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RESUMEN

Las hojas de teca (Tectona grandis L.), subproducto de la
industriamaderera, pueden emplearse como fuente de colo-
ranterojo, por lo que estainvestigacion se traz6 como obje-
tivo conocer las condiciones Optimas para la extraccion de
los pigmentos rojos de las hojas secas con el disefio factorial
incompl eto (tresfactores en tres nivel es) tipo Box-Behnken.
Lasvariablesindependientesfueron: temperaturade extrac-
cion (30a60 °C), concentracion alcoholica(30a90%Y/ ) y
relacion sdlido-liquido (1:10a1:20 gxmL 1) y como variable
de respuesta masa de pigmentos extraidos. Todas las varia-
bles independientes contribuyen significativamente a mo-
delo cuadrético con buen gjuste de los datos. Las condicio-
nes Optimas paralaextraccion delos pigmentos fueron: tem-
peratura 52 °C, concentracion alcohdlica64 %"/ y relacion
solido-liquido 1:16 "/, . Bajo estas condiciones optimas, los
valores experimental es coincidieron con los pronosticados
por el model o cuadrético verificando su validez.

Palabras clave: teca, Tectona grandis, colorante natural,
extraccidn, optimizacion.
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ABSTRACT

Optimizing conditionsfor pigmentsextraction from
teak leaves (Tectona grandisL.) using response
surface methodol ogy

Theteak leaves (Tectona grandisL .), byproduct of thewood
industry, can be used as a source of red dye, so thisresearch
was aimed at knowing the optimal conditions for the
extraction of the red pigments of the dried leaves using the
incompletefactorial design (threefactorsinthreelevels) type
Box-Behnken. The independent variables were: extraction
temperature (30-60 °C), alcohol concentration (30-90 %"/ )
and solid-liquidratio (1:10-1:20 gxmL %) and asresponse va
riable mass of extracted pigments. The results showed that
all the independent variables contribute significantly to the
guadratic model with good adjustment of the experimental
data. Theoptimal conditionsfor the extraction of the pigments
were: temperature 54 °C, alcohol concentration 64 %/ and
solid-liquid ratio 1:16 ™/ Under these optimal conditions,
the experimental values agreed with those predicted by the
quadratic model, verifyingitsvalidity.

Keywor ds: teak, Tectona grandis, natural colorant, extraction,
optimization.

INTRODUCCION

Lateca(TectonagrandisL.) esun érbol frondoso dela
familiadelas Lamiaceas, originario del sudeste asiéti-
€O, que crece en las regiones tropicales. Es muy apre-
ciado por su madera, lo que ha conducido alaprolife-
racion de grandes plantaciones en Africay América
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Central y del Sur. Las hojas de este arbol, como
subproducto de laindustria maderera, han sido usadas
en lamedicinatradicional, empledndose | os extractos
como antiinflamatorio, antihelmintico y cicatrizante de
heridas (1, 2). Investigaciones recientes han informa-
do la presencia de compuestos fendlicos como
flavonoides, taninos, &cidosfendlicosy quinonas(3) que
confieren actividad antibacteriana (4), larvicida (5) y
antioxidante (6) y también el empleo de los extractos
como colorante de textiles (7, 8). Al respecto, ante la
creciente demanda de col orantes natural es apropiados
paralaindustriaalimentariaconlafinalidad de sustituir
a los colorantes sintéticos debido a los problemas de
salud derivados de su uso, segun los estudios
toxicol6gicos (9), estainvestigacion se trazé como ob-
jetivo seleccionar las mejores condiciones parala ex-
traccion de los pigmentos tipo betalainas de las hojas
secas de teca para su empleo como colorante en la
industriaaimentaria

MATERIALES Y METODOS

Lashojasdeteca, después de eliminar las materias extra-
fias, fueron secadas en estufa a50 °C hasta d canzar una
humedad inferior a8 %™/ . Posteriormente setritura:
ronenmolino decuchillasdeatavel ocidad (15000 mint,
15 s) y se pasd por un tamiz de malla 0,5 mm,
obteniéndose un polvofino.

Las extracciones se hicieron en frascos &mbar con ta-
pasy de 150 mL de capacidad, con 2 g de hojasdeteca
pulverizaday cantidad variable de disolvente colocados
en bafio de agua con control de temperaturay agitacion
congtante (150 mint). El tiempo de extracciénfue 15 min.
Al finalizar la extraccion, los extractos fueron
centrifugados a3 000 min* durante 10 min, recogiendo
€l sobrenadante paraladeterminacién del contenido de
betalainas.

