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RESUMEN

TITULO: CARACTERIZACION QUIMICA Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE EXTRACTOS DE FLOR DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.) OBTENIDOS POR
DIFERENTES TECNICAS DE AISLAMIENTO

AUTORA: JESICA JULIETH MEJIA MEDINA”

PALABRAS CLAVES: Hibiscus sabdariffa, destilacion extraccion simultanea, fluido supercritico,
antocianinas, ORAC, Folin-Ciocalteu

La flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) se distingue por su aroma y sabor acido caracteristico,
posee componentes activos que pueden ser utilizados como materia prima en diversos campos de
la medicina natural y homeopatica, asi como en la industria farmacéutica. En Colombia, el cultivo
de flor de Jamaica es considerado no tradicional y forma parte del sector de especias y plantas
medicinales. Se sabe que cuando existen condiciones de crecimiento de las plantas como:
condiciones de suelo, época de cultivo, de cosecha y todo lo referente a la parte agrotecnolégica,
puede presentarse una gran variabilidad de metabolitos secundarios. Teniendo en cuenta que la
composicién quimica de la H. sabdariffa L. puede variar por las condiciones de cultivo, fue
necesario realizar un estudio de los metabolitos secundarios de la Hibiscus sabdariffa cultivada y
deshidratada en Colombia por dos métodos diferente, a saber: liofilizacion y secado a la sombra.
En este trabajo, se caracterizaron los metabolitos secundarios volatiles y semi-volatiles de los
extractos del caliz de flor de Jamaica aislados por destilacion extraccion con solvente simultdnea
(SDE) y extraccion con CO, supercritico (SFE), respectivamente; se evalué por medio del ensayo
capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) la actividad antioxidante, y por el ensayo
de Folin-Ciocalteu el contenido total de fenoles para los extractos obtenidos por SFE y extractos
obtenidos con solventes asi como de las dos antocianinas principales de la Jamaica (delfinidina-3-
sambubiosido y cianidina-3-sambubiosido) aisladas por cromatografia en capa fina. Se encontré:
que el extracto SDE es rico en derivados de azUcares y terpenos, el extracto obtenido por SFE, es
rico en acidos grasos, fitosteroles y triterpenos, y los extractos obtenidos con solventes son ricos
en flavonoides.

:*Proyecto de grado
Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Directores Dra. Elena Stashenko, Jairo René
Martinez.
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ABSTRACT

TITLE: CHEMICAL CHARACTERIZATION AND ANTIOXIDANT ACTIVITY EVALUATION OF
EXTRACTS OF JAMAICA FLOWER (Hibiscus sabdariffa L.) OBTAINED BY DIFFERENT
TECHNIQUES OF ISOLATION

AUTHOR: JESICA JULIETH MEJIA MEDINA™

KEYS WORDS: Hibiscus sabdariffa, simultaneous distillation extraction, supercritical fluid,
anthocyanins, ORAC, Folin-Ciocalteu

The Jamaica florwers (Hibiscus sabdariffa L.) has an aroma and sour taste, has active components
that can be used as raw material in various fields of natural and homeopathic medicine and in the
pharmaceutical industry. In Colombia, the cultivation of Jamaica flower is considered non-traditional
and it is part of sector spices and medicinal plants. We know that when conditions of plant growth
such as soil conditions, growing season , harvest and everything related to agrotechnological hand,
may present a great variability of secondary metabolites. Given that the chemical composition of H.
sabdariffa L. may vary depending on growing conditions , it was necessary to conduct a study of the
secondary metabolites of Hibiscus sabdariffa cultivated and dehydrated in Colombia by two
different methods, namely : lyophilization and dried in the shade. In this work , the volatile and semi
- volatile secondary metabolites from extracts of calyx Jamaica flower was isolated by distillation
solvent extraction simultaneously (SDE ) and supercritical CO, extraction (SFE ), respectively were
characterized ; was evaluated by testing absorption capacity of oxygen radicals (ORAC )
antioxidant activity , and by the Folin-Ciocalteu assay total phenol content to the extracts obtained
by SFE and extracts obtained with solvents as well as the two major anthocyanins Jamaica (
delphinidin -3- sambubioside and cyanidin -3- sambubioside ) isolated by thin layer chromatography
. It was found, that the SDE extract is rich in sugar derivatives and terpenes , the extract obtained
by SFE , is rich in fatty acids, phytosterols and triterpenes, and solvent extracts obtained are rich in
flavonoids.

LProyect to degree
Science Faculty, Chemistry School, Director: Dr. Elena Stashenko, Jairo René Martinez
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Column Chromatography (Cromatografia en columna).
Centro Nacional de Investigacion para la Agroindustrializacion de
Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales.
Diode Array Detector (Detector de arreglo de diodos).
Derivado(s) de azucar(es).
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IOU
LRI
MS
MSD
m/z
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SIM
SDE

SE
SFE
SPE

TEAC
TIC
TLC
tr
TRAP

Trolox®

UV-Vis

Id est (Es decir)

Inhibicion de la absorcién de oxigeno.

