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Efecto del Tamafio de Particula, Temperatura y pH en la Extraccién y Evaluacion de Antocianinas de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

INTRODUCCION

Los extractos de plantas se utilizan ampliamente en las industrias alimentarias,
farmacéutica y cosmética ya que contienen una amplia gama de compuestos
bioactivos tales como lipidos, fitoquimicos y pigmentos. Las nuevas técnicas de
extraccion buscan conservar las propiedades de las antocianinas ya que son muy
inestables y son susceptibles a la degradacién debido a la temperatura, la luz y el
disolvente utilizado, a diferencia de los métodos tradicionales, tales como extraccion
Soxhlet, que son muy laboriosas y requieren cantidades relativamente grandes de
disolventes (Wang y Weller, 2006; Dai et al., 2016).

Las antocianinas son de interés particular para la industria de colorantes
alimenticios debido a su capacidad para impartir colores atractivos. Su incorporacion
es benéfica para nuestra salud; ya que los extractos ricos en antocianinas pueden
mejorar la agudeza visual, son antioxidantes, atrapan radicales libres y actuan como
agentes quimioprotectores, controlan la cantidad de lipidos en sangre, y ayudan a

la secrecion de insulina y son vasoprotectivas (Aguilera-Ortiz et al., 2011).

Los métodos de cuantificacion de las antocianinas tienen como fundamento que la
predominancia de coloracién roja se produce a pH acido debido a la formacion del
cation flavilio y con un pH de intervalo 3 a 6 se forman las pseudobases carbinol
incoloras (Blanco-Vega, 2013), dichas diferencias se miden
espectrofotométricamente y las concentraciones se obtienen con la diferencia entre
las absorbancias del pico maximo de la muestra llevada con una solucién buffer de

pH=1y una solucion buffer a pH=4.5.

El objetivo general del trabajo es la evaluacion del efecto del tamafo de particula,
temperatura, y pH en el rendimiento, eficiencia, difusién y energia de activacién de
extraccion de antocianinas de flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa), utilizando el

método de cuantificacion por pH diferencial.
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RESUMEN

La flor de la Jamaica es el interés de esta tesis, por las antocianinas siendo éstas
ultimas, un beneficio particular para la industria de colorantes alimenticios debido a

su capacidad de dar una coloracion atractiva a la vista.

Las nuevas técnicas de extraccion de las antocianinas, buscan conservar sus
propiedades, dado que son muy inestables y susceptibles a la degradacion debido

a la temperatura, la luz y el disolvente utilizado.

Se utilizd un método de extraccidon basado en el uso de disolventes naturales con

caracteristicas ionicas para la obtencién de las antocianinas.

Los factores mas importantes para la extraccion son el tamano de la particula, tipo
de solvente, temperatura y agitacion, considerando que el método debe aumentar

al maximo la recuperacién del pigmento.

En el presente trabajo, muestra los efectos del tamafo de particula, pH y
temperatura en la extraccion de antocianinas de flor de Jamaica. Se seleccion¢ el
tamano de particula que generd, la menor degradacién posible, disminuyendo los

efectos de copigmentacion y que generd el mayor rendimiento.

Con el tamafio de particula seleccionado se modifico el pH del solvente y la
temperatura con el fin de obtener las mejores condiciones para la extracciéon de las
antocianinas, utilizando aquéllas que proporcionaban mayor concentracion,
eficiencia, rendimiento, asi como las condiciones que mantuvieran el color rojo
caracteristico de la flor de Jamaica. Ademas, se determinaron el coeficiente de

difusion y la energia de activacion en dicho proceso.
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CAPITULO | ANTECEDENTES

1. Extraccion solido-liquido (Lixiviacion)

La lixiviacion se define como un proceso de separacion, con base en diferencias en
solubilidad y en el transporte molecular, en el que las moléculas pasan de una fase
a otra bajo el efecto de una diferencia de potencial quimico. El transporte molecular

se basa en tres partes, el equilibrio, balance de materia y energia y la cinética:

a) Equilibrio: es cuando el potencial quimico de la sustancia en cuestion es el
mismo en todas las fases en contacto entre si. A medida que transcurre el
tiempo, la velocidad de transferencia de la fase sélida a la liquida disminuye,
mientras que la de transferencia de la fase liquida a la s6lida aumenta. En algun
momento, ambas velocidades se igualan y se establece un equilibrio dinamico
ente las fases y no existira una transferencia visible del componente de una fase
a otra.

b) Balance de materia y energia: Cada etapa del proceso debe satisfacer las leyes
de conservacion de la materia y la energia.

c) Cinética: Determina la velocidad a la que se alcanza el equilibrio del transporte

molecular entre las fases.

El método mas sencillo de operacién se da cuando la mezcla original esta en fase
solida y se pretende separar de ella un componente (soluto) de otro (inerte)
mediante su contacto con una fase liquida (disolvente) que lo disuelve
selectivamente, esto significa separar el soluto de otros materiales con menor
solubilidad en dicho disolvente; las dos fases se ponen en contacto durante un cierto
periodo de tiempo, durante el cual se produce la transferencia de masa entre las
fases donde el material de interés que se encuentra a una alta concentracién migra
a una zona donde la concentracion es menor desde el interior de las particulas

sélidas a su superficie, y la dispersion de los solutos dentro de la mayor parte del
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disolvente que rodea a las particulas solidas por difusién y agitacién (Berk, 2013;
Price 2003).

En algunos casos, la etapa de solubilizacion puede incluir cambios quimicos
promovidas por el disolvente, tales como la hidrélisis de biopolimeros insolubles. El
éxito de una lixiviacion y la técnica que se va a utilizar dependen con mucha
frecuencia de cualquier tratamiento anterior que se le pueda dar al sélido y los
factores extrinsecos que pueden influir sobre él, los ejemplos mas importantes son
el tamafo de particula, la afinidad del disolvente, temperatura, y la agitacién (Berk,
2013; Treybal, 1987):

a) Tamano de las particulas sodlidas. Cuanto mas pequefa sea la superficie
interfacial mayor es la transferencia, sin embargo, tamafos excesivamente
pequenos pueden hacer que las particulas se apelmacen dificultando la
extraccion

b) Tipo de disolvente. El disolvente debe de ser lo mas selectivo posible y se
recomienda de baja viscosidad

c) Temperatura. Un aumento de la temperatura favorece la solubilidad y aumenta
la transferencia

d) Agitacién del disolvente-soluto. Favorece la transferencia por aumento de

coeficientes de transferencia de materia en la interface S/L.

1.1. Extraccion de compuestos bioactivos (Antocianinas)

Un compuesto bioactivo es una sustancia quimica que cumple funciones en el
cuerpo que benefician la salud (antioxidantes, suplementos alimenticios, vitaminas
o auxiliares en los tratamientos contra cancer) y pueden ser flavononas, flavonas,
catequinas y antocianinas (Drago-Serrano, Lopez-Lopez y Sainz-Espufies, 2006),

siendo estas ultimas las de interés para este trabajo

El caracter polar de las antocianinas permite su solubilidad en muchos solventes
diferentes como el alcohol, acetona, dimetilsulfoxido y el agua. La eleccion para el

método de extraccion debe maximizar la recuperacion de pigmento con una

4
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cantidad minima de adjuntos y la degradacion minima o alteracion del estado natural
del compuesto. La extraccion de las antocianinas se lleva a cabo comunmente
teniendo en cuenta varios parametros (Rodriguez-Saona y Wrolstad, 2001) los

cuales se mencionaran como factores de su estabilidad.

Los disolventes mas comunmente usados son el metanol y el etanol ya que
contienen una pequefia cantidad de acido el cual favorece al hidrdlisis parcial de las
antocianinas aciladas con acidos dicarboxilicos como acido malénico (Cissé et al.,
2012). El interés por la obtencion de estos compuestos se debe a su capacidad
antioxidante y para la industria de colorantes alimenticios debido a su capacidad
para impartir colores atractivos (Sindi, Marshall y Morgan, 2014; Aguilera-Ortiz et
al., 2011)

La extraccion de compuestos bioactivos de materiales vegetales se ve influido
principalmente por las condiciones en que se lleva a cabo el proceso, la eleccion de
un disolvente y la composicion del producto natural ya que todos sistemas muestran
un comportamiento diferente, que no se puede predecir (Pinelo, Sineiro y Nufiez,
20006).

1.1.1. Métodos de extraccion

La destilacion por arrastre con vapor de agua, es la técnica mas utilizada para la
obtencién de aceites esenciales. Consiste en vaporizar dos liquidos inmiscibles a
temperaturas inferiores a las de ebullicién de cada uno de los componentes volatiles
por efecto de una corriente directa de vapor de agua. Los vapores que salen se
enfrian hasta condensar y los dos liquidos inmiscibles: agua y aceite esencial,
finalmente, se separan por diferencia de densidades. La inyeccion del vapor se da

por la parte inferior del recipiente que contiene el material vegetal.

Extraccion por Soxhlet o hidrodestilacion consiste en evaporar una suspension
acuosa del material vegetal que durante toda la operacion se encuentra sumergido
en agua y en constante agitacion para evitar aglomeraciéon o sedimentacion que

pueden degradar térmicamente al compuesto (Armijo et al., 2012). La recirculacién
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de los vapores condensados se da con ayuda de un sifon a la fuente de disolvente
que se encuentra en evaporacién continua, arrastrando consigo las sustancias
encontradas en la materia prima contenida en un cartucho de celulosa desechable.
La velocidad del reflujo depende directamente de la eficiencia y el tamafo del
condensador. El método garantiza que durante la extraccion no exista la posibilidad
de degradar las moléculas de colorante por efecto de temperatura debido a que se
emplean bajas temperaturas durante la operacion, ademas de permitir el uso de

distintos disolventes segun convenga (Rojas-Lobato, Maldonado y Pérez, 2008).

La extraccidn supercritica utiliza sustancias que se encuentra a condiciones de
presion y temperatura mas altas que su punto critico. En esta regién no existe una
interaccidn entre fases sino solo existe una fase, que exhibe propiedades tanto de
gas como de liquido. Una de las caracteristicas mas deseadas que exhiben los
fluidos supercriticos es su alto poder de solvatacion, con lo cual puede interactuar
con una gran cantidad de solutos, y como otras propiedades de estos (Valverde-
Garcia, 1999). La extraccion supercritica con didxido de carbono (SCFE-CO2) no
deja residuos de disolvente en él extracto y con él es posible extraer compuestos
particulares que son sensibles a condiciones extremas porque tiene una
temperatura critica (Tc) de 31.1 ° C y una presion critica (Pc) de 7.38 Mpa
(Anggrianto et al., 2014).

La extraccion con disolvente (SE) se utiliza para obtener determinados compuestos
(polares y no polares) de diferentes materiales como sedimentos, suelos, polimeros,
bacterias, hongos, algas, microalgas y plantas. Consiste en exponer a la materia
prima a diferentes disolventes, que absorben compuestos de interés. Algunos de
los disolventes mas utilizados en los procedimientos de extraccidn son hexano, éter,
cloroformo, acetonitrilo, benceno, etanol y son comunmente utilizados en diferentes
proporciones con el agua al final el extracto debe separarse del disolvente (Gil-
Chavez et al., 2013).

