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RESUMEN

Se optimizé el proceso de extraccion hidroalcohdlica a partir de pulpa de manzana malaya (Syzygium
malaccense) en funcion del rendimiento de extraccion de antocianinas. EI mayor (p < 0,05)
rendimiento de extraccion de antocianinas se correspondié con los mayores tiempo de extraccion y
porcentaje de etanol. Las condiciones Optimas de extraccion fueron 90 % de etanol acidificado al 0,5
% con &cido citrico, 24 h como tiempo de extraccion y relacion masa/disolvente de 1 g por cada 5 mL.
El extracto optimizado presentdé un valor de rendimiento de extraccion de antocianinas (32 %)
superior al estimado mediante la optimizacién numérica del proceso. El extracto optimizado presenté
un color rosado tenue poco saturado y pudiera contener las antocianinas pelargonidina, cianidina,

mecocianina, malvinidina, peonidina, petunidina y sus variantes glicosidicas.
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ABSTRACT

The hydroalcoholic extraction process from pulp of Malay apple (Syzygium malaccense) was
optimized according to the vyield of extraction of anthocyanins. The biggest (p < 0,05) yield of
extraction of anthocyanins corresponded with the biggest time of extraction and percentage of ethanol.
The ideal extraction conditions were 90 % of ethanol acidified to 0,5 % with citric acid, 24 h as time of
extraction and relation mass / dissolvent of 1 g for every 5 mL. The optimized extract presented a
value of yield of extraction of anthocyanins (32 %) superior to the estimated by means of the
numerical optimization of the process. The optimized extract presented a slightly saturated tenuous
pink color and it could contain the antocianinas pelargonidin, cianidin, mecocianin, malvinidin,

peonidin, petunidin and its glycosidics variants.

Key words: Syzygium malaccense, hydroalcoholic extraction, anthocyanins.

INTRODUCCION
La elevada incidencia de enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer, desnutricién, entre otras

(Pandey vy col., 2010; Shoji y Nakashima, 2004), asi como la necesidad de hallar productos menos
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contaminantes para el ambiente (Lobell y col., 2008) y la demanda de productos naturales menos

procesados, con menores o0 nulos efectos secundarios sobre la salud (Mateus y Freitas, 2009), en
conjunto con el develamiento de diversos compuestos fitoquimicos que tienen extenso potencial de
explotacién en la industria, han permitido el incremento y avance de investigaciones en el area

nutracéutica y de los alimentos funcionales (Bhowmik y col., 2013).

En tales adelantos cientificos se ha revelado que las plantas producen antocianinas, las cuales son
metabolitos secundarios (flavonoides) con propiedades antioxidantes que pueden incidir
prosperamente sobre la salud al disminuir la manifestacion de enfermedades coronarias, asi como
por su actividad anticancerigena, efecto vasoprotector, antiinflamatorio, prevencién de déficits de
memoria, funciones neuroprotectoras, efectos citoprotectores, entre otros (Soto-Vaca y col., 2012);
asimismo, pueden ser utilizadas como colorante natural en los alimentos y en la industria textil (Boo y
col.,, 2012). Dichos efectos benéficos han promovido la exploracién de especies que puedan ser

utilizadas para la extraccion de antocianinas (Yang y col., 2009).

La manzana malaya (Syzygium malaccense) es un fruto ovoide de 5 a 10 cm de largo y entre 2,5y
7,5 cm de ancho, de piel delgada, lisa, cerosa y color rosa-rojo o purpura; la pulpa es blanca, crujiente

0 esponjosa, jugosa, de sabor muy suave Yy dulce (Elevitch y Wilkinson, 2000).