Indice de retencion lineal.

Mass Spectrometry (Espectrometria de masas).

Mass Selective Detector (Detector selectivo de masas).

Relacion masa/carga.

Oxygen Radical Absorbance Capacity (Capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno).

Select lon Monitoring (Monitoreo de ion seleccionado)
Simultaneous destillation solvent extraction (Destilacién-Extraccion
simultadnea con solvente).

Solvent Extraction (Extraccion con solvente).

Supercritical Fluid Extraction (Extraccion con fluido supercritico).
Solid Phase extraction (Extraccion en fase solida).

Terpeno(s).

Capacidad antioxidante equivalente a la del Trolox.

Total lon Current (Corriente ionica total).

Thin Layer Chromatography (Cromatografia de capa delgada).
Tiempo de retencion, min.

Parametro antioxidante total de la captura de radicales.
6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico).

Ultravioleta —Visible.
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INTRODUCCION

La flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa Linn.) se distingue por su aroma y sabor
acido caracteristico, posee componentes activos que pueden ser utilizados como
materia prima en diversos campos de la medicina natural y homeopética, asi como
en la industria farmacéutica (Chen, 2003). Los calices (fruto del arbusto de H.
sabdariffa) se usan para la preparacion de jaleas, helados, vinos, y como colorante
en alimentos (Ali y col., 2005).

En Colombia, el cultivo de flor de Jamaica es considerado no tradicional y forma
parte del sector de especias y plantas medicinales. La proliferacion de esta
especie esta limitada por las condiciones climaticas, el mayor porcentaje de
germinacién ocurre a los 25°C en suelos aridos (Vallecillo y Gomez 2004). Se
sabe, que cuando existen condiciones de crecimiento de las plantas como:
condiciones de suelo, época de cultivo, de cosecha y todo lo referente a la parte
agrotecnoldgica, puede presentarse una gran variabilidad de metabolitos
secundarios (Acosta, L., 2010). Teniendo en cuenta que la composicién quimica
de la H. sabdariffa L. puede variar por las condiciones de cultivo, fue necesario
realizar un estudio de los metabolitos secundarios de la Hibiscus sabdariffa

cultivada en Colombia.

El caliz de Jamaica es secado por métodos tradicionales (sol o sombra), para su
posterior distribucion y comercializacién. Sin embargo, debido al alto contenido de
humedad (>80%), durante dicho proceso es dificil controlar la actividad
enzimatica, fendmeno que puede alterar sustancialmente la calidad del material
vegetal por descomposicién de sus constituyentes, los cuales ya no serian aptos
para consumo humano (Vallecilo y Goémez 2004). Por lo tanto, en esta

investigacion se busco aportar conocimientos cientificos sobre el tratamiento post-
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cosecha de flores de Jamaica, teniendo en cuenta la composicion quimica y la
actividad antioxidante de los metabolitos presentes en extractos de H. sabdariffa.
En este trabajo, se caracterizaron los metabolitos secundarios volatiles y semi-
volétiles presentes en el extracto de céliz de H. sabdariffa L., aislados por
destilaci6n-extraccion simultanea con solvente (SDE) y por extraccion con CO;
(diéxido de carbono) supercritico (SFE), respectivamente; se evalud, por medio del
ensayo ORAC (capacidad de absorcion de radicales de oxigeno), la actividad
antioxidante, y, por ensayo de Folin-Ciocalteu, el contenido total de fenoles para
los extractos obtenidos con CO, supercritico y extractos obtenidos con solventes;
asi como de las dos antocianinas principales de la Jamaica (delfinidina-3-
sambubiosido y cianidina-3-sambubiosido), aisladas por cromatografia en capa
delgada (TLC).

Es importante resaltar que, en este trabajo de investigacién se determin6 que los
extractos de flor de Jamaica, presentaron una alta actividad antirradicalaria,
superior a los antioxidantes sintéticos de referencia evaluados (BHT y a-tocoferol),
medida por el ensayo ORAC, que es un método de evaluacion de la capacidad

antioxidante de gran relevancia en sistemas biolégicos y en alimentos.
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1. MARCO REFERENCIAL
1.1 MARCO DE ANTECEDENTES

Con el objetivo de analizar el nimero de investigaciones que se han llevado a
cabo sobre Hibiscus sabdariffa L., se realizé una exploracion de la produccion

cientifica existente, utilizando una base de datos Scopus (Elservier).