Una de las propuestas mas recientes para la extraccion de compuestos bioactivos
se basa en la combinacion de metabolitos primarios (azucares, alcoholes de azucar,

acidos organicos, aminoacidos, y aminas) unidos entre si por interacciones
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intermoleculares; a estos liquidos se les conoce como NADES del inglés Natural
Deep Eutectic Solvents. De acuerdo con sus componentes, se puede dividir en

cuatro grupos:

a
b
Cc
d

) Liquidos i6nicos (acido o base)

) Compuestos neutros (azucar + acido)

) Azucar +base

) Azucar + acido amino.

Las diferentes composiciones resultan en una amplia gama de propiedades fisicas,
las cuales se seleccionan de acuerdo al compuesto de interés, con el fin de
aumentar la estabilidad, la eficiencia, el rendimiento, la difusion etc. (Dai et al.,

2016).

La extraccion asistida por microondas(MAE) esta basada en la capacidad de las
microondas para que su energia puede ser absorbida y convertida en energia
térmica. La humedad del material se calienta aumentando la presion, en el interior
lo que modifica las propiedades fisicas de los tejidos bioldgicos (disruptor de la
pared celular y de los organelos) mejorando la porosidad de la matriz bioldgica. Esto
permitiria una mejor penetracion de la extraccion con disolvente a través de la matriz

y un rendimiento mejorado de los compuestos deseados.

La extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) se ha propuesto como una alternativa
timida a la extraccidn con solventes, proporcionando una mayor recuperacion de los
compuestos con un menor consumo de disolventes. Su eficiencia de extraccion esta
relacionada con la cavitacion acustica. Cuando la intensidad del ultrasonido es
suficiente, el ciclo de expansién puede crear cavidades o microburbujas en el
liquido, la extraccién de antioxidantes como los compuestos fendlicos ha sido
especialmente dirigida a optimizar su recuperacién sobre la base de su rendimiento

y capacidad antioxidante (Gil-Chavez et al., 2013).
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1.1.2. Eficiencia

Existen dos tipos de eficiencia, la primera que es la termodinamica la cual se emplea
para comparar el proceso real con el proceso adiabatico reversible. Por
consiguiente, la eficiencia es la relacidén entre el resultado real y el isoentrépico,
teniendo como valor limite la unidad (Howell y Buckius, 1990). Y la eficiencia
Murphree la cual esta relacionada los procesos de separacidon complejos como la
destilacion donde el cociente entre el cambio real de concentracién en las fases
liquida y gaseosa se encuentra en equilibrio (Coulson, Richardson y Backhurst,
1981; Judson, 2003). Berk (2013) dice que la eficiencia Murphree varia con el
proceso en cuestion ya que esta se encuentra en todos los procesos de contacto,
en la ecuacion 1 se tiene la expresion de acuerdo al proceso donde Xo es la
concentracion del extracto inicial, X es la concentracion a un tiempo, X* es la
concentracion al equilibrio y n es la eficiencia.
Xo—X
n=%_x- (1)

Esta relacion se da tomando en cuenta que la eficiencia en la lixiviacion depende
del tiempo de contacto entre el sdlido y la disolucion, asi como de la velocidad de
difusion del soluto desde el sélido hacia el liquido antes de llegar al equilibrio. Si las
particulas del solido no son porosas y el soluto solamente esta contenido en la
pelicula de liquido que rodea a las particulas, la transferencia de materia es rapida

y un tiempo de contacto razonable conducira al equilibrio.

Cuando la mayor parte del soluto esta inicialmente disuelto en los poros de un sélido
poroso, o presente en una fase separada en el interior de particulas sdlidas, la
velocidad de difusion desde el interior hacia la superficie del sélido generalmente es
la etapa controlante de la velocidad global de lixiviacion. Una vez que las particulas
estan suspendidas en el liquido, el aumento de la agitacion tiene poco efecto sobre
la velocidad de transferencia de materia, pero en cambio la velocidad aumenta
considerablemente si el sélido esta finamente dividido (McCabe, Smith y Harriot,
1998).
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1.1.3. Rendimiento

El rendimiento esta influenciado principalmente por el proceso de extraccion con
una solucién acuosa y / o disolvente organico. La concentracién de cada compuesto
en el tejido de la planta alcanza un equilibrio con la concentracion disuelta en el
disolvente y este se describe por su distribucion de equilibrio. El proceso también
depende de lo rapido que el compuesto se disolvera y llegara a la concentracién de
equilibrio en el liquido. Cuatro pasos de transferencia de masa estan involucrados,
que son la disolucion de los compuestos al interior del material, la difusion del
compuesto al disolvente, el equilibrio entre las concentraciones al interior y en el
liquido y la difusion de la materia seca restante del material, siendo la difusion el

paso limitante (Cacace y Mazza, 2003).

El rendimiento para la extracciéon de compuestos bioactivos se puede equiparar con
una reaccién quimica ya que un método efectivo se basa en la obtencién maxima
del compuesto con una minima degradacion (Cai et al., 2016); la relacion para la
eficiencia se basa en la cantidad tedrica y la obtenida experimentalmente (Atkins y

Jones, 2006) como se muestra en la ecuacion 2.

o concentracion experimental
Rendimiento = — : * 100 (2)
concentracion teorica

1.1.4. Cinética y energia de activacion

El estudio de la cinética de extraccion da una idea del comportamiento del proceso,
la observacion de la respuesta del sistema versus la temperatura, concentracion de
solvente y tiempo, para relacionarla con las ecuaciones adecuadas. Ello nos permite
obtener coeficientes que describen el fendmeno para fabricar el modelo matematico
que se ajusta al proceso y mas adelante optimizar el mismo. Ademas, permiten
determinar puntos de control en el proceso de extraccion, ya que ofrece un
panorama de las variables que afectan directamente el proceso (Segovia-Gémez,
Corral y Almajano, 2013).
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En quimica las cinéticas tienen como objeto de estudio es medir velocidades de las
reacciones y encontrar ecuaciones que relacionen la velocidad de una reaccion con
variables experimentales. En las reacciones simples, sélo la concentracion de los
reactivos afecta la velocidad de reaccion, pero en reacciones mas complejas la
velocidad también puede depender de la concentracidon de uno o mas productos.
Las reacciones se pueden clasificar en homogéneas y heterogéneas (Levenspiel,
2002)

Se habla de una cinética de orden cero cuando, la concentracion del producto es
directamente proporcional al tiempo transcurrido, una de primer orden cuando la
velocidad depende de la concentracion de reactivo elevado a la primera potencia. y
una de segundo orden cuya velocidad depende de la concentracion de uno de los
reactivos elevado al cuadrado, o bien de la concentracién de dos reactivos distintos

elevados cada uno de ellos a la primera potencia.

La velocidad de una reaccion depende de la temperatura a la que tiene lugar la cual
se explica con la teoria de colisiones, que se basa fundamentalmente en postular
que las reacciones quimicas ocurren como el resultado de las colisiones entre las
moléculas reaccionantes. En un sistema formado por los reaccionantes Ay B es
l6gico pensar que para que la reaccidon se produzca las moléculas de Ay B han de
chocar entre si. Sin embargo, no todos los choques son efectivos, si asi fuera la
reaccion tendria lugar de forma instantanea. Para que la reaccion tenga lugar es
necesario superar una barrera energética minima. Esta barrera energética se
conoce como energia de activacion (Atkins y De Paula, 2006; Mendoza-Patifio,
2008).

La energia de activacion es la energia que necesita un sistema antes de poder
iniciar un determinado proceso ésta suele utilizarse para denominar la energia
minima necesaria para que se produzca una reaccion quimica dada. Para que
ocurra una reacciéon entre dos moléculas, éstas deben colisionar en la orientacion

correcta y poseer una cantidad de energia minima.
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Arrhenius sugirié que las moléculas deben poseer una cantidad minima de energia
para reaccionar. Esa energia que proviene de la energia cinética de las moléculas
que colisionan sirve para originar las reacciones, pero si las moléculas se mueven
muy lento, las moléculas solo rebotaran al chocar con otras moléculas y la reaccion
no sucede. Para que reaccionen las moléculas, éstas deben tener una energia
cinética total que sea igual o mayor que cierto valor minimo de energia llamado

energia de activacion representada en la ecuacion 3 (Atkins y De Paula, 2006).

k= Ae~ /vt (3)

Donde R, es la constante de los gases, 8.3145 JK'mol' y Ea es la energia de
activacion en J/mol, T es la temperatura absoluta en K. A es el factor pre-
exponencial o la frecuencia de las colisiones entre las moléculas de reactivo y k es

la constante de la velocidad de una reaccion (Levenspiel, 2002).

1.1.5. Difusion en la extraccion de pigmentos

La transferencia de masa es uno de los aspectos mas relevantes en los organismos
vivos, puesto que es un proceso basico e indispensable para la vida. Resultan tan
importantes, que, si bien se ven afectados por las condiciones externas, son
determinados principalmente por el propio organismo. El transporte pasivo es
determinado por las propiedades estructurales del organismo, mientras que el
transporte activo se halla determinado por la actividad metabdlica (Vazquez-Duhalt,
2002). Se habla de una difusion en la extraccion de los pigmentos como las
antocianinas debido a la estructura celular que tiene las plantas, siendo la
membrana y la vacuola las de mayor relevancia debido a sus funciones celulares

especificas (figura 1).

11
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PARED CELULAR

o , - LISOSOMA

CLOROPLASTO
RETICULO

VACUOLA p
ENDOPLASMATICO

NUCLEO

MITOCONDRIA

APARATO DE GOLGI MEMBRANA CELULAR

Figura 1Célula vegetal (Uribe-Mejia, 2011)

La membrana plasmatica es una estructura conformada por lipidos, proteinas y
glucidos, que actua como barrera semipermeable impidiendo la entrada de la mayor
parte de las moléculas al interior de la célula. La difusion es el movimiento neto de
una sustancia (liquida o gaseosa) de un area de alta concentracion a una de baja
concentracion. Eventualmente las moléculas llegan a un estado de equilibrio en el
cual se encuentran distribuidas homogéneamente en el sistema (Raisman y
Gonzales, 2000).

Las vacuolas son compartimentos cerrados que contienen diferentes fluidos, tales
como agua o enzimas, aunque en algunos casos puede contener solidos. Las
vacuolas que se encuentran en las células vegetales son regiones rodeadas por el
tonoplasto; esta membrana es selectivamente permeable, e interviene

especialmente en el mantenimiento de la turgencia celular y en el crecimiento.

Una célula joven posee numerosas y pequefas vacuolas, que luego se unen

formando una vacuola grande que se ubica en el centro de la célula, llegando a
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ocupar el 90% de la célula adulta, y desplazando al citoplasma y al nucleo hacia las
paredes. La vacuola cumple numerosas funciones relacionadas a la proteccién de
la vida celular. El jugo celular consiste en una solucion acuosa de diversas
sustancias llamadas sustancias ergasticas que son productos de secrecién y/o
reserva en el vegetal: proteinas, enzimas, aceites, taninos, inulina, gomas,
mucilagos, cristales, silice y antocianinas que de acuerdo al pH del jugo celular de
la vacuola otorgan a las flores colores que van desde el rojo hasta el azul. En las
vacuolas también se encuentran las flavonas y flavonoles que dan aspecto

traslucido a los pétalos (Raven, Evert y Eichhorn, 1999).