Considerando la presencia de compuestos fendlicos y antocianinas en la manzana malaya (Martins y
col., 2014), se optimiz6 el proceso de extraccion hidroalcohdlica a partir de la pulpa de la manzana

malaya para su posible uso como colorante natural en la industria alimentaria.
MATERIALES Y METODOS.
Recoleccion y procesamiento del material vegetal

Los frutos de manzana malaya se seleccionaron de forma que todos presentaran, de manera general,
las mismas caracteristicas de tamafio, color, ausencia de magulladuras, alteraciones morfol6gicas y
desarrollo fungico visible. Posteriormente, se separ6 la pulpa de la semilla y, tanto la pulpa como la

piel, fueron triturados y homogenizados con un Ultra-Turrax IKA T25 digital (Mod. T25 D S25).
Disefio experimental

Se empled el programa Design Expert 8.0.6 (Stad-Ease Inc., Minneapolis, EE.UU.) para el disefio
experimental y procesamiento de los resultados, de forma tal que, el extracto optimizado, presentara

el mayor rendimiento de extraccion de antocianinas. Se utilizd el método de optimizacion numérica a

) e o e o e o ¢ o e o o . o o
66


http://www.rcfa.uh.cu/

Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias / www.rcfa.uh.cu ISSN 2411-927X / Vol. 4 / No. 1 —2018
Abril — Octubre

(m(o)m m(e)n m(e)muie)n]=ie)n]=(e)n=e;n=le)nuienxe)nnennennsn=en=enennen s memnsen
través de un disefio de superficie respuesta IV Optimo para generar un modelo matematico que

describiera las variaciones de las variables en cada extracto.

Los factores del disefio fueron el porcentaje de etanol (A), tiempo de extraccion (B) y relacion
pulpa/disolvente (C), mientras que el rendimiento de extraccion de antocianinas fue la variable de
respuesta. El nimero total de combinaciones fue 8 corridas, entre las que se incluy6 una réplica. La

Tabla 1 muestra el intervalo evaluado para cada uno de los factores.

Tabla 1. Condiciones experimentales

Parametro Nomenclatura UM Tipo Minimo  Maximo
Etanol A % Numérica 60 90
Tiempo de extraccién B h Numérica 6 24
Relaci6bn masa/disolvente* C - Categorica 1 2

*1: 1 g porcada 10 mL; 2: 1 g por cada 5 mL.
Preparacion de los extractos hidroalcohélicos de manzana malaya

Los extractos se obtuvieron por maceracién a temperatura ambiente con agitacion ocasional y adicién
de 0,5 % (m/v) de &cido citrico para obtener una disolucién hidroalcohdlica acidificada. Al término del
tiempo de extraccién de cada una de las corridas, la mezcla resultante se filtré6 y se desechd el
residuo solido.

Determinacién de antocianinas

El contenido de antocianinas se determind segun el método de pH diferencial propuesto por Lee y col.
(2005) y se expres6 como cianidina-3-glucdsido con un coeficiente de extincién molar de 26900 L cm”
' mol? y masa molar de 449,2 g mol™. Se tomaron 0,2 mL del extracto hidroalcohélico y se mezclaron
separadamente con 0,8 mL de disolucion buffer de cloruro de potasio a 0,025 M a pH 1,0 y 0,8 mL de
disolucion buffer de acetato de sodio a 0,4 M a pH 4,5 (ambas ajustadas con HCI). La reaccion se
llevé a cabo a temperatura ambiente y se midieron las absorbancias a 510 y 700 nm en un
espectrofotémetro  UV-VIS (Rayleigh UV-1601, Beijinng). ElI rendimiento de extraccion de
antocianinas (REA) se calculé a partir de la relacion contenido de antocianinas del extracto/contenido
de antocianinas de la pulpa empleada en la extraccion.

Evaluacién del extracto hidroalcohdlico optimizado de la manzana malaya
Rendimiento de extraccién de antocianinas
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Se determino segun la metodologia descrita anteriormente.

pH

Se determiné segun la NC-ISO 1842 (2001), utilizando un pH-metro modelo Basic 20 (Crison,
Espafia). Las lecturas se realizaron por triplicado.