Figura 1.Relacidon del numero de publicaciones sobre H. sabdariffa, por afio.
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En la Figura 1, se observa la tendencia de aumento del nimero de publicaciones,
gue se han llevado a cabo, en los ultimos diez afios, sobre Hibiscus sabdariffa.
Como ecuacion de busqueda se utilizdo TITLE-ABS-KEY: ("Hibiscus
sabdariffa” OR "Rosell" OR "flor de Jamaica")), entre el periodo de 2003 a 10 de
agosto de 2013, se han publicado 369 articulos, entre los cuales se reportan
varias aplicaciones del uso de H. sabdariffa L. para las industrias de alimentos y

farmacéutica.
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Figura 2. Relacion de namero de publicaciones sobre H. sabdariffa, segun el
area de estudio. Fuente: Scopus (Elservier). Periodo de observacion: 2003 a
10 de agosto de 2013. Ecuacudn de busqueda: TITLE-ABS-KEY: ("Hibiscus
sabdariffa” OR "Rosell * OR "flor de Jamaica")).
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En la Figura 2, se observa la relacién entre el nUmero de publicaciones y el area
de estudio, donde se logra evidenciar que el area de mayor estudio es la
agricultura y ciencias biologicas. Algunos de los articulos, que se encuentran en
estas areas, estudian los efectos de las variables que pueden causar la
degradacion de compuestos de interés presentes en la flor de Jamaica, con el fin
de obtener productos derivados de esta planta, que puedan ser comercializados;

también evallan la actividad biol6gica de los extractos de la flor.
En el mundo se han realizado diversos estudios acerca de las plantas medicinales,

e Hibiscus sabdariffa no ha sido la excepcion. Entre algunas de las publicaciones

mas importantes se encuentran las siguientes:
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Chen y col. (1998) extrajeron los volatiles de flores frescas de flores de Jamaica
cultivadas en Taiwan, mediante destilacion-extraccion con solvente simultanea,
utilizando éter etilico como disolvente: los compuestos mayoritarios fueron el

furfural y el 5-metilfurfural.

Ortiz (2008) determiné la composicion en macronutrientes, minerales y metales
pesados en calices frescos de flor de Jamaica, que se usan en tratamientos
medicinales y en la preparacion de bebidas, infusiones, vinos y otros productos
alimenticios. En este estudio, se encontré, que los célices contienen agua
(87,92%), proteinas (1,04%), grasa (0,14%), cenizas (0,80%) y carbohidratos
totales (10,10%). En cuanto al contenido de minerales, por cada 100 g de caliz se
encontraron 60,39 mg de calcio, 37,97 mg de magnesio, 0,09 mg de cobre, 0,80

mg de hierro, 0,04 mg de niquel y 0,41 mg de zinc.

Gbomes y col. (2010), hicieron una revision sobre la evidencia farmacolégica de los
extractos de plantas de género Hibiscus, encontrando que la actividad
anticancerigena y antioxidante de estas plantas se atribuye a la presencia de
acido protocateclico y de antocianinas tales como la cianidina-3-rutinésido,
delfinidina y delfinidina-3-glucésido, siendo esta ultima la antocianina mayoritaria
en Hibiscus sabdariffa.

Hirunpanich y col. (2005) han reportado la presencia de acidos organicos como

los acidos tartarico, citrico, malico, entre otros, en flores de H. sabdariffa.

Norhaizan y col. (2010), obtuvieron los metabolitos secundarios de flores
liofilizadas de Jamaica cultivadas en Malasia, mediante extraccion con aguay una
mezcla de agua-metanol. A los extractos les evaluaron el contenido total de

fenoles.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Hibiscus sabdariffa L.

La flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L., familia Malvacea) (Figura 3), originaria
de Africa tropical, es una planta arbustiva semilefiosa anual, crece hasta 180 cm o
mas, sus hojas son esparcidas y ovaladas y su tallo es de color verde rojizo. Las
flores son bisexuales solitarias con pétalos de color blanco y un centro de color
rojizo, duran de uno a dos dias y al caerse desarrollan una fructificacion en forma
de copa. El fruto es un caliz de color rojo carnoso Yy brillante, el cual esta
conformado por siete sépalos separados y envuelve una bellota de forma ovoide

que contiene alrededor de 20 semillas de color marron.

La flor de Jamaica es una planta sensible a temperaturas bajas (climas frios),
crece en regiones tropicales y se cultiva en Filipinas, Sudan, Malasia, Senegal,
México y Nicaragua (Sol6rzano y Macario, 2002). Se conoce con diferentes
nombres comunes como: Jamaica, flor de Jamaica, rosa de Jamaica, roselle, red

sorrell, karkadé o carcadé (Bahaeldeen y col., 2012).
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Figura 3. Flor de Jamaica: Foto tomada por la autora en el CENIVAM, UIS-

Bucaramanga, 14 de julio de 2012.

La flor de Jamaica se describe taxondmicamente segin se muestra en la Tabla 1

(Solérzano y Macario, 2002).