Hablamos de un equilibrio en la transferencia de masa cuando no existe fuerza
directriz y la transferencia neta cesan. A medida que transcurre el tiempo, la
velocidad de transferencia de la fase sdlida a la liquida disminuye, mientras que la
de transferencia de la fase liquida a la s6lida aumenta ya no existe una transferencia
medible del componente de una fase a otra, la velocidad de difusién de ese paso
puede ser descrita por la segunda ley de Fick en la ecuacién 4 (Rastogi et al., 2002).

aC 0°C 9%C 0?%C

at Desge T a2t a2

Donde C es la concentracion del soluto, t es el tiempo(s), Dex es el coeficiente de

(4)

difusion ( m?s™1), y x,y, z son la direccion de la difusion (m),

Los modelos mas simplificados consideran a la difusién en un sistema homogéneo.
Donde se plantean los balances para el sistema a partir de la solucion analitica y de
datos experimentales como el modelo Azuara et al., (1992) representado en la
ecuaciéon 5. El cual es un modelo que describe el proceso de la deshidratacion
osmatica donde se tiene que considerar, el aumento de la concentraciéon de soluto
en la solucion osmoética, el tiempo de inmersion, la temperatura, la relacion de la

solucién osmética al alimento, la superficie expuesta y la baja presion en el sistema

t _ 1 4 t
WL S;(WLy) WLy

()
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Donde S1 es una constante relacionada con la perdida de agua, t es el tiempo, WL
es la fraccién de agua perdida al tiempo t, y WL- es la fraccién de agua perdida en
el equilibrio. Los términos provienen un balance de materia que implica el
movimiento del agua dentro de los productos alimenticios donde se consideré que
WL = fraccidén de agua perdida por el alimento cuando se alcanza el equilibrio al
tiempo t, WL-= fraccién de agua perdida por el alimento en equilibrio y WS = fraccion
de agua que puede difundirse, pero que sigue siendo el alimento en el tiempo t, se

describe como (ecuacion 6):

WL = WL, — WS (6)

Se considera que WL tiene un valor fijo para las condiciones establecidas mientras
que WL y WS estan en funcion al tiempo y son inversamente proporcionales entre
si; esto sugiere a un parametro denominado K el cual esta en funcion del tiempo y

de la perdida de agua (ecuacion 7).

WS—WL 7
=X (7)

La pérdida de agua al estar relacionada al tiempo, temperatura y la concentracién
de la solucion osmatica, por fines practicos se supone sélo en funcién del tiempo.
Basandose en esto, es posible proponer una funcién simple para K en término de
tiempo y a una constante relacionada con la pérdida de agua S+ (ecuacién 8). Por
lo que el modelo de difusién de Azuara et al., es una ecuacidn que asocia el agua
perdida con el tiempo, por medio de dos constantes, (S1y WL) las cuales pueden

ser obtenidos con una regresion lineal.

En el otro extremo, existen modelos muy elaborados que combinan la difusion
multicomponente con la existencia de elementos estructurales (pared celular,
membrana protoplasmatica, espacios intercelulares), a través de los cuales deben

difundir los componentes, y que implican resistencias adicionales y generan la
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aparicion de numerosos coeficientes, dificiles de calcular o medir (Spiazzi y
Mascheroni, 2001). La transferencia de masa en la extraccion de pigmentos, en las

células vegetales se da principalmente en la membrana plasmatica y en la vacuola.

2. Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

La Jamaica (Hibiscus sabdariffa) es una planta anual perteneciente a la familia
Malvaceae, con un periodo vegetativo de cuatro a cinco meses. Las flores, abren
un solo dia y después de un corto tiempo la corola se marchita y cae quedando solo
los calices adheridos al fruto, los pétalos miden de 8 a 10 cm de diametro y son
amarillos con una mancha rojo oscura en el centro; durante su fructificacion los
calices se alargan, tornandose carnosos y al final del ciclo vegetativo son

cosechados y deshidratados (Vaidya, 2000).

Su origen se ubica en los paises tropicales de Asia, particularmente India y Malasia,
de donde se dispersdé hacia algunos paises africanos con climas tropicales y
subtropicales, asi como a Centro y Sudamérica. Los principales paises productores
son China e India siendo la de mejor calidad la de Sudan (Galicia-Flores et al.,
2008).

La demanda en el mercado de los calices varia de acuerdo a sus aplicaciones
potenciales en las industrias alimenticia, farmacéutica y cosmeética. Sus principales
caracteristicas para la seleccién son la integridad, pureza fisica, aroma floral
caracteristico, sabor acido, humedad maxima del 12 %, y el color rojo oscuro. Los
calices son exportados a paises de América del Norte y Europa como colorantes y
por su alto contenido de compuestos fitoquimicos, dentro de los que se encuentran:
antocianinas, acidos carboxilicos, acidos fendlicos, acido dihidroxibenzoico vy
flavonoides cédmo la gosipetina, hibiscetina y sabdaretina (Ramirez-Cortés et al.,
2011; Mohamed et al., 2012).

15



Efecto del Tamafio de Particula, Temperatura y pH en la Extraccién y Evaluacion de Antocianinas de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

2.1. Compuestos que generan el color

El color de los calices deshidratados de esta planta varia desde verde amarillento
hasta rojo intenso, y se encuentra relacionado con el contenido de los compuestos
encontrados en las variedades de flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa), los calices
oscuros poseen mayor contenido de antocianinas que los calices claros (Salinas-
Moreno et al., 2012). Los pigmentos vegetales potencian el valor estético y son un
parametro de la calidad dentro de la seleccion de los alimentos; los cuatro

predominantes son (Vaclavik y Christian, 2002):

a) La clorofila (verde),
b) Los carotenoides (rojo, naranja y amarillo)

c) Los dos flavonoides antoxantina (blanco) y antocianina (rojo, purpura 'y azul).

2.1.1 Antocianinas

Las antocianinas (Anthos griego = flor y ky'aneos = azul) son consideradas como
sustitutos potenciales para los colorantes sintéticos debido a sus colores atractivos
brillantes y solubilidad en el agua, que permiten su incorporacion a sistemas
alimenticios acuosos (Aguilera-Ortiz, 2009). Estas pertenecen al grupo flavonoides,
que son los responsables del color rojo y azul de érganos de las plantas tales como
frutas, flores y hojas. El color depende de varios factores intrinsecos, como son los

sustituyentes quimicos que contenga y la posicién de los mismos.

La molécula de antocianina se produce naturalmente en las plantas como un
glucésido donde el antocianidina se une a un grupo azucar: glucosa, galactosa,
ramnosa, xilosa o arabinosa. Hay aproximadamente 17 antocianidinas que se
encuentran en la naturaleza y sélo 6 son ampliamente distribuidas: cianidina (CY),
delfinidina (dp), petunidina (pt), peonidina (PEO), pelargonidina (pl) y malvidina (mv)
(Pojer et al., 2013).

16



Efecto del Tamafio de Particula, Temperatura y pH en la Extraccién y Evaluacion de Antocianinas de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

Su esqueleto tipico corresponde al catidn flavilio (figura 2) que contiene dobles
enlaces conjugados responsables de la absorcion de la luz, es decir, que presentan
un espectro de absorcion caracteristico con bandas alrededor de 250, 370 y 500-
545 nm (Ortega y Guerra, 2006) y generalmente se encuentran penta-sustituidas en
las posiciones 3,5,7,3', 4' o hexa-sustituidas en las posiciones 3,5,7,3', 4', 5’; donde

R1y R2 pueden ser H o azucares; R pueden ser OH o H.

OR1

Figura 2 Estructura general de las antocianinas formadas por un benzopirilio (A) y un anillo
fendlico (B) (Blanco-Vega, 2013; Rein, 2005 y Aguilera-Ortiz et al. 2011)

El color de las antocianinas depende del numero y orientacion de los grupos
hidroxilo y metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilaciéon producen
desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las
metoxilaciones producen coloraciones rojas. En la naturaleza, las antocianinas
siempre presentan sustituciones glicosidicas en las posiciones 3 y/o 5 (figura 2) con
mono, di o trisacaridos que incrementan su solubilidad. A parte de los sacaridos
glicosilantes mencionados con anterioridad, se encuentran: rutinosa, soforosa,
sambubiosa y gentobiosa. Otra posible variacién en la estructura es la acilacion de
los residuos de azucares de la molécula con acidos organicos que pueden ser
alifaticos, tales como: malénico, acético, malico, succinico u oxalico; o aromaticos:

p-coumarico, caféico, ferulico, sinapico, galico, o p-hidroxibenzdico (Garzén, 2008).
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Estabilidad

La estabilidad de la molecula aumenta con el numero de metoxilos debido al
impedimento estérico; al aumentar las hidroxilaciones (OH) el efecto se invierte y se
ve favorecida por el aumento de glicosilaciones (azucares). La presencia de
acilaciéon (acidos organicos) aumenta la resistencia a la temperatura, alaluzy a la
decoloracion por SOz en el caso de los vinos. Se cree que esto es debido a la
conformaciéon plegada que adoptan las antocianinas con sustituyentes de gran
tamano y la posicion del resto de azucar y su disposicién en el espacio (Blanco-
Vega, 2013).

Se ha mostrado que la degradacion y polimerizacion son influenciadas por el
oxigeno, luz, temperatura y pH (Aguilera-Ortiz, 2009), para minimizar estas

modificaciones indeseables de las propiedades se deben tomar en cuenta:
a) Oxigenoy luz

El oxigeno aumenta el impacto de los demas procesos de degradacién de las
antocianinas, en combinacion con el acido ascorbico se pierde la estabilidad y color,
esto también tienen su efecto con el pH, cuando este es muy elevado el proceso de
degradacion es mas rapido dependiendo del estado molecular del oxigeno y los
mecanismos de oxidacion pueden ser directos o indirectos; cuando los compuestos
se oxidan puede producir compuestos con bajas coloraciones o productos cafés. La
luz, aunque ayuda a la biosintesis, de las antocianinas también aumenta el proceso
de degradacion el cual él es diferente debido a la excitacion del cation flavilio y esta
ligado con la exposicion de las antocianinas al oxigeno del ambiente (Zamora-Marin,
2013).

b) Temperatura

Los incrementos de temperatura provocan perdidas de las azucares glicosilantes
cuando estas se encuentran en la posiciéon 3 del anillo C (ver figura 2); seguido de
la apertura del mismo, formando chalconas incoloras; cuando se mantiene
constante una temperatura elevada por largos periodos de tiempo la estabilidad en

el color disminuye. Cuando las antocianinas se encuentran en una soluciéon acuosa
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con pH entre 2-4 la perdida de los grupos unidos al catién flavilio se da por hidrolisis,
generando el color café si esto se combina con una exposicion con el oxigeno;
también se pueden formar diferentes derivados del acido benzoico, los cuales se
presentan en la figura 3 (Rein, 2013 y Jettanapornsumran, 2009).
a) b)

HO

"
o AN OH

H

Figura 3 a) 3-hidroxibenzaldehido y b) acido p-cumarico (Rodrigues, 2014)

c) pH

En medios acuosos las antocianinas sufren transformaciones estructurales que son
dependientes del pH, son mas estables en un medio acido que en soluciones
alcalinas; sin embargo, las antocianinas existen en un intervalo de pH 1-14; la
estructura iénica de las antocianinas presenta modificaciones como se muestra en
la figura 4; “a” es la estructura tipica de una antocianidina la cual con el incremento
de pH en “b” pierde un hidrogeno en el carbono 4’ del anillo B, lo que provoca la
formacion de un doble enlace en la union entre el anillo B y C, si se vuelve a
aumentar el pH, el doble enlace formado entre los anillos cambia su conformacién
para estabilizarse y eso genera que la molécula pierda un hidrégeno en el carbono
3’ del anillo B en “C”.