Se utiliz6 un disefio factorid tipo Box-Behnken contres
factores (Xl, X, X3) y tres niveles (-1, O, +1), consi-
derando la temperatura (30 a 60 °C), concentracion

alcohdlica(30a90 %) y relacion solido-liquido (1/10
a1/20) como variablesindependientesy la masatotal
de betalainas extraidas como la variable de respuesta.
LaTabla 1l se presentala codificacion de las variables
independientes.

Un total de quince ensayos experimental es, incluyendo
tresréplicasen el punto central, fueron llevados acabo
deformaaleatoria

Paraladeterminacion del contenido total de betalainas
se empled el método espectrofotométrico para la
cuantificacion (10). Los contenidos de betaxantinas y
betacianinas fueron estimados como equivalentes de
indicaxantinay betanina respectivamente mediante la
sguiente ecuacion:
A XFD XV, x MM
€ x1 x1000

Donde B es masa de betaxantinas o betacianinas (mg),
Aesel valor delaabsorbanciaa480y 536 nm para
las betaxantinas'y betacianinas, respectivamente; FD
el factor dedilucion; Veel volumen del extracto (mL);
MM la masa molar (indicaxantina = 308 gxmol*;

betanina = 550 gxmol?); € el coeficiente de extin-
cion molar ((indicaxantina = 48 000 Lxmol-xcm?;
betanina= 60 000 L xmol-*xcm); I el paso 6ptico de
la cubeta (1 cm).

El contenido total de betal ainas se calculé como lasuma
delas masas de betaxantinasy betacianinas presentes.

Se usO el paquete estadistico STATISTICA ver. 8.0
(StatSoft, Inc. 2007), parael andlisis de los resulta-
dos experimental es del disefio Box-Behnken. Laade-
cuacion delosresultados al model o desarrollado fue
comprobada por el coeficiente de determinacion (R?),
el coeficiente de determinacion gjustado (R?)) y e test
defaltadeguste. L os datos generados por el modelo
se emplearon para el gréafico de las superficies de

Tabla 1. Codificacion delasvariablesindependientesy sus nivelesen € disefio 33 tipo Box-Behnken

Niveles codificados

Variable independiente Factor ] 0 )
Temperatura (°C) X1 30 45 60
Etanol (%) Xz 30 60 90
Relacion solido/liquido X3 1/10 1/15 1/20
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respuestas y mediante la metodologia de funcién de
conveniencia(11) seestimaron las condiciones Optimas
para la extraccion de los pigmentos. Para verificar la
validez del model o, lamasade pigmentosextraidosbajo
las condiciones Optimas fue determinaday se compard
con el valor pronosticado.

RESULTADOSY DISCUSION

La extraccion solido-liquido es un proceso de separa-
cion que involucra la transferencia de solutos desde
unamatriz sdlidahaciaun disolvente. Esmuy usadaen
laobtencion de compuestos valiososy laeficienciade
la misma esta influida por multiples factores como la
temperatura, naturaleza quimica del disolvente, agita-
cion, relacién solido-liquido, tiempo, tamafio de parti-
cula, entreotros, y sus efectos pueden ser independien-
tesointeractivos (12). En este sentido, laaplicacion de
lametodol ogia de superficie de respuestacomo técnica

de model acion empirica utilizada paraeval uar larela-
cion entre las variables independientes y |os datos ex-
perimental es permite estimar las mejores condiciones
de un proceso tecnol égico en funcion de la combina-
cion de estas variables (13). En esta investigacion, el
disefio Box-Behnken fue utilizado paralaoptimizacion
del proceso de extraccion, yaque en laliteraturacien-
tifica consultada no se hareportado como influyen las
variables de proceso en la obtencion de colorante a
partir de hojas de teca.

Los datos de las corridas experimentales de acuerdo
con €l disefio seleccionado seinforman en laTabla 2.