Tabla 1. Descripcion taxondmica de Hibiscus sabdariffa L.

REINO PLANTAE
Clase Magnoliopsida
Sub-Clase Dilleniidae
Orden Malvales
Familia Malvaceae
Género Hibiscus
Especie sabdariffa L.
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2.2 SECADO DEL MATERIAL VEGETAL

Las plantas medicinales pueden ser comercializadas frescas, enteras o cortadas;
en la mayoria de los casos es necesario someterlas a un proceso de secado, en el
cual se retira la mayor cantidad de humedad presente en la planta, con el objetivo
de conservar el material vegetal por mas tiempo y reducir la proliferacion de
hongos. Para conservar las plantas es indispensable disminuir la actividad
enzimatica, y para esto, se minimiza el contenido acuoso hasta valores de
humedad entre 5 y 14%, segun cada caso. Normalmente, las plantas en la
cosecha presentan humedades superiores al 70%, por lo que es necesario
encontrar medios eficientes de secado, que no perjudiquen la calidad del material
vegetal, ni reduzcan el contenido de componentes volatiles presentes en el mismo
(Bandoni, 2002).

2.2.1 Secado a la sombra. El secado a la sombra se realiza a temperatura
ambiente en lugares cubiertos; siendo un sistema que actla por conveccion del
aire, aprovechando las corrientes naturales del viento (Bandoni, 2002). Sin
embargo, el principal inconveniente del secado a la sombra es la imposibilidad de
controlar las condiciones climaticas, e.g., dias lluviosos, alta himedad o bajas
temperaturas, entre otras. (Bandoni y col., 1976). Pero, este método de secado
presenta una ventaja para aquellas plantas que contengan compuestos
termosensibles, porque no hay cambios bruscos de temperatura, lo que favorece
la conservacion de dichos compuestos (Asekun y col., 2006).

2.2.2 Liofilizacién. La liofilizacion es un proceso de conservacion mediante el cual
se elimina el agua por sublimacion y se reducen las pérdidas de los componentes
volatiles o termo-sensibles (Ramirez, 2006). Es considerado el mejor proceso para
conservar productos biolégicos, porque une los dos métodos mas confiables de

conservacion, la congelacion y la deshidratacion (Alvarado, 1979).
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Este proceso no altera la estructura fisico-quimica del material y permite la
conservacion del mismo sin cadena de frio, con menos del 15% de humedad y con
alta estabilidad microbioldgica. Otra ventaja, que ofrece la liofilizacién sobre otras
técnicas de secado tradicionales, es que logra conservar e intensificar las
caracteristicas organolépticas del producto, como el sabor y el olor. El
encogimiento que se da es minimo, por tanto, conservan su aspecto y textura, al

igual que sus caracteristicas nutricionales (Constantino y Pikal, 2004).

La liofilizacion involucra varias etapas, a saber (Ramirez, 2006):

1. Congelacién a bajas temperaturas.

2. Secado por sublimacion del hielo del producto congelado, generalmente, a
presién baja.

3. Almacenamiento del producto seco en condiciones controladas.

2.3 METABOLISMO SECUNDARIO VEGETAL

El metabolismo primario es un conjunto de reacciones quimicas y entre sus
productos se puede encontrar aminodacidos, lipidos, proteinas, azucares, entre
otros, que desempefian un papel importante para el desarrollo fisiol6gico de las
plantas (Stashenko, E. 2009). También, existen una gran cantidad de compuestos
organicos, que no estan implicados directamente en su crecimiento y desarrollo, a
los cuales se les conoce como “metabolitos secundarios”. En general, la ruta de
sintesis de estas sustancias parte del metabolismo primario y se deriva en tres
rutas, principalmente, la ruta de los acidos malénico, mevalénico y shiquimico
(Wink. M, 2010).

Los metabolitos secundarios estan relacionados con el sistema de defensa de las

plantas y la comunicacion con otras especies. Ademas, son los responsables de

las caracteristicas organolépticas de las plantas y de su actividad biol6gica. Los
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metabolitos secundarios de las plantas pueden dividirse en tres grupos: terpenos,
compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados (TAIZ y ZEIGER, 2002).

2.4 POLIFENOLES

Los compuestos polifendlicos son sustancias producidas a partir del metabolismo
secundario de las plantas. En las plantas superiores, la ruta biosintética empleada
para su produccion es la del acido shiquimico, mediante ésta, se sintetiza la
mayoria de fenoles y flavonoides. La ruta inicia con la sintesis de fenilalanina, a
partir del acido shiquimico, seguidamente, se da la desaminacion de ésta para
producir el &cido trans-cindmico, a partir del cual se sintetiza el p-cumaroil-CoA,
precursor de todos los compuestos fendlicos conocidos como flavonoides (Avalos
y col., 2009).

