
biosido y cianidina-3-sambubiosido, compuestos
responsables del color rojo-parpura de la planta (2). Este color
rojo intenso y los beneficios para la salud de las antocianinas
han impulsado las investigaciones sobre esta planta, con la
finalidad de obtener colorantes alimentarios naturales para
diversas aplicaciones en la industria alimentaria, pues el color
se considera una de las principales propiedades que
determinan la aceptabilidad de los alimentos y bebidas (3, 4).
En el proceso de obtencién del extracto es necesario
determinar las condiciones mas adecuadas relacionadas con la
extraccion de las antocianinas, por lo que el empleo de la
metodologia de superficie de respuesta es una herramienta
estadistica poderosa para optimizar las respuestas
experimentales. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue
determinar las condiciones Optimas de extraccion de las
antocianinas de los calices de flor de Jamaica (relacién
material/disolvente y porcentaje de etanol) mediante un disefio
factorial de tipo Box-Behnken.

MATERIALES Y METODOS

Los célices de flor de Jamaica fueron recolectados y secados
al sol en una finca de plantas medicinales ubicada en Giira de
Melena. Estos se trituraron en un molino de martillo con un
tamiz de malla 0,5 mm hasta obtener un polvo fino.

Las extracciones se hicieron en vasos de precipitados
conteniendo 10 g de célices en polvo y cantidad variable de
disolvente. Las suspensiones se agitaron a 200 min™ con un
agitador magnético. El tiempo de extraccion fue 15 min.
Transcurrido el tiempo seleccionado los extractos fueron
centrifugados a 3 000 min* durante 10 min y se separé el
sobrenadante para la determinacién del contenido de
antocianinas.

Se utilizd un disefio factorial tipo Box-Behnken, con dos
factores (X1, X2) y tres niveles (5), considerando como
variables independientes la relacion masa-disolvente (1/10 a
1/20 ™/,) y concentracién alcoholica (30 a 60 % v/,) y como
variable de respuesta la masa total de antocianina extraida,
teniendo en consideracién que en todos los ensayos
experimentales se empled la misma masa de calices en polvo.

La Tabla 1 presenta la codificacion de las variables
independientes.

Tabla 1. Codificacion de las variables
independientes y sus niveles en el disefio factorial

Variables Niveles codificados

. . Factor

independientes 1 0 1
Porcentaje de etanol X1 30 45 60
Relacion X, 110 115  1/20

solido/liquido

La concentracién de antocianinas monoméricas de los
extractos se determind segun el método oficial de pH
diferencial, un método espectrofotométrico que implica la
medicién de la absorbanciaa pH 1,0 y 4,5 (6). Brevemente, se
prepararon soluciones tampén a pH 1,0 (cloruro de potasio
0,025 M) y a pH 4,5 (acetato de sodio 0,4 M). Cada muestra
se diluy6 con los tampones para dar una lectura de absorbancia
entre 0,2 y 1,4 AU, la que se midié a 510 y 700 nm con un
espectrofotémetro Shimadzu UV- 2600. El contenido total de
antocianinas de los extractos (CTAextracto), €Xpresado en mg /L
de cianidina-3-glucdsido, se calculé de acuerdo con la ec. 1.
CTAexracto (mg/L) = (AA x M x FD x 1000) /¢ xb  (ec. 1)
Donde AA = (Asio - Aro) pPH 1,0- (Asio - Aro) pH 4,5; A:
absorbancia del extracto; M: masa molar = 449,2 g/mol para
la cianidina-3-glucosido; FD: factor de dilucion; : coeficiente
de absortividad molar de la cianidina-3-glucésido 26 900
L-molt-cm™?

La masa total de antocianinas extraidas (MTA) se estimé
segln la férmula:

MTA (mg) = [CTAextracto (mg/l—) X Vextracto (L)]

Donde: CTAexracto: contenido total de antocianinas del
extracto calculado segun la ec. 1; Vexwacto: VOlumen del
extracto.

En el disefio experimental factorial tipo Box-Behnken, la
calidad del ajuste de los resultados al modelo desarrollado fue
comprobado mediante el analisis del coeficiente de
determinacion (R?), asi como la prueba de falta de ajuste. Los
datos generados por el modelo se emplearon para el grafico de
las superficies de respuestas y mediante la metodologia de
funcién de conveniencia se estimaron las condiciones dptimas
para la extraccion de las antocianinas. Todos los resultados
fueron procesados estadisticamente empleando el software
STATISTICA ver. 8.0 (7).
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RESULTADOS Y DISCUSION Tabla 2. Corridas experimentales para la
optimizacion de la extraccion de antocianinas

La extraccion solido-liquido es un proceso de separacién que

involucra la transferencia de solutos desde una matriz sélida Factor 1 Factor 2 Respuesta
hacia un disolvente. Esta transferencia de masa involucra tanto Ex A B: Grado Masa de
la difusion que ocurre a escala molecular, como el transporte P~ Masa/Disolvente  alcohélico antocianinas
masivo debido al flujo por conveccion. En esta investigacion, (%) (mg)
el disefio factorial tipo Box-Behnken fue utilizado para la 1 15 45 44,29
optimizacion del proceso de extraccion, ya que es escasa la 2 20 45 49,23
literatura cientifica acerca de cémo influyen las variables de 3 15 30 46,60
proceso en la obtencidn de colorante a partir de célices de flor 4 15 60 42 40
de Jamaica. 5 10 45 44,73