Un polinomio cuadrético fuelasol ucion mateméticaque
involucralas variables seleccionadas con lamasatotal
de pigmentos extraidos, segun el andlisis de varianza
resumido en laTabla 3. Laprueba de fatade gjuste no
resulto significativa, conjuntamente con | os coeficientes

Tabla 2. Resultados experimentales de la extr accién de acuerdo con el disefio Box-Behnken

Experimento Temperatura(°C)  Etanol (%)  Solido/disolvente  Masatotal de
(Xa) (X2 (X3) pigmentos
1 60 30 1:15 68,5
2 45 90 1:20 42,1
3 60 60 1:10 64,3
4 30 90 1:15 47,9
5 45 30 1:20 35,3
6 30 60 1:10 29,0
I 45 60 1:15 73,3
8 60 60 1:20 44,2
9 45 30 1:10 47,7
10 60 90 1:15 66,6
11 30 60 1:20 251
12 45 90 1:10 60,2
13 30 30 1:15 34,8
14° 45 60 1:15 70,5
15% 45 60 1:15 72,6

& Repeticiones en & punto central paracalcular € error experimental.

Tabla 3. Resumen del analisisde varianza del modelo cuadr atico de superficiederespuesta parala masa

total de pigmentos extraidos

Fuente Suma de Grados de Cuadr_ado vaor E

cuadrados libertad medio

Modelo cuadrético 3879,05 9 431.01 100,133***

Error puro 4,25 2 2.12

Faltade gjuste 17,23 3 5.74 2,71

Error total 21,48 5 4.30

R? 0,9945

R’ 0,9846

*** ggnificativo parap < 0,001, R coeficiente de determinacion; R?; coeficiente de determinacion ajustado.
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de determinaci 6n superioresa0,95, permite afirmar que
el model o propuesto gjusta satisfactoriamentelos datos
experimental esdelasextracciones.

LaFig. 1 presentael diagramaestandarizado de Pareto
que completalainformacion del andlisis de varianza,
ya que muestra, en orden de importancia decreciente,
las variables estudiadasy susinteracciones que fueron
estadisticamente significativas.

Se observa que la temperatura y larelacion solido-li-
quido fueron las variables de mayor influencia en el
proceso de extraccion de pigmentos a partir de las ho-
jas de teca y que tanto los términos lineales y
cuadréticos, asi como las interacciones binarias resul -

taron significativos, con la excepcion de % etanol x
relacion sdlido-liquido.

La ecuacion fina en funcién de los factores codifica-
dos se presenta a continuacion:

Masatotal depigmentos= 72,13+ 13,10X, + 3,81X,, +
6,56X,—3,75X X, + 3,55X X, + 1,42X X ,—11,93X *
—5,75X 2—20,05X 2

donde X, X, y X, simbolizan |as variabl es temperatu-
ra, % etanol y relacion solido-liquido, respectivamente.

Los gréficos delasuperficie de respuestaen 3D gene-
rados por el model 0 empirico muestran el efecto dedos
variablesen el proceso de extraccion delas betalainas,
mientras|atercerase mantiene constante (Fig. 2).

Se observaen general que el aumento delatemperatu-
ray laconcentracion alcohdlicafavorecelaextraccion
debetalainas, lo cual esevidenteen el graficoA, no asi
larelacion solido-liquido que exhibe ef ectos cuadréticos
sobrelacantidad de pigmentos extraidos, responsables
delas curvaturas observadasen losgréficosB y C. En
este caso, €l incremento del valor de estarelacion, dado
por el aumento del volumen dedisolvente paraunamasa
constante de hojas en polvo, contribuye a mejorar la
eficienciadelaextraccion hastacercadel punto medio
(relacion 1:15) donde entonces comienzaadisminuir la
masatotal de betalainas.

Lacinéticadelaextraccionimplicamltiples pasos, pero
generalmenteeslatransferenciadel soluto end interior
de las particulas sdlidas hacia el disolvente contenido
en los poros del sdlido laque controlalavelocidad del
procesoy que ocurre Unicamente por difusién molecular
(14), por tanto, la seleccion adecuada de los factores
queinfluyen enel coeficiente dedifusion (D) contribui-
ran a mejorar los rendimientos de la extraccion. Una
elevacion delatemperaturaimplicael incremento del
coeficiente de difusién o «difusividad» del solutoen el
disolvente y de igual modo la tasa de transferencia de
masa (15). Por otraparte, laviscosidad del disolventede
extraccion es inversamente proporcional a D (16), de
ahi que los mejores resultados se obtuvieron con mez-
clas de etanol y agua, ademés que las betalainas son
compuestos nitrogenados sol ubles en disol ventes pol a-
res como el agua (17). Respecto alarelacion solido-
liquido, factor importante en |os procesos de extrac-
cion ya que determina la cantidad de disolvente a

sdido-liquido (C)