Los polifenoles estan presentes en las plantas como una mezcla y no como
componentes aislados; éstos, se pueden clasificar de diversas formas, por
ejemplo, respecto a su unidad base o a la naturaleza de los grupos funcionales
ligados a esta base; también, se pueden clasificar segun el numero y la
disposicion de sus atomos de carbono. La clasificacion mas utilizada, los divide en
acidos fendlicos, flavonoides y, los menos abundantes, estilbencenos y lignanos,

aungue existen muchos mas tipos de estructuras (Bhat y col., 2005).

Los flavonoides son polifenoles con esqueletos carbonados de hasta 15 carbonos,
ordenados en dos anillos aromaticos unidos por un puente de 3 carbonos (Figura
4). Su precursor directo son las chalconas (Figura 5), las cuales se forman tras la
condensacion de malonil-CoA y p-cumaril-CoA, en una reaccién catalizada por la

enzima chalcona sintasa (Havsteen, J., 2002).
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Figura 4. Estructura basica de los flavonoides.

Figura 5. Ruta metabdlica del acido shiquimico (Havsteen, J., 2002).
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Los flavonoides se pueden clasificar como: flavonoles, favonas, isoflavonas,
flavononas, antocianinas y flavonoles (catequina y proantocianidinas). Estos
compuestos estan caracterizados por una estructura benzo-, -pirona Cg-C3-Ce,
Esta estructura permite la sustitucion de diversas posiciones de diferentes grupos
funcionales como hidroxilo, metoxilo u O-glucdsido, lo que explica la existencia de

mas de 8000 estructuras caracterizadas hasta la fecha (Havsteen, B., 2002).

Las antocianinas son flavonoides que forman parte de la piel de la uva, mora,
manzana, ciruela, pera, rosas, col morada y flores de Jamaica (Hibiscus
sabdariffa), entre otras. Ademas, son las responsables de dar la coloracién
caracteristicas de dichas especies. La diferencia entre las coloraciones depende
de la naturaleza y concentracion de las antocianinas presentes. Entre los factores,
que pueden afectar la coloracion de las antocianinas, figuran el pH de la célula, el
efecto de copigmentacién determinado por la presencia de otros flavonoides, la

temperatura, la luz, entre otros (Gross. J., 1987).

La forma natural, en la que se encuentran las antocianinas, es como glicésidos,
gue poseen la union de una antocianidina y un azucar por medio de un enlace B-

glicosidico (Figura 6) (Cavalcanti y col., 2011).

Los azlcares comunmente encontrados son la D-glucosa, D-galactosa, L-
ramnosa, D-arabinosa y D-xilosa, y la presencia de estas unidades otorga mayor
estabilidad y solubilidad (Gross., J. 1987).

Las antocianinas presentan una alta coloracibn en medio &cido, debido a que
contienen un sistema pi  de ocho enlaces conjugados. En el espectro de
absorcion, es posible identificar dos bandas caracteristicas: una, en la region
visible entre los 465 y 550 nm determinada por la conjugacion del anillo B (Figura
6), y la segunda (menos intensa), en la region ultravioleta entre los 270 y 280 nm,

determinada por la conjugaciéon del anillo A; la absorbancia maxima de las
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antocianinas se desplaza hacia el extremo del rojo en la medida en que haya
mayor sustitucion (Cavalcanti y col., 2011).

Figura 6. Estructuras quimicas de las antocianinas (Latti y col., 2009).
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2.5 OBTENCION DE EXTRACTOS

Un extracto vegetal es una mezcla compleja de sustancias presentes en una
determinada planta, en la cual, se encuentran los metabolitos secundarios de la
planta. En la industria farmacoldgica, los extractos vegetales tienen una gran
aplicacion, gracias a la variedad de principios activos (sustancias con propiedades
farmacoldgicas). Segun la OMS, el 25% de los farmacos comercializados
actualmente son de origen vegetal y un 25% contiene principios vegetales

modificados quimicamente (Queipo y col., 2000).
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Las sustancias quimicas sintetizadas en el laboratorio, en su mayoria, resultan
siendo toxicas o presentan efectos secundarios poco deseables, por lo tanto, no
pueden ser empleadas para el desarrollo de nuevos farmacos. Debido a estas
consecuencias, muchas investigaciones, actualmente, se centran en la biusqueda
de nuevas estructuras con actividad terapéutica, que puedan ser aisladas de
extractos vegetales (Queipo y col., 2000).