---azlcar

a) Cianidina (CY) pH<4 b) Conjugacién extendida pH 6-8  c) Conjugacién extendida pH>8

Figura 4 Transformaciones moleculares por efecto de pH (Espino-Ordonez, 2014)
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Cuando no existen modificaciones en el pH los extractos en medios acuosos
también tienden a tener diferentes coloraciones segun sea la antocianina presente.
En el caso de pelargonidina y/o cianidina las coloraciones son entre naranja- rojo,
la peonidina son rojo profundo, y la delfinidina, petunidina y/o malvidina exhiben

coloraciones azulada-rojiza (Blanco-Vega, 2013).

a) b)
c) d)
e) f)

Figura 5 Equilibrio de las antocianinas en funcién al pH (Zamora-Marin, 2013)

En la figura 5a se muestra la estructura quimica de una antocianina decolorada por
efecto del HSOs el cual es un proceso de degradacion exclusivo de los vinos
(Zamora-Marin, 2013). Cuando se encuentran en equilibrio en un medio acido
predomina el cation flavilio (A+) figura 5b que produce la coloracion roja; en un
medio basico la forma que predomina es la anhidrobase quinoidal (A) de color
azulado y/o violaceo (figura 5 c). Cuando el pH se encuentra de 3 a 6 se forman las

pseudobases carbinol incolora (figura 5d) y éstas pueden formar las pseudobases
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calconas que son incoloras o ligeramente amarillentas (figura 5e y 5f), al oxidarse
producen compuestos fendlicos produciendo una destruccion total del color (Rein,
2005).

Copigmentacioén

La copigmentacién es un fendmeno que se da tipicamente en medio acuoso y que
afecta a las antocianinas monomericas en el catién flavilio a la vez que a otros
compuestos fendlicos no pigmentados. Desde un punto de vista molecular, el
complejo de copigmentacién se forma cuando se apilan las estructuras entre los

anillos aromaticos de ambos y se forman puentes de hidrégeno.

En la naturaleza se ha sugerido como un mecanismo de estabilizacion en las plantas
con el fin de proteger al cation flavilio de un ataque nucleofilico producido por las
moléculas de agua (Blanco-Vega, 2013). Kopjar y Pilizota (2009) estudiaron el
efecto de los compuestos fendlicos, (catecol, 4-metil, (+) - catequina y acido galico)
sobre la estabilidad de las antocianinas en grosellas rojas y encontraron que se
trataba de una copigmentacion intermolecular, natural en un medio acuoso. En la
figura 6 se muestra el mecanismo del complejo en el que un compuesto denominado
copigmento se superpone a la antocianina modificando su configuracion espacial y

uniéndose a ella por puentes de hidrogeno entre sus grupos funcionales.
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Figura 6 Copigmentacion generada a través de la apilacion (Blanco-Vega,2013;
Pérez, 2011)

21



Efecto del Tamafio de Particula, Temperatura y pH en la Extraccién y Evaluacion de Antocianinas de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

La copigmentacién es en el cambio del color que genera un efecto hipercrémico el
cual es un aumento en la intensidad del color o un efecto batécromico el cual puede
ser el viraje hacia tonalidades azules o la pérdida parcial del color. Los complejos
de copigmentacién forman estructuras verticales antociano-copigmento que se
estabilizan por uniones tipo puentes de hidrogeno; la copigmentacion puede
dividirse en tres categorias, segun la naturaleza del copigmento implicado (Ferrer-

Gallego et al., 2013; Jettanapornsumran, 2009; Pérez, 2011).

a) Copigmentacion intermolecular, en el cual el copigmento es una molécula de
naturaleza distinta al antociano monomerico, como por ejemplo una molécula de
flavonol. Esto supone un aumento de la absorbancia en el espectro visible
(efecto hipercromico) y, en ocasiones, un desplazamiento de la longitud de onda
maxima de absorcion (efecto batocrémico).

b) Copigmentacion intramolecular, en el cual el copigmento es una porcioén de la
propia molécula de antociano mondémero, este efecto es muy comun en las
antocininas que tienen cumarilo como sustituyente.

c) Autoasociacion, que en este caso el copigmento es otra molécula de antociano

monoémero.

Para cuantificar las antocianinas y los efectos mencionado el método mas usado es

la medicidn por espectroscopia.

3. Espectroscopia UV/vis

La espectroscopia estudia la interaccion entre la radiacion electromagnética y la
materia. En esta interaccion la radiacion puede comportarse como onda o como
particula, aunque no se ha observado ningun fenémeno fisico en el que ambos
comportamientos se den simultaneamente. El espectro electromagnético clasifica
las diferentes radiaciones electromagnéticas segun su longitud de onda o
frecuencia. Las ondas de radio son las de mayor longitud de onda y menor
frecuencia, en el otro extremo encontramos los Rayos gamma, siendo la radiacion

de menor longitud de onda y mayor frecuencia (Fernandez, 2014).
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Figura 7 Espectro electromagnético visible (Leditgrow, 2015)

La parte del espectro electromagnético que el ojo humano es capaz de percibir se
denomina espectro visible, luz visible o simplemente luz. La luz visible esta
compuesta por radiaciones de longitudes de onda comprendidas entre 400 y 700
nm (figura 7). La sensibilidad del ojo humano depende de la longitud de onda y
tiene un maximo en 550 nm. Algunas personas son capaces de percibir desde 380
hasta 780 nm (Pérez, 2012).

La espectroscopia se utiliza habitualmente en la determinacion cuantitativa de iones
metalicos de transicion, compuestos organicos muy conjugados y disoluciones con
color. Los disolventes para estas determinaciones son a menudo el agua, o el etanol
ya que los disolventes pueden tener una absorbancia significativa que afecte las
mediciones en el espectro (Thomas y Cerda, 2007; Faraldos y Goberna, 2002;
Pérez, 2012).

3.1. Cuantificacidon por absorbancia

Las dos leyes fundamentales que rigen el comportamiento de la fraccion de
radiacién absorbida al pasar a través de la materia son la ley de Lambert que se
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refiere al espesor de muestra y al efecto sobre la radiacion que se absorbe, y la ley
de Beer que esta relacionada con el efecto de la concentracion de la muestra sobre

la absorcion. (Serrano-Martinez, 2003)

a) Ley de Beer: Indica la relacion directa entre la absorbancia de un analito y su
concentracion en disolucién, que a su vez esta relacionada linealmente a la
longitud del camino Optico. Cuando se usan unidades molares se llama
absortividad molar (¢) y se expresa en Lmol'cm™ (Arenas-Sosa y Lopez-
Sanchez, 2004)

b) Ley de Lambert: Establece que la fraccién de luz absorbida por un medio
transparente es independiente de la intensidad de luz incidente, y cada capa
sucesiva del medio absorbe una fraccién igual de la luz pasada a través de él.

(Martinez-Estrada y Moctezuma-Godnzales, 2006).

3.2. Cuantificacion de antocianinas

El método pH-diferencial es un procedimiento para la cuantificacion de las
antocianinas monomericas basada en el efecto que tiene el pH en su color (pH= 1
el color que predomina es el rojo y A pH=4.5 se forman bases incoloras) por lo que
permite una medicion precisa y rapida de las antocianinas totales, incluso en la
presencia de pigmentos degradadas polimerizados y otros compuestos que
interfieren (Guisti y Wrolstad, 2001). En la tabla 1 se muestran los resultados
obtenidos por una medicion directa en el espectrofotometro de los seis tipos de
antocianinas mas comunes donde y la longitud de onda que tiene su pico maximoy

el color que tienen.
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Tabla 1 Longitud de onda de las antocianinas segun su tipo y color

Antocianinas A (nm) Color

Pelargonidina 494 Naranja
Cianidina 506 Naranja-rojo
Delfinidina 508 Azul-rojo
Peonidina 506 Naranja-rojo
Petunidina 508 Azul-rojo
Malivdina 510 Azul-rojo

(Santacruz-Cifuentes, 2011)

4. Microscopia electrénica de barrido (MEB/SEM)

La microscopia electronica de barrido es una técnica que sirve para analizar la
morfologia de materiales solidos. La resolucion permite estudiar caracteristicas de
los materiales a una escala muy pequefa; proporciona imagenes y datos de la
superficie de cuerpos generalmente opacos por medio de un haz de electrones que
se desplaza sobre la muestra realizando un barrido en las direcciones X e Y, de tal
modo que la posicion en la que se encuentra el haz en cada momento coincide con
la aparicion de brillo, proporcionalmente a la sefial emitida, en un determinado punto
de la pantalla. La sefal de electrones secundarios se forma en una delgada capa
superficial, del orden de 50 a 100 A. Son electrones de baja energia (menos de 50
Ev), que pueden ser desviados facilmente de su trayectoria emergente inicial y
permiten obtener informacion de zonas que no estan a la vista del detector. Esta
particularidad otorga a esta senal la posibilidad de aportar informacién “en relieve”.

(Almansa-Carrascosa, Amorés-Rodriguez y Lépez-Belmonte, 2015)

El microscopio electronico de barrido, permite la observacion y caracterizacion
superficial de materiales inorganicos y organicos, entregando informacién
morfoldgica del material analizado. A partir de él se producen distintos tipos de sefal

que se generan desde la muestra y se utilizan para examinar muchas de sus
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caracteristicas. Con él se pueden realizar estudios de los aspectos morfologicos de

zonas microscopicas de los distintos materiales (Vazquez-Nin, 2000).

4.1. Aplicaciones del Microscopio electrénico de barrido

La aplicacion de la microscopia electrénica de barrido en la extraccidn de se basa
principalmente en la caracterizacion morfolégica de los compuestos extraidos,
Dominguez-Fernandez et al. (2012) utilizaron un microscopio electrénico de barrido
en el gel de Aloe Vera con el fin de conocer la estructura y microestructura de la
planta, asi como para la seleccion de métodos para el procesamiento del gel y la

preservacion de los componentes bioactivos responsables de su actividad bioldgica.

Moran, Vazquez y Cyras (2008) realizaron un estudio sobre la extraccion de
celulosa a partir de fibra sisal y caracterizaron los productos obtenidos por cada uno
de los dos procedimientos diferentes, los cuales se basaron en tratamientos
quimicos usuales tales como hidrdlisis acida, cloracidn, extraccion alcalina y
decoloracion por medio de Analisis Termogravimétrico (TGA), Espectroscopia
Infrarroja (FTIR), Difraccion de Rayos X (DRX) y Microscopia Electrénica de Barrido
(SEM).
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CAPITULO 1l METODOLOGIA

Objetivo general

Evaluar el efecto del tamafio de particula, temperatura, y pH
en el rendimiento, eficiencia, difusion y energia de activacion
de extraccion de antocianinas de flor de Jamaica (Hibiscus
sabdariffa), utilizando el meétodo de cuantificacion por pH

diferencial.

Objetivo particular 1

Evaluar el efecto de tamafio de particula, temperatura y pH en el
rendimiento y la eficiencia en la extraccion de antocianinas aplicando la

técnica de pH diferencial para su cuantificacion.

Objetivo particular 2

Determinar del efecto de la temperatura y pH en el comportamiento de
la energia de activacidon y difusion en la extraccién de antocianinas en

flor de Jamaica.
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2. Descripcion metodologica

2.1. Caracterizacion de materia prima

La materia prima consistio en 7 kg de flor de Jamaica (Hibiscuss sabdariffa)
proveniente de Sudan, la cual se utilizé durante toda la experimentacion. Esta
contiene 1448 mg de antocianinas en 100 g lo cual es una cantidad superior a las

nacionales y a la proveniente de China (Salinas et al., 2012).