Solidos totales

Se determind por gravimetria indirecta por volatilizacién, mediante la separacién del agua del
producto por secado en termobalanza (Sartorius Mod. MA-40, Alemania) a 105 °C hasta masa

constante.

indice de refraccion

Se determiné por triplicado en un refractémetro de Abbe con correccién de temperatura.
Densidad

Se determiné segun Alvarado (1990) mediante picnémetro de tubo capilar.
Determinacion de polifenoles totales

La cuantificacion de los polifenoles totales, se realiz6 de acuerdo a la metodologia propuesta por
Slinkard y Singlenton (1977). El ensayo consistiéo en anadir a 50 pL del extracto hidroalcohdlico de
manzana malaya 2,5 mL de la disolucién diluida del reactivo Folin-Ciocalteu (1:9). Después de 5 min,
se adicionaron 2 mL de Na>COs al 7,5 % (m/v) y se esper6 2 h. Transcurrido ese tiempo, se midié la

absorbancia a 765 nm en un espectrofotémetro UV-VIS (Rayleigh UV-1601, Beijinng).

Para la curva de calibracion se utiliz6 como patron el acido galico en concentraciones entre 100 y 500
mg/L. También se realiz6 un ensayo en blanco preparado con 50 uL de agua destilada bajo las
mismas condiciones que la muestra para calibrar el equipo y eliminar las interferencias de las

absorbancias producidas por los disolventes y reactivos empleados en la técnica.
Coordenadas cromaéticas

La determinacion del color del extracto optimizado se realiz6 mediante el método espectrofotométrico
segun las recomendaciones de la Comision Internacional de la lluminacion (CIE, por sus siglas en
francés) (CIE, 1971). Se utiliz6 un espectrofotometro UV-VIS (Rayleigh UV-1601, Beijinng) para
obtener el espectro de transmitancia en la regién visible entre 400 y 700 nm. Se realiz6 la

transformacion al espacio uniforme CIE L* a* b*, y se calcularon la luminosidad representada por L* y
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los componentes del matiz por los valores a* y b* y cromaticidad (C*). Se empled el iluminante Des y

un angulo visual del observador normal de 10° (CIE LAB, 1978).
Determinacion del espectro VIS

Se determind el espectro de absorcién entre 400 y 700 nm utilizando un espectrofotbmetro UV-VIS

(Rayleigh UV-1601, Beijing) del extracto hidroalcohdlico optimizado.
RESULTADOS Y DISCUSION
Efectividad del proceso de extraccién

La Tabla 2 muestra el rendimiento de extraccion de antocianinas de los extractos hidroalcoholicos
para cada una de las condiciones ensayadas (Tabla 2).

Tabla 2. Rendimiento de polifenoles totales, antocianinas y capacidad antioxidante de los extractos

hidroalcohélicos de manzana malaya

Tiempo de Relacion Rendimiento de

1 0
Corrida  Etanol (%) extraccion (h) masal/disolvente (m/v)  antocianinas (%)

1 90 24 2 26,58361
2 90 15 1 17,84524
3 90 6 2 25,63608
4 60 6 2 17,47675
5 75 15 2 21,89858
6 60 24 1 12,68644
7 75 6 1 14,63415
8 75 15 2 22,42499

Se observa que el mayor (p < 0,05) rendimiento de extraccién de antocianinas se corresponde con la
corrida 1, lo cual puede relacionarse con que a esta corrida le correspondi6 los mayores tiempo de
extraccion y porcentaje de etanol, concentracion propuesta por otros trabajos como la mas adecuada
para la extraccion de constituyentes fitoquimicos, mientras que la corrida 6, con la menor

concentracion de etanol, presentd el menor valor para la variable de respuesta.
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Influencia del porcentaje de etanol, tiempo de extraccion y relacion masa/disolvente sobre el

rendimiento de antocianinas

La Tabla 3 muestra la significacion del analisis de varianza de la regresién y de los coeficientes
estimados para la variable respuesta rendimiento de antocianinas. Se observa que el modelo lineal
resultd significativo para un nivel de confianza del 95,0 %, mostrando que existe una relacién
estadisticamente significativa de los factores sobre la variable dependiente del modelo. El estadigrafo
R? indic6 que el modelo ajustado explica el 99,1 % de la variabilidad en el rendimiento de

antocianinas.