2.5.1 Extraccidén con solventes. La extraccidon con solventes es una operacion
bésica, cuya finalidad es la separaciébn de uno o mas componentes de una fase
sélida, mediante la utilizacion de una fase liquida o disolvente. La extraccién con
disolventes o extraccion solido-liquido recibe distintos nombres segun la finalidad
del proceso; asi, se le conoce también como lixiviacidn, lavado, percolacion, etc.
(Walton e lrown., 1999). Entre las aplicaciones de esta técnica en la industria
alimentaria se encuentran: extraccion de aceites, grasas animales y vegetales,
lavado de precipitados, obtencion de extractos de materias vegetales, fabricacion

de té y bebidas organicas (Ibarz y Barbosa, 2005).

Se considera que el mecanismo de la extraccion de un soluto contenido en una
particula sélida mediante un liquido, ocurre en tres etapas sucesivas hasta que se

alcanza el equilibrio, a saber (Walton e Irown., 1999):

1. Cambio de fase del soluto: es el paso de soluto desde la fase sélida al liquido;

2. Difusion del soluto en el disolvente contenido en los poros del soélido: la
transferencia del soluto desde el interior de la particula solida hasta su
superficie, se realiza debido al gradiente de concentracién existente entre la
interfase solido-liquido y la superficie exterior del solido;

3. Transferencia del soluto desde la superficie de las particulas hasta el seno de la
disolucién: una vez que el soluto ha alcanzado la superficie de la particula, se

transfiere desde este punto hasta el seno de la disolucion por un gradiente de
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concentracion, esta transferencia de materia se realiza por transporte

molecular.

2.5.2 Extraccion con fluido supercritico. Un fluido supercritico SF (Supercritical
Fluid, por sus siglas en inglés) posee propiedades de disolvente, que se parecen a
las de un liquido, pero también exhibe propiedades de transporte parecidas a las
de un gas (Walton e Irown., 1999). De esta manera, un fluido supercritico no solo
puede disolver solutos, sino que también es miscible con los gases ordinarios y
puede penetrar mas eficientemente en los poros de los soélidos. El solvente
supercritico mas utilizado es el diéxido de carbono (CO,), porque no es téxico, no
es inflamable y sus condiciones criticas se pueden alcanzar facilmente con las
tecnologias disponibles. Con esta técnica, se extraen tanto metabolitos
secundarios volatiles como los semi-volatiles, también, de alto peso molecular
(Diaz y col., 2006).

Utilizar un SF para la extraccion de un analito determinado a partir de una materia
prima, implica el reparto del fluido supercritico en el material, seguido de un
cambio de temperatura y presion que tienen como resultado el aislamiento del
soluto puro por vaporizacion del CO; (Lang y Wai., 2001). Una de las ventajas de
esta técnica, es que se lleva a cabo a bajas temperaturas, con lo cual, se evita la
degradacion térmica de los metabolitos y, por ende, los productos obtenidos

presentan caracteristicas fisicas y organolépticas mejores (Reyes y Patifio, 2007).

El 4&rea sombreada en la Figura 7 demarca la zona denominada de SF. Por lo
tanto, éste se define como una sustancia sometida a condiciones de presion y
temperatura por encima de sus valores criticos y cuya densidad es aproximada o

mayor que su densidad critica.
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Figura 7.Diagrama de fases para el diéxido de carbono puro, PT: punto triple,
PC: punto critico (Walton e Irown., 1999).
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2.5.3 Destilacion-extraccion  con solvente simultdnea. La técnica de
destilacion-extraccion con solvente simultanea (SDE, por sus siglas en inglés) fue
introducida en 1966 por Likens y Nickerson, en ella, se usan diferentes solventes
organicos, con los cuales se pueden extraer o disolver sustancias sin reaccionar
quimicamente entre si. La técnica combina la destilacion por arrastre con vapor y
la extraccion liquido-liquido (Chacén y col., 2004), y requiere un extractor de
destilacién continua modificado a micro-escala para solventes de alta densidad
(Godefroot y col., 1981), que consiste en un cuerpo Soxhlet, un dedo frio, un
condensador, un balon y una lagrima que se encuentran conectados al cuerpo
Soxhlet por vias diferentes. Con esta técnica, se obtienen los metabolitos volatiles
y semi-volatiles [(Bartak y col., 2000), (Stashenko y col., 1996)].
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2.6 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE COMPUESTOS ORGANICOS

Muchas de las técnicas disponibles para la separacion y purificacion de
metabolitos secundarios de las plantas estan relacionadas con la cromatografia.
De hecho, los métodos de separacion se pueden clasificar en dos grupos:
cromatograficos y no cromatograficos. El primer grupo comprende, entre otros,
métodos preliminares como la cromatografia en columna, CC (Column
chromatography, por sus siglas en inglés) y la cromatografia en capa fina, TLC
(Thin Layer Chromatography, por sus siglas en inglés), las cuales,
complementadas, constituyen los métodos mas empleados para aislar y purificar
compuestos quimicos en matrices soélidas o liquidas, durante experimentos a
pequefia-mediana escala (<20 g). Es importante resaltar, que la eleccién de la
técnica de aislamiento dependerd exclusivamente de las caracteristicas

fisicoquimicas de los analitos que se van a separar (Dickson y col., 2004).