Se realiz6 la molienda en un molino de cuchillas; se determiné el % de humedad de
acuerdo a la NMX-F-083-1986. La Jamaica (HS) molida se dividié en cuatro lotes y
se secaron 2 g de cada uno a 75° C durante 1 h en un horno de secado 9023 A
(ECOSHEL) y después se colocaron en un desecador durante 30 min; la operacién
se repitid6 hasta que llego a peso constante. Con la ecuacion 9 se obtuvo la
humedad, donde P es el peso del recipiente con la muestra humeda (g), P1 es el
peso del recipiente con la muestra seca (g) y P2 es el peso de la muestra (g).

P—P
P,

%Humedad =

Con el fin de determinar el tamano de particula que seria ocupado durante la
experimentacion se separo a la Jamaica en tres mallas con aperturas de 1.25, 0.595
y 0.300 mm. Con el fin de conocer si algun tamafo facilitaba la disolucion de los
acidos organicos de la Jamaica se determin6 el pH con 3 g de cada uno de los
tamanos de particulas obtenidos y se les agregd agua destilada, la medicion se

realizd con un pH-metro de pluma ATC.

2.2 Caracterizacion del proceso de extraccion

Se prepararon dos solventes con una relacion 1:4 (V/V) etanol agua con 1% y 2%)de
acido citrico (pH=2.3 £ 0.2 y pH=1.9 + 0.2 respectivamente) con el fin de mantener

una solucion no téxica y que conservara las condiciones de acidez necesarias para
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extraer las antocianinas. También se prepararon 2 soluciones de 1 L de soluciones
buffer de pH=1 (0.1M HCI) y otro de pH=4.5 (19.6ml acido acético,4.8 g acetato de
sodio), necesarios para el método de cuantificacidon de antocianinas monomericas
totales por el método de pH diferencial, utilizado para la determinacién de la

concentracion cuando no se tiene una curva patron.

Para facilitar la recoleccion de los residuos solidos de la Jamaica se elaboraron una
serie de contenedores cilindricos con medidas de 1.75 cm de radio por 1.75 cm de
alto hechos de polipropileno, con capacidad para 5 g de Jamaica molida como se

muestra en la figura 8.
a) b)

Figura 8 Contenedor de muestras a) las partes que conforman el contenedor la base
cubierta por una malla de acero inoxidable, la tapa y el soporte sin el tubo; b) se
presenta el diagrama del contenedor armado

Los contenedores tenian dos aperturas en las caras planas, las cuales estaban
cubiertas por una malla de acero inoxidable para evitar que los sélidos de la Jamaica
se salieran y permitir su contacto con el solvente; la parte superior contaba con un

soporte unido a un tubo plastico sostenido en una malla de 5 mm.

Para el montaje experimental se utilizé un vaso de vidrio de 1 L con 200 ml de agua
a una temperatura de 18 + 2°C en el cual se colocé un vaso de 250 ml de vidrio con
el solvente, cubierto de papel aluminio para disminuir el contacto con la luz (figura
9).
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a) b)

Figura 9 Montaje para la extraccion a) vaso de 250 ml de vidrio en el que se
realizaba la extraccion b) vaso de vidrio de 1L con 200 ml, util para el control de la
temperatura

Para determinar el tiempo maximo de extraccidn se extrajo por 3 h y se obtuvieron
siete muestras para determinar el tipo de antocianina; la seleccion se realizé con la

mayor eficiencia.

2.3. Determinacion del tipo de antocianina

Con el fin de determinar el tipo de antocianina presente se realizé una extraccion a
15, 30, 45, 60, 90, 120 y 180 min a 30°C con el solvente elaborado con 1% de acido
citrico, etanol y agua a una relacién 1:4 V/V (volumen/volumen), con agitacién
constante a 350 rpm, a 5 g de Jamaica con los dos tamafos de particula y los dos

solventes.

Posteriormente se realiz6 un barrido de 420-700 nm en el espectrofotometro UV/VIS
Cary 8454 (AgilentTechnogies, USA) con 100 ul de lo extraido y 3.2 ml de blanco
en unas celdas de cuarzo con capacidad de 3.5 ml, una vez obtenidas las lecturas
se procedio a verificar la longitud de onda a la cual se daba la mayor absorbancia
(Guisti y Wrolstad, 2001) para obtener el peso molecular de la antocianina y la

absortividad molar.
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El factor de dilucién es necesario para la cuantificacién de la concentracion de
antocianinas monomericas totales (AMT) del método de 2005.02 de la AOAC. De lo
extraido se tomd una alicuota de 10 ml y se aforo en un matraz de 50 ml (1:4 V/V)
con una solucion buffer de pH=1 (0.1M HCI) y se midié el pH con un pH-metro de
pluma ATC hasta que el extracto alcanzé el pH del buffer; esta operacion se repitid
con la solucion buffer de pH=4.5 (19.6ml acido acético,4.8 g acetato de sodio), con
la ecuacion 10 se determiné el factor y la relacion (A=alicuota(ml), v= volumen de

aforo (ml)) que debian cumplir todas las muestras.

\%
= — 10
FD n (10)

2.4. Seleccion de tamafio de particula, pH del solvente y
temperatura en la extraccion.

Se realiz6 una extraccion por triplicado con los tamafos que se escogieron durante
la caracterizacion de la materia prima al tiempo maximo determinado a una
temperatura de 30°C con el solvente a 1% de acido citrico con agitacion constante

a 350 rpm, en una relacion con solvente de 1:20 m/V (masa/ volumen).

Se selecciondé un tamafo adecuado para la extraccion basado en la mayor
concentracidon de antocianinas monomericas totales extraidas, asi como en el valor

porcentual de eficiencia y rendimiento mas altos.

Con el tamafo de particula seleccionado se realizé una extraccion por triplicado a
diferentes tiempos a tres temperaturas 30, 35y 40 ° C con los solventes al 1y 2%
de acido citrico con agitacién constante a 350 rpm, en una relacién de solvente 1:20
m/V.

Se selecciond la combinacién de temperatura y concentracion porcentual de acido
citrico, para la extraccién de antocianina basadas en la mayor concentracion, en la

mayor eficiencia y rendimiento obtenidos.
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La cinética de extraccion, para la seleccion de temperatura y concentracion
porcentual de acido citrico, se obtuvo al graficar las concentraciones obtenidas de

las AMTex en gramos y el tiempo de extraccion.

a) Eficiencia y rendimiento
El papel filtro es utilizado para separar los sélidos después de la extraccion;
posteriormente se metieron a un horno de secado 9023 (A ECOSHEL) a 60° C

durante 120 min; estos se volvieron a pesar hasta antes de ser requeridos.

Se filtrd la solucion, se realizé un lavado de los restos solidos con la misma cantidad
de solvente para extraccion; se envolvieron y se llevaron a secar a 75°C en un horno
de secado siguiendo el procedimiento utilizado para determinar humedad; hasta
peso constante. Con la ecuacion 11 se obtuvo el peso de la muestra seca donde,
Mt es el peso de la muestra una vez que llego a peso constante (g), Ps es peso en
del papel filtro seco (g) y la ecuacion 12 que define la eficiencia porcentual del
proceso donde Rex son residuos de la extraccion (g) y ST son los sélidos totales

obtenidos durante la determinacién de humedad en (g).
Rex = M1 — Fs (11)

Rex
%E=ﬁ*100 (12)

Para obtener el rendimiento se utilizaron los valores de concentracion de
antocianinas monomericas totales obtenidas y se utilizé la ecuacion 13 para obtener
su valor porcentual donde AMTex son las antocianinas monomericas totales
obtenidas (g) y AMTt son las antocianinas monomericas reportadas por Salinas et

al., 2012 para HS proveniente de Sudan

A
%R = %100 (13)
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b) Concentracion de antocianinas monomericas totales (AMT)

Posteriormente al determinar el tipo de antocianina se establecio la determinacion
de cianidina como antocianina monomericas para lo cual se tomaron 500 pl de cada
uno de los extractos y se diluyeron con las soluciones buffer de pH=1 y pH=4.5 de
acuerdo a la relacion obtenida con el factor de dilucion. Posteriormente se realizd
un barrido de 420-700 nm en el espectrofotometro UV/VIS. La ecuacion 14
determina la absorbancia en la dilucién conocida como A donde Ajvismax €s el valor
de absorbancia en el pico mas alto y As7o0 es el valor de absorbancia a 700 nm .Una
vez obtenido el valor se sustituye en la ecuacion 15 para determinar la cantidad de
antocianinas monomericas totales (AMT) en mg/L, donde A es la absorbancia total
de la muestra, PM es el peso molecular de la antocianina, € es la absortividad molar
(Guisti-Wrolstad, 2001), y FD es el factor de diluciéon (AOAC, 2005).

A= (AAmax - AA700)pH1 - (A&max - AA700)pH4.5 (14)
A*PM *FD % 1000
AMT = (15)
€x1

2.5. Analisis en microscopia electronica de barrido

Para confirmar lo obtenido durante la extraccion de manera estructural, se secaron
sin luz a 40°C durante 48 h las muestras soélidas de tres tiempos y una muestra de
la flor de Jamaica con el mismo tamafio de particula; posteriormente se hizo una
medicién en el microscopio electronico de barrido JSM-6010LA (JEOL, USA). Alas
muestras se les coloco tintura de plata y se ionizaron con oro a 7mAmps durante
300 s (figura 10a, b); posteriormente se colocaron las cuatro muestras en una placa
(ver figura 10c) que se introduce en microscopio las capturas se hicieron a 800X y
2500X.
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a) b) c)

Figura 10 Esquema del montaje de muestras para su medicién en el microscopio
electrénico de barrido a) muestras acomodadas en el ionizador, b) el ionizador,c) la placa
donde se colocan las muestras para su posterior medicion

2.6. Determinacion del coeficiente de difusion (Dex)

Se determind si la extraccion se daba en tiempo largos o cortos segun los valores

de I\T—t y “Y” (ecuaciones 16 y 17) reportadas por Martinez-Navarrete et al., (1999)

donde M- es la cantidad en el equilibrio extraida de antocianinas en g; Mt son la
cantidad de antocianinas que quedan en el sélido a cada tiempo en g, Mo es la
cantidad de antocianinas totales en el solido en g, el procedimiento fue util para

aplicar una solucién a la segunda ley de Fick y obtener un coeficiente de difusion.

Mt _ Mt - MOO (16)
M,  Mp—Mg
M
Yo=1- (17)

Debido a la conformacién de la geometria en la que se utilizé para la extraccién se
ocupod una relacion de un cilindro finito de didmetro 2r y altura 2L la cual se pueden
resolver mediante la superposicién de la solucidon para un cilindro infinito y una
lamina semi infinita como se muestra en la ecuacién 18 (Rastogi et al., 2002). Ya
que la difusion se da por el largo del cilindro por lo que la ecuacion se reduce para

un solo termind.
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St—Se 20+
Sr=c— = E CpnCcn exp | —Deggt qpn—zqcn (18)
So — Swo ] A
n=
2 4 g2
Sr = CpnCcn exp l—Dest<%>l (19)

Se utilizé el modelo cinético de Azuara et al (1992) para la obtencion del coefiiente

de difusién experimental, dando como resultado la ecuacion 20.