6 15 45 45,45
Se informan en la Tabla 2 los datos de las corridas 7 15 45 46,61
experimentales de acuerdo con el disefio seleccionado. 8 10 30 46,50

9 20 60 43,83

10 20 60 44,68

11 10 60 35,28

12 20 30 46,08

Un polinomio cuadratico fue la soluciébn matemaética que
involucra las variables seleccionadas con la masa total de
antocianinas extraidas, segun el anlisis de varianza resumido
en la Tabla 3.

Tabla 3.Resumen del analisis de varianza del modelo cuadratico de superficie de respuesta para la masa total de
antocianinas extraidas

Suma Grados . Valor
Fuente de Cuadrado medio  Valor F
de cuadrados I p
ibertad
Modelo cuadratico 117,39 5 23,48 12,80  0,004**
Residual 11,01 6 1,83 - -
Error puro 3,05 3 1,02 - -
Falta de ajuste 7,95 3 2,65 2,61 0,226
R? 0,91 - - - -

**Significativo para p < 0,05.

El diagrama estandarizado de Pareto (Fig. 1) completa la
El elevado valor de F indica que la variacion en las respuestas informacion del analisis de varianza, ya que muestra la
puede explicarse por la ecuacion de regresion. El coeficiente magnitud relativa y la significacion estadistica de los efectos
de determinacion (R?) se calculd para verificar la suficiencia principales, cuadraticos y de interaccion, colocandolos en
y la adecuacion del modelo, cuyo valor fue superior a 0,9 por orden de importancia decreciente. De la figura se observa que
lo que el modelo cuadratico tiene una capacidad de prediccion solo el porcentaje de etanol fue significativo, tanto el término
satisfactoria (7). Ademas, la prueba de falta de ajuste no lineal como el cuadratico, esto ultimo indica que la relacién
resulté significativa, lo que confirma que el modelo  entre esta variable independiente y la variable de respuesta
polinémico cuadratico es adecuado para explicar la relacion sigue una linea curva.
entre la variable de respuesta y los predictores, ya que la
hip6tesis nula (Ho) de esta prueba es que el modelo ajusta
satisfactoriamente los datos experimentales de las
extracciones.
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% EtOH (C)

% EtOH (L)1

Relacién M/D (L)

Relacién M/D (C)

% EtOH*Relacion M/D

p=0,05
Estimacion del efecto

darizado

Fig. 1. Diagrama estandarizado de Pareto de los términos
con significacion estadistica en la extraccion de las
antocianinas de los célices de flor de Jamaica. Las letras L y
C simbolizan término lineal y término cuadratico,
respectivamente.

La ecuacion final en funcién de las variables independientes
codificadas se presenta a continuacion:

Masa total de antocianinas (g) = 47,80 — 3,38X; + 1,67X; +
3,76X1X2 — 1,94X,? — 0,54 %72

Donde X; y X, simbolizan las variables relacién masa-
disolvente y porcentaje de etanol, respectivamente.

El gréfico de la superficie de respuesta generado por el modelo
empirico se presenta en la Fig. 2 y permite visualizar el efecto
de ambas variables independientes en el proceso de extraccién
s6lido liquido de las antocianinas.

ConcAntiockninas (mg)
Dengn Points
@ Above Surtace

X1 e A
X2 -8

Masa de Antocianinas (mg)

B: Grado Alcohdtico (%)

A: Masa/Disotvente

Fig. 2. Superficie de respuesta con la influencia de las
variables grado alcohdlico y relacién masa-disolvente en el
proceso de extraccion de antocianinas.

Se aprecia claramente que la disminucién del grado alcoh6lico
favorece la extraccion de antocianinas no ocurriendo lo mismo
con la variable relaciéon masa/disolvente. La curvatura de esta
superficie de respuesta se debe a la contribucion de los
términos cuadraticos.

La solucion numérica del optimo para las condiciones de la
extraccion fue: 42 % de etanol y la relacién masa-disolvente
igual a 1/20 ™/, que se corresponden con un valor
pronosticado de 48 mg de antocianinas extraidas (funcion de
conveniencia igual a uno).

Para confirmar la validez de la optimizacion se realizaron tres
extracciones bajo las condiciones antes sefialadas, hallando
que la masa de antocianinas extraidas fue de 46 + 4 mg, valor
experimental razonablemente cercano al valor pronosticado
por el modelo cuadrético (diferencia inferior al 6 %) lo que
evidencia la validez del modelo predictivo y ratifica las
condiciones éptimas sefialadas.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados experimentales, la
concentracion alcohdlica resulté la variable que influyé
significativamente en el proceso de extraccion de
antocianinas. Las condiciones Optimas fueron: como
disolvente solucion alcoholica al 42 % v/, y relacion masa-
disolvente 1/20 ™/,
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