2.7 ANALISIS INSTRUMENTAL

Con el fin de realizar la caracterizacion quimica de los metabolitos secundarios
presentes en los extractos de H. sabdariffa, las muestras se sometieron a un
proceso de separacion cromatografico, empleando una columna de caracter
apolar. Se usé un detector de masas, MSD (Mass Selective Detector, por sus
siglas en inglés). La cuantificacion la fraccion volatil y semi-volatil presente en los
extractos obtenidos por SDE y SFE de la planta, se realiz6 por cromatografia de
gases acoplada a un detector de ionizacion en llama, FID (Flame lonization
Detector, por sus siglas en inglés), y para los extractos obtenidos con solventes,
se cuantificé por HPLC (High-Performance Liquid Chromatography, por sus siglas

en inglés).
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2.7.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. La
introduccién de la espectrometria de masas (MS) es un gran avance en el
desarrollo de las técnicas analiticas, por su gran sensibilidad y su alto grado de
fiabilidad. Su principal ventaja sobre otras técnicas de deteccion es, por un lado,
su capacidad para suministrar informacion sobre la identidad del compuesto, por
otro lado, la MS se presenta como uno de los métodos de deteccion més sensibles

y especificos para el analisis molecular.

El acoplamiento de la cromatografia gaseosa (GC) con la MS es uno de los
métodos mas usados en quimica analitica instrumental. Esta metodologia se
considera una técnica robusta, utilizada de forma rutinaria en los laboratorios de
analisis. El principio de operacion de la MS, se basa en la generacion de iones
moleculares cargados positivamente y sus fragmentos a partir de moléculas
provenientes de la columna GC, mediante el bombardeo con electrones. Los iones
fragmento producidos, entran al filtro de masas, i.e., cuadrupolo, donde son
separados de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z). Después de la deteccién
de los iones con un electro multiplicador, se obtiene la corriente idnica total,
cromatograma, dando informacién sobre los tiempos de retencion (tgr) de cada
compuesto y sus espectros de masas, consistentes con sus patrones de
fragmentacién Unicos. MS es un método de deteccién de alta sensibilidad con una
cantidad pequefia en el rango de 0.1 a 1 ng por compuesto, que puede
incrementarse en el modo de monitoreo del ion seleccionado (SIM), en el cual, se
escogen los iones diagndstico de un compuesto en particular (Stashenko y col.,
2010).

De esta manera, la identificacion de un compuesto, por GC-MS, se realiza por: (1)
comparacion de sus LRI (indices de retencion lineales) con los de una sustancia
de referencia o la reportada en las bases de datos y (2) con base en espectros de
masas experimentales, comparandolos con los espectros de masas de bibliotecas

de espectros, a saber: Adams, NIST, Wiley (Stashenko y col., 2009).
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2.7.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia. El principal inconveniente de la
cromatografia gaseosa es la dificultad en el analisis de determinados compuestos,
por ejemplo sustancias poco volatiles, polares o termolabiles, para los cuales es

necesaria la derivatizacion (Ardey, R., 2003).

La cromatografia liquida de alta eficiencia es una técnica de separacion de
analitos basada en la transferencia de masa entre la fase estacionaria y la fase
movil. Tras disolver la muestra, los analitos son arrastrados a lo largo de la
columna por medio de la fase movil a alta presion. Dado que los analitos tienen
distintas interacciones con la fase movil y la fase estacionaria, la mezcla aparece

separada en sus componentes a la salida de la columna.

HPLC es la técnica mas usada para el andlisis de compuestos fendlicos en
diferentes matrices. En general, para el andlisis de flavonoides, se ha empleado
casi que exclusivamente la cromatografia liquida en fase reversa (RP-HPLC), con
columnas de silice modificada con octilsilano (Cg) u octadecilsilano (Cyg), largos,
entre 100-300 mm, y con didmetro interno usualmente de 4.6 mm (Merken vy
Beecher, 2000).

En cuanto a los sistemas de deteccion, los mas empleados son UV-Vis, arreglo de
diodos (DAD) y MS. Todos los compuestos fendlicos contienen, por lo menos, un
anillo aromatico, en consecuencia, absorben luz ultravioleta (Merken y Beecher,
2000).