S1t(EX1 ) ) < A? > (20)
*
(1 + S;t)EX,CpnCn Qbn+92n

Dex=—ln(

Donde A es la superficie de transferencia (m) y EX es la relacion dada entre la
cantidad maxima de antocianinas extraidas (g) y la cantidad extraida a cada tiempo
(9), dpn: 9cn, S€ Obtuvieron usando datos reportados en tablas, tomando en cuenta
que gpp = —aqpy Y que aqenlo(qen) +2J1(qen) =0 (Avila, Trigeros y Chinchilla,
2014; Crank, 1975; Rastogi et al., 2002).

2.7. Energia de activacion

Se graficé la concentracion obtenida por el método de cuantificacion de pH
diferencial contra el tiempo de extraccion por cada una de las temperaturas y
concentraciones de acido citrico en el solvente. Se ajusté a un modelo matematico
adecuado para obtener la velocidad de extraccion (k) y determinar la energia de

activacion por medio de la ecuacion de Arrhenius (ecuacion 21).

Ea

k = Ae RT (21)

Ea
Ink=InA—— 22
n nA = o (22)

Se linealizd la ecuacidon de Arrhenius (ecuacion 22) y se obtuvo la energia de

activacion.
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CAPITULO 11l RESULTADOS Y
CONCLUSIONES

1. Caracterizacion de materia prima

Como caracterizacion de la materia prima (molida) se determiné el % humedad, la
medicion se hizo al principio de la experimentacion, el promedio para humedad fue
de 11.69+0.75 %; Mohamed et. al (2012) reporta que la humedad de la Jamaica
proveniente de Sudan de la variedad roja es del 11%, la norma internacional de
humedad en la Hibiscuscus Sabdariffa es de12% (Saldafa-Trinidad e Interiano-
Zapata, 2012) por lo que los valores obtenidos en la experimentacion se encuentran

dentro de valores aceptables.

De la separacién por tamanos se obtuvieron las particulas cuya medida era de 1.25

mm y 0.595 mm un tamafio inferior a los 0.300 mm se descarto.

El pH se midié para los dos tamafos de particula teniendo como valor promedio
2.70+ 0.1, observando que el tamafo de particula no afecta a la disolucion de los
acidos organicos que posee la Jamaica naturalmente, como el acido ascorbico,
acido malico, acido protocatecuico, acido estearico, acido galico, etc. (Galicia-Flores
et al.,2008) Salinas et al. 2012, reporta un pH de 2.4- 2.65 estando dentro de los

parametros aceptables.

2. Caracterizacion del proceso de extraccion

Con el fin de poder determinar la concentracion de antocianinas el factor de dilucion
es una parte importante del método para antocianinas monomericas totales
(2005.02 de la AOAC). Una vez que la muestra llega a un pH=1 se puede asegurar

la presencia del cation flavilio, a pH=4.5 la pseudo base carbinol, por lo que el factor
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de dilucién se tom6 como el adecuado una vez que la alicuota de la muestra alcanzé
el pH del buffer, siendo para ambos de 64. Basado en la relacién presentada en la
ecuacion 8 de la metodologia, se determin6 que se utilizarian 100 pl con 6.4 ml de
solucion buffer para las muestras utilizadas en la seleccién del tamafo de particula
para la extraccion, y 50 uyl de muestra con 3.2 ml de solucién buffer para las
muestras que extraerian con cambio en el % de acido citrico y temperatura. Para
confirmar si el tiempo maximo de extraccién seria de 120 min, se determiné la
eficiencia de extraccién. Los resultados se muestran en la figura 11 donde la
eficiencia a los 90 min fue de 37.94%, 120 min de 37.49% y de 38.17% a los180

min.

38.38
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37.62

37.24

36.86

Eficiencia (%)

36.48 \. /

| ! I I I | I I
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Figura 11 Eficiencia obtenida en la caracterizacién de proceso; por cada uno de los
tiempos de extraccion 15, 30,45,60,90,120 y 180 min
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2.1. Determinacion del tipo de antocianina

Se realizé un barrido desde 190 nm a 1100 nm y se obtuvieron las graficas de
absorbancia contra longitud de onda de cada uno de los tiempos de extraccion; en
la figura 12, se muestra el tiempo de 120 min de extraccion, donde se puede

observar que existen varios picos a 227, 232, 280, 318 y 524 nm.

Figura 12 Curva espectrofotométrica de la caracterizaciéon de proceso a los 120 min

Estos picos se asocian con el acido galico, cuya absorbancia se da 280 nm (Isaza
et al. 2005) y flavonas, que su absorbancia maxima esta entre 250 - 350 nm (Sotero
et al., 2011). Entonces, el area de interés en la curva se delimitdé de los 400 hasta
los 700 nm y se compararon los espectros a cada uno de los tiempos de extraccion,
siendo para todos el de 524 nm el pico maximo (figura 14). De acuerdo a Giusti y

Wrolstad (2001) esto corresponde a una cianidina 3- soforosido-5-glucésido 647
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g/mol y con 37150 de absortividad molar. Esta no es una de las cianidina comun en

alimentos, pero lo es a las flores segun los estudios de Saito et al. (2008) y

Tatsuwawa et al. (2013).
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Figura 13 Grafica comparativa de absorbancia a todos los tiempos de extraccion

En la figura 13 también se puede observar que la absorbancia comienza a llegar a
un cierto limite a los 120 min con 0.4925% abs, por lo que se decidié que fuera el
tiempo maximo de extraccion. Una vez determinado este tiempo, se extrajo con el
solvente preparado al 2% de acido citrico y se midié la absorbancia; la curva
obtenida se muestra en la figura 14, donde se puede observar que la maxima
absorbancia no cambia sin importar el cambio de pH, debido a que las sustancias
que componen al solvente son las mismas; una de las diferencias mas notorias entre

las graficas se debe a que aquella preparada al 2% de acido citrico tiene una
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absorbancia menor a la de 1%, ya que las antocianinas se encuentran en menor

proporcion.

Figura 14 Grafica comparativa de absorbancia en la extraccion de antocianinas con los

solventes elaborados a 1% y 2% de acido citrico

3. Seleccion de tamafo de particula

Tomando en cuenta las actividades preliminares, se procedio a la experimentacion,
con el fin de seleccionar el tamafio de particula mas adecuado. Se realizaron
extracciones con el tamafno de particula de 1.25 mm y 0.595 mm por 120 min; la
seleccion de tamafio se basd en la mayor concentracion de antocianinas
monomericas totales extraidas, y en los valores porcentuales mas altos de eficiencia

y rendimiento.
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3.1. Concentracion de antocianinas monomericas totales

De los extractos obtenidos se tomaron 500 ul de cada uno y se diluyeron con 6.4 ml

las soluciones buffer, con pH=1y con pH=4.5, para determinar la concentracion.

En la figura 15 se muestra la curva tipica del método de pH diferencial para obtener
el valor experimental de la absorbancia total del sistema (A) para ambos tamafios
de particula, el cual se toma en cuenta para calcular la concentracion de
antocianinas monomericas totales reportadas como cianidina 3-soforosido-5 -

glucésido.

Figura 15 Gréfico obtenido por el método de pH diferencial de las muestras extraidas con los

dos tamanos de particula

En la curva con un tamafo de particula de 0.595 mm a pH=1 su absorbancia
maxima promedio es de 0.2391% y a pH=4.5 es de 0.0663%, mientras que con 1.25
mm a pH=1 su absorbancia maxima promedio es 0.3710% y a pH=4.5 de 0.0977%;
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al realizar la diferencia entre espectros obtenemos un valor promedio de la
absorbancia total de 0.1949% y 0.3177 % respectivamente, con la diferencia entre
el pico mas de cada uno de los pH de la solucién y la longitud de onda a los 700 nm
(ecuacion14) se obtuvo la absorbancia total y se determiné la concentracion para
cada tamafio de particula con la ecuacion 15 del método de pH diferencial, siendo
de 217.52+ 4.66 mg/L para un tamafio de particula de 0.595 mm y una
concentracion promedio de 354.18+ 5.30 mg/L para la particula de 1.25 mm. La
disminucién en la concentracion de las antocianinas obtenidas se debe a que, al
aumentar el area de contacto, los compuestos quedan mas expuestos a luz. En las
plantas las antocianas forman parte del fotosistema Il (PSll) y de los complejos de
disipaciéon energética en los casos de toxicidad por luminosidad (Del Valle-
Leguizamon, Gonzalez-Le6én y Baez-Sanudo, 2005). Como se ha mencionado
anteriormente su funcién primordial es la de absorber energia luminica; cuando no
todos los fotones son absorbidos las plantas comienzan un proceso fotoquimico que
resulta en un blanqueamiento de la hoja con la consecuente reduccion o pérdida de

la capacidad fotosintética (Manrique-Reol, 2003).

3.2. Eficienciay rendimiento

Tomando la ecuacidn 11 y el procedimiento experimental presentado en la
metodologia, se obtuvo que para el tamano de particula de 0.595 mm la eficiencia
del proceso fue de 34.62 £ 1.24 % y con el tamafio de particula de 1.25 mm fue de
48.96 + 0.65 %.

Con la concentraciéon obtenida para cada uno de los tamanos de particula, se tuvo
un rendimiento de 27.27+ 2.37% y otro de 44.05 £ 5.00%. Tomando en cuenta que
a pesar de que la reduccién del tamafno aumenta el area de contacto, para la
extraccion de antocianinas en flor de Jamaica el proceso disminuye su rendimiento
cuando la particula es menor a 1mm, debido a que al tener mas expuesta la

estructura se ven favorecidas las reacciones de copigmentacién y oxidacion.
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Como se mostré la figura 12 en la pagina 38 las antocianinas no son los unicos
compuestos extraidos. por lo que la copigmentacién es muy comun ya que es un
fendbmeno en los compuestos fendlicos se unen por puentes de hidrogeno a las
antocianinas (Pérez 2011). De acuerdo a lo obtenido en espectrofotometro se puede
decir que el efecto es batocrémico (Jettanspornsumran, 2009). Debido a que los
sélidos restantes de la particula de 0.595 mm tenian una coloracién marron (figura
16b) se puede hablar también de la presencia de una fotoxidacion, la cual se pudo

dar de manera directa y/o indirecta, de acuerdo a lo reportado por Rein, 2005.

Figura 16 Sdlidos restantes a) tamano de particula 1.25 mm y b) tamano de particula de
0.595 mm

4. Seleccion de temperatura y pH del solvente

Con el tamano de particula de 1.25 mm seleccionado, se realizé la extraccién cada
15, 30, 45, 60, 90 y 120 min a 30, 35y 40 ° C con los solventes al 1% y 2% de acido
citrico, con agitacion constante a 350 rpm, en una relacién de solvente 1:20 m/V. La
seleccién se baso en la mayor concentracion de antocianinas monomericas totales
extraidas, y en los valores porcentuales mas altos de eficiencia y rendimiento, asi

como su estabilidad.
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4.1. Concentracion de antocianinas monomericas totales

En la figura 17 se muestra un grafico representativo del método de pH diferencial
para obtener el valor experimental de la absorbancia total del sistema, teniendo en
cuenta que se obtuvieron 36 graficos entre las condiciones experimentales y las tres
réplicas; se presentan los espectros para los disolventes al 1% y 2% de &cido citrico
a 40°C a 120 min. Como se puede observar, las lineas punteadas pertenecen al
solvente con menor cantidad de acido citrico y su absorbancia maxima a pH 1 es
0.4713%, la cual es mayor con respecto a las del 2 % de acido citrico cuya

absorbancia maxima es de 0.3447%.