Tabla 3. Andlisis de varianza para el contenido de antocianinas

Fuente Valor p
Modelo 0,0001
A 0,0003
B 0,0590
C 0,0001

Falta de ajuste 0,3701

A: porcentaje de etanol; B: tiempo de extraccion; C: relacion masa/disolvente

De acuerdo a los valores de p, tanto el porcentaje de etanol como la relacion masa/disolvente

resultaron significativas (p < 0,05). La ecuacion del modelo obtenido es:
RA=18,65+353A+0,75B+3,60C Ec. 1

Al analizar los coeficientes se tiene que el término independiente tuvo mayor influencia sobre la
variable respuesta. De acuerdo al signo de los coeficientes, el rendimiento de extraccion de
antocianinas aumenta con el aumento de los valores de todos los términos de la ecuacion, siendo la
relacion masa/disolvente la variable de mayor incidencia. La influencia de estos factores sobre el

rendimiento de extraccion de antocianinas se mejor a través de la Fig. 1.
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Fig. 1. Rendimiento de extraccién de antocianinas en funcion del porcentaje de etanol, tiempo de
extraccion y relacion masa/disolvente: a) 1 g/ 10 mL; b) 1 g/ 5 mL.

Para la optimizacibn numérica del proceso de extraccibn se emplearon como restricciones los
intervalos evaluados, de las variables independientes (porcentaje de etanol, tiempo de extraccion y

relacibn masa/disolvente) para obtener el mayor valor de rendimiento de extraccién de antocianinas
(Tabla 4).

Tabla 4. Restricciones para la optimizacion del proceso de extraccion

Parametro Limite Limite Criterio
inferior superior
Etanol (%) 60 90 En el intervalo
Tiempo de extraccion (h) 6 24 En el intervalo
Relacion masa/disolvente 1 2 En el intervalo
Rendimiento de extraccion de antocianinas (%) 12,6864 26,5836 Maximizar
El modelo arroj6 cinco soluciones optimizadas (Tabla 5) para el proceso de extraccion en funcion de

las restricciones anteriores. Se seleccioné la solucién 1 porque presentd el mayor rendimiento de
extraccion de antocianinas, ademas de la mayor conveniencia estadistica.

) e o e o e ¢ o e o o . o o

71


http://www.rcfa.uh.cu/

Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias / www.rcfa.uh.cu ISSN 2411-927X / Vol. 4 / No. 1 —2018
Abril — Octubre

[x{e)n/=(e)n u(e)nmis)nxie)n=(e)nu(s)n uis)nxe)nnls)nuisnnenxienns)snesnn =ennmnx6ms)
Tabla 5. Soluciones optimizadas que cumplen con las restricciones

Parametro Solucion
1 2 3 4 5
Etanol (%) 90 90 90 90 89,23
Tiempo de extraccién (h) 24 20,41 24 23,69 24
Relacion masa/disolvente 2 2 1 1 1

Rendimiento de extraccion de
antocianinas (%)

Conveniencia estadistica 0,996 0,975 0,479 0,477 0,466

26,5337 26,2331 19,3402 19,3141 19,1595

En la Tabla 6 se observa que el rendimiento de extraccién de antocianinas en el extracto optimizado

(32 %) resulto superior al estimado por la optimizacion numérica (26,53 %).

Tabla 6. Caracterizacion del extracto optimizado

Parametro Media (Desviacion estandar)
Rendimiento de antocianinas (%) 32 (1)
Polifenoles totales (mg/100 mL) 167 (3)
pH 3,65 (0,006)

Densidad 23,896 (0,005)

indice de refraccion 1,3583 (0,0001)

Sdlidos totales 1,13 (0,05)
L* 89,255 (0,1)
a* 10,3 (0,2)
b* 0,5 (0,2)
C* 10,312 (0,2)

Sarradé y col. (2016) optimizaron el proceso de extraccibn de antocianinas a partir de mortifio
(Vaccinium floribundun, Kunt,), evaluaron tiempo de maceracion (4, 14 y 24 h), temperatura de
extraccion (2, 25 y 62 °C) y tipo de solvente (metanol, etanol y éter) acidificado con acido citrico al
0,02 %. Se determiné que las condiciones éptimas para la extraccion de antocianinas fueron etanol a
2 °C durante 24 h.
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Heras y col. (2013) optimizaron el proceso de extraccion de antocianinas mediante un modelo

superficie de respuesta, evaluaron como factores porcentaje de etanol acidificado al 1 % con &cido
ortofosforico (50 — 90 %), temperatura de extraccion (30 y 60 °C) y tiempo de extraccion (4 a 12 h). El
proceso de extraccibn de antocianinas se ajustdé a un modelo cuadratico y las condiciones de

extraccion fueron etanol 50 %, a 30 °C y 4 horas.