Temeratura ) )

Temperatura (C}
(3) sdlido-liquido (L)

% Etanol (C)

LxaL |

(2) % Etanol (L}

Efecto estandarizado

Fig. 1. Diagrama estandarizado de Pareto de los términos con significacion estadistica en la extrac-
cion de los pigmentos de las hojas de teca. Las letras L y C simbolizan término lineal y término
cuadratico, respectivamente.
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Mais total de
pigmante

Fig. 2. Superficiesderespuesta en 3D mostrando lainfluencia delasvariablestemperatura, % etanol
y relacion solido-liquido en el proceso de extraccion.

emplear, parametro de importancia economica rela-  variablesindependientes seleccionadas sesiguio el mé-
cionado con €l costo por consumo y también con € todo de lafuncién de convenienciade Derringer (11),

costo de su eliminacion (etapa de concentracion), 10s mediante el cual se buscalacombinacién delosnive-
resultados delainvestigacion fueron consistentescon  |es de estas variables que maximiza la cantidad de

los principios de equilibrio y transferencia de masa, betal ainas extraidas.

pues el aumento de la cantidad de disolvente hace

mayor el gradiente de concentracion entreel sdlidoy LaFig. 3 describe el comportamiento delavariablede

lafase liquida, lo que incrementa lafuerza motrizy  respuesta entre los niveles seleccionados de cada va-

modificalacondicion final del equilibrio (15). riable independiente y la regién donde lafuncion de
convenienciatomavalores cercanosauno, losque se

El polinomio cuadratico desarrollado segun el dise-  corresponden con |as condiciones de méxima extrac-
filo Box-Behnken fue usado para establecer lascon-  ¢jén de | as betal ainas.

diciones 6ptimas de extraccion. Para optimizar las

Funcidn de
Temperatura % Etanol  sglido/disolvente conveniencia
90,0

7 i ] [t :
FARENIREAREN UENRL! :
. - H -~

-
25,1

48,2 73,3
Masa total pigmentos

10,0 5 i | L
-, 0o 1, -1, o 1, -1 0 1,

Fig. 3. Perfiles de los valores pronosticados por e modelo empirico de la masa total de betalainas y
los valores de la funcion de conveniencia.
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Se apreciaen los graficos de temperaturay concentra-
cién acohdlicaquelaextraccion esméseficienteapar-
tir de 45 °Cy 45 % de etanol, en tanto paralarelacion
solido-liquido los mayores va ores de masa de pigmentos
extraidos ocurre en e intervalo de /14y 1/18 ™/m.

L as condiciones éptimas propuestas para la extraccion
fueron: 52 °C de temperatura; 64 % de etanol y relacion
solido-liquido igual a1/16 ™/m que se corresponden con
unvalor pronosticado de 76,1 mg de betalainas extraidas
(funcién de convenienciaigua al,0). Paraconfirmar la
vaidez delaoptimizacion seredlizaron tresextracciones
bajolas condiciones antes sefial adas, hallando quelacan-
tidad de betalainas extraidasfue de 75,4 + 0,5 mg, vaor

CONCLUSIONES

En estainvestigacion, d disefio factorid tipo Box-Behnken
fue una herramienta estadidtica eficiente para establecer las
condiciones dptimas de extraccion de los pigmentos tipo
betdainas que se encuentran en lashojas deteca. Losresul-
tadosindican quetodas|asvariablesde proceso g ercen una
influenciaimportanteen e proceso deextraccion, sobretodo
lardacion solido-liquidoy latemperatura, mientrasquebgo
lascondicionesOptimasgeneradasapartir del modelo empi-
rico cuadrético (52 °C; 64 % de etandl y rdlacion solido-
liquidoigua a1/16 m/m). Losvaores experimentaes con-
cuerdan con los pronosticados por € modelo empirico
cuadrético.

experimental razonablemente cercano a valor pronosti-
cado por el modelo cuadrético (diferencia< 1 %) lo que
evidencialavalidez del modelo predictivoy ratificalas
condiciones 6ptimas sefia adas.
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