Figura 17 Gréfico obtenido por el método de pH diferencial de las muestras extraidas con

los dos disolventes a una temperatura de 40 °C y 120 min de extraccion

Los valores de la absorbancia total qué se muestran en la tabla 2 son Unicamente
para el tiempo de extraccion a los 120 min a todas las condiciones de

experimentacion. Los coeficientes de variacion de las muestras extraidas a una
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temperatura de 30° y 35° C, cuando el pH del solvente es de 1.9, son menores con
respecto a las del solvente cuyo pH es de 2.3. Una causa de lo anterior es la
copigmentacion la cual se ve favorecidas cuando el pH del medio esta entre 2-5
(Blanco-Vega, 2013) y no se tiene una velocidad de reaccion constante, por lo que
la variacion aumenta. Comparando ambos solventes cuando la temperatura
aumenta a 40° C, no existe gran variacion ya que los puentes de hidrogeno que
unen la molécula de agua se debilitan y permiten que otros compuestos se unan y

disminuyen el pH del medio acuoso dificultando la formacion de copigmentos.

Tabla 2 Absorbancia total

1 % &cido citrico pH=2.3

30 °C 35 °C 40 °C
Absorbancia Coeficiente de Absorbancia Coeficiente de Absorbancia Coeficiente de
total variacion total variacion total variacion
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0.3484 19.92 0.4807 15.27 0.4012 5.24
2 % acido citrico pH=1.9
30 °C 35 °C 40 °C
Absorbancia Coeficiente de Absorbancia Coeficiente de Absorbancia Coeficiente de
total variacion total variacion total variacion
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0.3243 5.05 0.3072 1.64 0.3512 6.32

Con la absorbancia total del sistema se obtuvieron las concentraciones de
antocianinas monomericas totales durante la experimentacion a todas las
condiciones (Tabla 3), reportadas como cianidina 3-soforido-5-glucésido. Con el
disolvente con la menor cantidad de acido citrico, a todas las temperaturas de
extraccion, se obtienen los mayores resultados. Considerando la teoria clasica, la
pureza del solvente aumenta la capacidad de éste, ya que el agua y el etanol forman
puentes de hidrégeno, al unirse con una cantidad mayor de acido citrico tienen
menos enlaces libres para poder asociarse con las antocianinas; cuando la

concentracion de acido citrico es de 1% existe una copigmentacion hipercromica
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(Blanco-Vega, 2013), la cual aumenta la absorbancia total del sistema aumentando

la concentracion obtenida.

Tabla 3 Concentraciones promedio

1 % &cido citrico pH=2.3

Tiempo 30°C 35°C 40°C
(min) Concentracion mg/L
15 226.72 260.23 245.65
30 233.58 323.35 302.02
45 273.85 324.39 297.63
60 328.74 336.59 321.05
90 284.69 373.45 355.04
120 356.00 470.60 447.20

2 % acido citrico pH=1.9

Tiempo 30°C 35°C 40°C
(min) Concentracion mg/L
15 212.11 192.74 239.64
30 178.58 251.88 259.03
45 239.04 304.18 284.70
60 288.63 349.45 270.15
90 272.85 270.33 305.57
120 337.15 342.45 391.50

Se utilizé una ANOVA de una via para verificar el efecto del tiempo por cada una de
las temperaturas de extraccion y se realizé una comparacion con respecto a la
concentracion de acido citrico en el solvente. Con el disolvente al 1% de acido citrico
(pH =2.3), en la figura 18 se observa, para las tres temperaturas, que el tiempo de
extracciéon es fundamental: a los 120 min la concentracion aumenta con respecto a

la primera hora de extraccién (15,30,45 y 60 min) y la mayor variacién se da cuando
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la temperatura de extraccion es de 35°C. Con esto se puede decir que a estas
condiciones las reacciones de copigmentacion y ruptura de los puentes de
hidrogeno del solvente, por aumento de la temperatura, se dan de una manera

simultanea provocando una mayor variabilidad entre las tres replicas.

Concentracion de cianidina 3-soforosido-5-glucésido ( pH del solvente=2.3)
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Figura 18 Gréfico de cajas efecto del tiempo por cada una de las temperaturas (pH=2.3)

Con el solvente que tenia 2 % de acido citrico (pH =1.9), en la figura 19 se observa,
para las tres temperaturas, que el tiempo de extraccion es fundamental para las
temperaturas de 30 y 40 °C; a los 120 min la concentracion aumenta y la variacion
entre las réplicas disminuye ya que predomina el cation flavilio. Cuando la
temperatura es de 35°C las condiciones nuevamente favorecen a la formacion de
copigmentos batocromicos o productos oxidados debido a la disminucion en la
concentracion de antocianinas. (Blanco-Vega, 2013),
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Concentracion de cianidina 3-soforosido-5-glucésido ( pH del solvente=1.9)
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Figura 19 Grafico de cajas efecto del tiempo por cada una de las temperaturas (pH=1.9)

4.2. Comportamiento cinético y energia de activacion

Se graficé la concentracion con respecto al tiempo y se ajustd a una cinética de
primer orden para obtener la velocidad de extraccion; en las graficas 20 y 21 se
muestran las condiciones que presentaron la mayor concentracién de cianidina 3-

soforosido-5-glucdsido, de cada uno se los solventes.
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Figura 20 Gréfico de la cinética de extraccion a 35°C con un solvente con 1% de acido
citrico (pH=2.3)
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Figura 21 Gréfico de la cinética de extraccién a 40°C con un solvente con 2% de acido
citrico (pH=1.9)
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Las velocidades obtenidas se muestran en la tabla 4, en estas se observa que la
mayor velocidad de extraccion es a los 35°C; cuando el pH del solvente es de 1.9,
la velocidad es mas constante debido a que la presencia de otras reacciones es
nula y mas lenta debido a la mayor concentracion de acido citrico y a su

conformacion en él espacio (McMurry, 2012).

Tabla 4 Velocidades de extraccion

Velocidad de extraccion (mg mint)

Temperatura 1 % de acido citrico 2% de acido citrico
(°C) pH=2.3 pH=1.9
30 31.46 31.61
35 40.06 30.27
40 37.53 32.00

La energia de activacion obtenida para el solvente con un pH=2.3 fue de 14.00
kJmol' y para el solvente con un pH=1.9 fue de 13.34 kJmol, la energia que se
necesita para la extraccion con ambos solventes es muy parecida, debido a que
solo se cambiaron las concentraciones de acido citrico. Buci¢-Koji¢ et al (2007)
reportan una energia de activacion de 7.70 kdJmol-" para la extraccion de polifenoles
en uva con un tamafo de particula de 0.2 mm con una temperatura de 80°C,
acercandose a lo reportado, debiéndose la variacion a los parametros de
experimentacion y a los compuestos que se determinaron. Grandinaru et al (2003)
reportan que se necesitan 14.1 kcalmol-' (58.99 kJmol') para la degradacion de
antocianidina-3-sambuosido, con esto se puede decir que la energia necesaria para
la extraccion de antocianinas en Hibiscuss sabdariffa es menor, a cualquiera de las

concentraciones acido citrico (pH del solvente) utilizados.
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4.3. Eficienciay rendimiento

Retomando la ecuacion 11 y el procedimiento experimental presentado en la
metodologia, se obtuvieron los valores de la eficiencia; con el solvente a 1 % de
acido citrico el valor maximo obtenido fue a los 40° C siendo este de 49.57% a los
120 min de extraccion; al 2% de acido citrico el valor maximo obtenido también es
a la temperatura de 40° C a los 90 min con una eficiencia del 46.85%, la diferencia

entre ambos es del 2.27%.

Figura 22 Comparacion de los resultados de eficiencia (30, 35 y 40 representan la
temperatura de extraccion y 1% y 2% corresponden a la concentracion de acido citrico en

el solvente)

Como se puede observar en la figura 22, cuando la concentracién de acido citrico
es mayor existe una disminucion en la eficiencia debido a que una alta
concentracion de soélidos disminuye la pureza. Se realizd6 un ANOVA de una via
para comparar del tiempo de extraccion por cada una de las temperaturas y
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posteriormente por el pH del solvente; a diferencia de los resultados obtenidos para
la concentracion de antocianinas cuando el acido citrico en el solvente tiene un pH
de 2.3 (1% de acido citrico), se obtuvo que el tiempo no generaba diferencias
significativas, sin embargo, la temperatura si. Cuando el solvente se encuentra a
30°C la eficiencia aumenta (figura 23). Cuando el acido citrico en el solvente es del
2% la temperatura no genera diferencias significativas, sin embargo, el
comportamiento es muy variable (figura 24) a los 40° C, una causa de esto pueden

ser los rompimientos de los puentes de hidrogeno mencionados con anterioridad.

Eficiencia en la extracccion de cianidina 3-soforosido-5-glucésido (pH del solvente=1.9)
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Figura 23 Grafico de cajas de la eficiencia de extraccién con el solvente al 2% de acido
citrico
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Eficiencia en la extracccion de cianidina 3-soforosido-5-glucésido (pH del solvente=2.3)
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Figura 24 Gréfico de cajas de la eficiencia de extraccidn con el solvente al 1% de acido
citrico

En la figura 25 se presenta la comparacion del rendimiento en la extraccién de
antocianinas a todas las condiciones. Con el solvente al 1% de acido citrico es el
maximo se encuentra a 35° con un 65% y al 2% el maximo se da a los 40 °C con
un valor 56.58%. A los 30°C para ambas concentraciones de acido citrico en el
solvente encontramos que la temperatura tiene el mismo efecto de extraccion,
inclusive la diferencia entre ambos rendimientos a los 120 es de 0.82% por lo que

se puede decir que a estas condiciones la temperatura es la que rige el

comportamiento.
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Figura 25 Comparacién de los resultados de rendimiento (30, 35 y 40 representan la
temperatura de extraccion y 1% y 2% corresponden a la concentracion de acido citrico en
el solvente)

De acuerdo al analisis del ANOVA de una via (figuras 26 y 27) se obtuvo que para
el solvente al 1% de acido citrico la temperatura no tenia ningun efecto significativo
y el tiempo presentaba diferencias hasta los 120 min esto es lo mismo para el
solvente con 2% de acido citrico. Esto contradice lo reportado por Cacace y Mazza
(2003) cuyos resultados obtenidos para el rendimiento dicen que alrededor de 30 a
35°C se da la mayor extraccion y que el aumento de temperatura lo disminuye
debido a la alta susceptibilidad de las antocianinas. Por lo que la conformacion
ionica del solvente utilizado para la extraccién disminuye los efectos negativos de la

temperatura.
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Rendimiento en la extraccion de cianidina 3-soforosido-5-glucésido (pH del solvente=2.3)
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Figura 27 Gréfico de cajas del rendimiento de extraccion con el solvente al 1% de acido
citrico

Rendimiento en la extraccidon de cianidina 3-soforosido-5-glucésido (pH del solvente=1.9)
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Figura 26 Gréfico de cajas del rendimiento de extraccion con el solvente al 2 % de
acido citrico
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3.4. Difusion

Se determind el tiempo de difusidbn en la extraccidon con los valores de M—t

<]

experimentales que estaban entre 0.0329-0.3646, y los reportados por Martinez-
Navarrete et al (1999) %= 0— 0.6 para tiempos cortos y %= 0.4— 1 para tiempos
largos. Los valores reportados de Y= 1- 0.4 para tiempos cortos y de Y=0.6— 0 para
tiempos largos; experimentalmente “Y” tuvo un intervalo entre 0.6354-0.9671 por lo
que todos los valores obtenidos cumplen las condiciones para una difusion en
tiempos cortos.