Por otra parte, la extraccion de antocianinas a partir de frutos de Arbutus unedo L. resultd mas
efectiva cuando se realiz6 a 90 °C con 80 % de etanol acidificado al 0,05 % con acido clorhidrico

durante 5 min, con un rendimiento de extraccion de 60, 9 % (Jiménez, 2017).

El valor de polifenoles totales para el extracto optimizado se muestra en la Tabla 6, y se relaciona con

la presencia de antocianinas en el extracto.

El indice de refraccion puede emplearse como parametro de calidad, al dar criterio indirecto de la
concentracion del extracto en relacion a su contenido de solidos totales, y por tanto su densidad. En
este sentido, la densidad del extracto hidroalcohdlico optimizado se correspondié con su bajo
contenido de sélidos totales; debe tenerse en cuenta que se trata de un extracto diluido que requiere

de una etapa de concentracién para su empleo en la obtencién de un colorante natural.

El valor de pH del extracto optimizado (3,65) se relaciona con la estabilidad de las antocianinas, de
forma que a valores de pH inferiores a 2, practicamente el 100 % de los pigmentos se encuentra en
su forma mas estable; mientras que a valores cercanos 6 se tiene una chalcona incolora e inestable
(Hutchings, 1999).

La evaluacion del color (Tabla 6) permiti6 determinar que el color del extracto hidroalcohdlico
optimizado de pulpa de manzana malaya se debi6 principalmente a la contribucion roja relacionada
con el valor positivo de la componente a* y en menor medida a la contribucién amarilla vinculada al
valor positivo de b*; la combinacién de estos con la luminosidad arroj6 como resultado un color

rosado tenue poco saturado, relacionado con el valor de cromaticidad.

Las antocianinas presentan bandas de absorcion caracteristicas en la regién ultravioleta (250 y 370
nm) y visible (500 a 545 nm). La absorcién en esta Gltima banda varia con el pH del medio, lo que

permite detectar el tipo de antocianina presente (Ortega y Guerra, 2006).

La Fig. 2 muestra el espectro visible del extracto hidroalcohdlico optimizado, se pudo observar un pico
bien definido entre 460 y 530 nm, similar al espectro UV-Vis reportado por Giusti y Wrolstad (2001) y

Zapata y col. (2014) para las antocianinas.
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Fig. 2. Espectro visible del extracto hidroalcohdlico optimizado.

En este extracto hidroalcohdlico optimizado por la forma del espectro de absorcién pudieran
encontrarse las antocianinas pelargonidina (530 nm), pelargonidina 3 - glucésido (515 nm),
pelargonidina 3 - 5 glucésido (505 nm), cianidina 3 - glucésido (522 nm), cianidina 3,5 - glucésido
(522 nm), mecocianina (523 nm), malvinidina 3,5 - diglucésido (520 nm), Delfinidina (508nm),
Peonidina (506 nm), Petunidina (508 nm).

CONCLUSIONES

El mayor (p < 0,05) rendimiento de extraccion de antocianinas se correspondié con los mayores
tiempo de extraccion y porcentaje de etanol. Las condiciones éptimas de extraccién fueron 90 % de
etanol acidificado al 0,5 % con &cido citrico, 24 h como tiempo de extraccion y relacion
masa/disolvente 1 g por cada 5 mL. El extracto optimizado presenté un valor de rendimiento de
extraccion de antocianinas (32 %) superior al estimado mediante la optimizacion numérica del
proceso. El extracto optimizado present6 un color rosado tenue poco saturado y pudiera contener las

antocianinas pelargonidina, cianidina, mecocianina, malvinidina y sus variantes glicosidicas.
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