Tabla 5 Coeficientes de difusion

Coeficiente de difusion de la antocianidina-3-soforosido- 5 glucésido

-Dex (m2s1) 10

1% de acido citrico pH=2.3 2% de acido citrico pH=1.9
Tiempo
(min) 30°C 35°C 40°C 30°C 35°C 40°C

0 - — — — - —
15 0.8128 2.3125 5.6337 1.5145 5.7997 4.8940
30 0.4600 1.1150 3.1243 1.2857 2.9485 2.5059
45 0.3187 0.7430 2.1561 0.9896 1.9766 1.6839
60 0.2436 0.5470 1.6453 0.7945 1.4866 1.2979
90 0.1654 0.3624 1.1160 0.5657 0.9938 0.8486
120 0.1252 0.2079 0.8443 0.4382 0.7464 0.6377

En la Tabla 5 se muestran los coeficientes de difusién obtenidos experimentalmente
por cada una de las condiciones. A los primeros 15 min de extraccion para todas las
condiciones son los que tienen un coeficiente mayor debido a que el solvente se
encuentra libre de antocianinas facilitando su extraccion. Si comparamos con los
datos obtenidos por Amor y Allaf (2009) en donde se muestran los valores de los
coeficientes de difusion para la ciandina 3- sambuosido y la delfinidina 3-

sambuosido, su coeficiente maximo es de 6.11x10"'m?s" en agua. Cacae y Mazza

56



Efecto del Tamafio de Particula, Temperatura y pH en la Extraccién y Evaluacion de Antocianinas de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

(2003) reportan que las antocianinas y los compuestos fendlicos totales tienen una
difusion de 1.2x10-"" a 25x10"" m2s' y de 1.0x10-"" a 34x10-"" m? s! para una
extraccion con un solvente con agua y etanol; Cissé et al (2012) reportan que con
una extraccion con agua a 30 °C obtiene un coeficiente de 4.5 x10-"" m2s-!, a 35°C
es de 4.7x10""" m?s' y a 40°C es de 5.2x10-"" m?s™!, si se considera que se realizd
una serie de selecciones con el fin de aumentar el rendimiento y el cual esta
altamente relacionado con la difusion, un valor maximo de difusion de cianidina 3-
soforosido-5-glucosido 5.8x10° m?s™',se vuelve considerable, ya que se eligio el
tamafno de particula mas adecuado y un solvente cuyo pH y composicion se
asemejan a las condiciones naturales a las cuales se encuentran las antocianinas,

para estas se difundan mejor en el medio.

Cabe mencionar también que la geometria en la que se realizé la extraccion son
diferentes, asi como las consideraciones del proceso que se tomaron en cuenta

para su obtencion de manera grafica los coeficientes de difusion.

De acuerdo a lo obtenido con un porcentaje de acido citrico del 1 % (pH=2.3) , se
obtiene la mayor concentracién, eficiencia y rendimiento en el proceso, sin embargo,
las antocianinas en solucién cambian facilmente del color rojo caracteristico a uno
violaceo tenue en cuanto se diluian en agua, a diferencia de las muestras que eran
extraidas con el solvente al 2% (pH=1.9), ya que, en soluciones acuosas a valores
de pH inferiores a dos, el pigmento se encuentra en su forma mas estable, i6n
oxonio o cation flavilio (Garzon, 2008). Con el fin de aumentar el rendimiento y
mantener estable el color se realizé la extraccion a diferentes tiempos a 40 °C con
el solvente al 2% de acido citrico a 350 rpm, en una relacion de la Jamaica con el

solvente de 1:40 m/V.
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5. Aumento de volumen del solvente

En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos con aumento del volumen de
solvente. La concentracion de antocianinas monomericas totales disminuye
comparada con las muestras extraidas con 100 ml de solvente debido a que se
encuentran en mayor dilucion. La eficiencia aumenta en un 2.26% con respecto al
maximo obtenido cuando el volumen del solvente es de 100 ml y el rendimiento llega
a un maximo 80.76% esto supera a los obtenido por Cissé et al., (2012) cuyo valor
maximo de rendimiento fue menor al 70%. A los 90 min con 100 ml de solvente
tenemos una eficiencia de 46.85% y un rendimiento 56.58% cuando se aumenta el
volumen de solvente se obtiene una eficiencia de 46.92% y un rendimiento de
50.20%. El sistema no se comporta como un sistema ideal debido a la estructura

fibrosa de la flor de Jamaica

Tabla 6 Resultados obtenido con el aumento del volumen del solvente

Tiempo  Concentracion Eficiencia  Rendimiento Coef. de difusion
(min) (mg/L) (%) (%) (m?s?)

15 174.08 43.75 48.09 17.95 x10°
30 162.51 45.86 44.89 9.10x 10°
45 256.40 46.62 70.83 6.09 x 10°
60 243.48 47.00 65.50 4.58 x 107°
75 179.93 46.55 49.70 3.67 x10°
90 184.58 46.92 50.20 3.06 x 10°
120 275.81 49.11 80.76 2.24x107°

En la figura 28 se observa el efecto del tiempo a los 45 min de extraccion existe un
aumento, el cual, casi se iguala con la extraccion a los 120 min y la menor variacion

se da a los 75 min.
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Concentracioén de antocianidina-3-soforosido-5-glucosido (mg/L)
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Figura 28 Grafico de cajas del efecto del tiempo sobre la concentracion

En las figuras 29, 30, 31 y 32 se muestran las imagenes obtenidas en el microscopio
electronico de barrido a los 0, 45, 75 y 120 min de extraccion a 800 X, para explicar
el comportamiento en la concentracion. La flor de Jamaica al ser una célula vegetal
tiene la caracteristica de tener un mecanismo de osmorregulacion en el tonoplasto

el cual es la membrana de las vacuolas (Taiz y Ziger, 2006).

En la figura 29, se observa la flor de Jamaica sin extraer, la cual solamente muestra
la pared celular y la que es similar a un “muro”, recordando que su funcion es
proteger y limitar los procesos de transporte, en términos generales se acepta como
componente unico la celulosa, sin embargo, también se pueden encontrar
polisacaridos de alto peso molecular, los cuales aumentan la resistencia de esta
(Sandoval et al., 2005).
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Figura 30 Imagen obtenida a los 0 min de extraccion

Figura 29 Imagen obtenida a los 45 min de extraccion
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Experimentalmente a los 45 min de extraccion la concentracion y el rendimiento
aumentaron, esto se debe a que la estructura se vuelve porosa, permitiendo que los

compuestos sean extraidos con mayor facilidad (figura 30).

A los 75 min (figura 31) la estructura se cierra y absorbe parte de los compuestos
que se extrajeron con anterioridad evitando el paso de las antocianinas
disminuyendo la concentracion, debido a la plasmdlisis el cual es un fenémeno en
el que las células al perder agua se contraen, separandose el protoplasto de la
pared celular, en la naturaleza este proceso se da cuando se amputa un 6rgano de
la planta este se marchita en un determinado tiempo. También si la planta se
encuentra un tiempo extendido a los rayos solares se produce un exceso de
transpiracion, provocando de esta manera la eliminacion de vapor de agua al medio
(Gama-Fuertes, 2004)

Figura 31 Imagen obtenida a los 75 min de extraccion

A los 120 min la pared celular primaria se rompe, por un posible efecto de turgencia

el cual es un fendbmeno por el cual las células al absorber agua, se hinchan,
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ejerciendo presién contra las membranas celulares, las cuales se ponen tensas, si
la presidon sobrepasa la elasticidad de las membranas estas se rompen dejando
expuestas las partes de la célula (Gama-Fuertes, 2004) como lo son las fibras que
se muestran en la figura 32 , las cuales pueden ser ceras hechas de suberina y

cutina, los cuales son complejos compuestos por fenilpropanoides y alcoholes

aromaticos, los cuales se acumulan en las paredes secundarias de las plantas
(Robertis, Hib y Ponzio, 1996)

SEl 10kV WD 9m; ;
Sample ;

= A, -

Figura 32 Imagen obtenida a los 120 min de extraccion

6. Conclusiones

El solvente elaborado tenia como propdsito ser una alternativa no dafina a la salud,
Dai et al., 2016 denominaron como NADE a este tipo de solventes, su uso permitié
que las antocianinas se extrajeran facilmente y con resultados favorables. El método

de extraccion se busco el mas sencillo sin recurrir a los métodos tradicionales para
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comprobar la funcionalidad del solvente i6nico elaborado con agua, etanol y acido

citrico.

El método de pH diferencial utilizado para la obtencion de la concentracién de
antocianinas monomericas totales, es muy util cuando no se puede conseguir el
pigmento puro para realizar una curva patrén, ya que al modificarse la estructura a
su forma mas estable el cation flavilio (pH=1) y la pseudo base carbinol incolora

(pH=4.5), ésta no sigue reaccionando sin importar el tiempo que se deje almacenar.

Un tamafo de particula de 1.25 mm disminuye los efectos de degradacion quimica
del color producida por la oxidacion y la copigmentacién batocromica de las
antocianinas, favoreciendo la extraccion, permitiendo que la cianidina 3-soforosido-

5-glucésido no se degradara y se obtuviera un rendimiento maximo de 44.05%.

Una concentracion de acido citrico de 2% en el solvente produce una menor
eficiencia y rendimiento, en comparacion con el solvente que tiene 1%, no obstante,
vuelve mas estable a los pigmentos y evita que se degraden o modifiquen su color.
A los 40°C se disminuye la copigmentacion por la degradacién de los compuestos
fendlicos, produciendo una velocidad de extraccion de 32 mgmin-' de cianidina 3-

soforésido-5-glucdsido.

Los coeficientes de difusion no tienen una relacion directamente proporcional con
la temperatura debido a las variaciones que tiene la cinética de extraccion, al
encontrar repetible el fendmeno se selecciond la temperatura de 40°C con la cual
se obtuvo un rendimiento de 56.58% con el solvente con una concentracion de 2%
de acido citrico al ser este el que mantuvo mas estable el pigmento y se decidid
aumentar el volumen del solvente para corroborar si dicho comportamiento tanto
cinético como de coeficientes de difusion era el mismo y si existia una variable que

no se habia considerado hasta ese momento (la estructura celular).

El aumento de volumen del solvente acrecienta el rendimiento de un 56.58% a un
80.76 % en el proceso y mantiene a las antocianinas estables y de color rojo.
Gracias a este aumento de volumen se pudo observar que existen similitudes en el

comportamiento cinético de la extraccién. Se produce la misma diferencia
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significativa a los 45 min con 200 ml de solvente y a los 60 min con 100 ml de
solvente, la cual es causada por la naturaleza del material de extraccion y el

comportamiento celular de este.

El gasto energético necesario para que las antocianinas comiencen a difundirse en
el solvente es minimo para cualquiera de las concentraciones de acido citrico que
se requieran para su extraccion. Al utilizar un solvente idnico a base de compuestos
de origen natural favorecen la difusion en un maximo de 17.9501x10-° m?s™, lo cual

supera a lo reportado con anterioridad.

Con las imagenes obtenidas en el microscopio electrénico de barrido se encontré
que las modificaciones en la concentracion, la eficiencia, el rendimiento y la difusion
son producto de las modificaciones que sufre la estructura celular a lo largo del
proceso, los efectos de plasmodlisis y turgencia, rigen el comportamiento en la

extraccidn y son propias de los materiales bioldgicos.
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