2.8 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Un antioxidante (AO) se define como cualquier sustancia que, al estar presente en
bajas concentraciones, en comparacion con la del sustrato oxidable, inhibe o
previene su oxidacién. Los AO se clasifican de acuerdo con su origen, como

naturales o sintéticos (Haliwell, 1990). Segun Krinsky (1992) un antioxidante
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bioldgico o natural es un “compuesto que protege sistemas bioldgicos en contra de
los efectos dafinos potenciales de los procesos o0 reacciones que causen
oxidacion extensiva”, y es extraido a partir de plantas, tejidos animales, o producto
del procesamiento de los alimentos; comunmente son compuestos fendlicos, tales
como tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos. Los compuestos sintéticos son
igualmente compuestos fendlicos, pero a éstos, les han sido introducidos grupos
alquilicos, para aumentar su solubilidad en grasas (Krinsky, 1992), (Exarchou y
col., 2006).

Debido a la complejidad de los extractos de las plantas y alimentos, se han
desarrollado varios métodos para cuantificar la actividad antioxidante, sin
embargo, no existe un método estandar, Unico para esta determinacion. Entre
algunos ensayos, que se realizan para la determinacion de la actividad
antioxidante, se destacan aquellos cuyo mecanismo se da a través de reacciones
de transferencia de atomos de hidréogeno (HAT), por ejemplo: el ensayo ORAC
(capacidad de absorcion de radicales de oxigeno) (Huang y col., 2005), el ensayo
TRAP (parametro antioxidante total de la captura de radicales), el ensayo IOU
(inhibicion de la absorcion de oxigeno) (Re, y col., 1999). Otra clase de ensayos
se dan a traves del mecanismo de reaccion de transferencia de un electron (ET),
por ejemplo: el ensayo TEAC (capacidad antioxidante equivalente a la del Trolox),
el ensayo DPPH (difenil-1-picrilhidracilo), entre otros (Sanchez y col., 2002), (Niki,
y Noguchi., 2000).

2.8.1 Capacidad de absorcion de radicales oxigeno. El ensayo ORAC es un
método validado para la determinacién de la capacidad antioxidante de alimentos
y suplementos nutricionales. Se utiliza la fluoresceina (FL) como indicador,
porque es un compuesto sintético con alto poder fluorescente a pH mayor que 7.0;
con este método se evalua la disminucion de la fluorescencia de la FL con el
tiempo, a medida que reacciona con los radicales peroxilo, en presencia de una

molécula antioxidante (Huang y col., 2005). La velocidad de disminucion de la
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fluorescencia puede reducirse, debido a una competencia entre la FL y el
compuesto antioxidante, por estabilizar los radicales peroxilo (Ou y col., 2001).

2.8.2 Método de Folin-Ciocalteu. Los compuestos fendlicos o polifenoles
constituyen un amplio grupo de sustancias, con diferentes estructuras,
propiedades quimicas y actividad biologica, que contiene mas de 8.000
compuestos distintos. Quimicamente, los compuestos fendlicos son sustancias
que poseen un anillo aromatico, con uno o mas grupos hidréxilo. Como
antioxidantes, los polifenoles pueden proteger las células contra el dafio oxidativo
y, por lo tanto, limitar el riesgo de varias enfermedades degenerativas asociadas al

estrés oxidativo causado por los radicales libres (Martinez y col., 2002).

El método usado cominmente para determinar y cuantificar fenoles totales en
alimentos es el de Folin-Ciocalteu, que se basa en la capacidad de los fenoles
para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene
molibdato y tungstato sodico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando
un complejo fosfomolibdico-fosfotingstico. La transferencia de electrones a pH
basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en 6xidos, cromdgenos
de color azul intenso de tungsteno (WgO23) y molibdeno (MogO.3). La intensidad de
la absorbancia de este color es proporcional al nimero de grupos hidroxilo

presentes en las moléculas (Julkunen, 1985) (Magalhdes y col., 2010).
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3. METODOLOGIA

La parte experimental del trabajo se desarroll6 segun el esquema que aparece a

continuacion:

Figura 8. Metodologia desarrollada en el proyecto
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3.1 SIEMBRA DEL MATERIAL VEGETAL

Para la siembra del material vegetal se dispuso de semillas de Hibiscus sabdariffa
suministradas por el Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM, las cuales
fueron sembradas en el vivero N° 2 durante 2 meses y, posteriormente, fueron
trasplantadas a la zona de cultivos, donde crecieron hasta ser cosechadas

después de los 9 meses.

3.2 RECOLECCION Y SECADO DEL MATERIAL VEGETAL

Después de que los arbustos de H. sabdariffa dieron frutos, estos se recolectaron
de la zona de cultivos experimentales ubicados en el campus principal de la
Universidad Industrial de Santander. Parte del material vegetal fue secado a la
sombra, a temperatura ambiente, y otra parte, en un liofilizador de bandejas Virtirs
Advance Plus (New York, EE.UU.) (Figura 9).

Se realiz6 una curva de secado, para las flores deshidratadas a la sombra, y otra,
para las liofilizadas, con el fin de determinar el tiempo necesario para el secado
del material vegetal. De igual forma, se determiné el porcentaje (%) de humedad

relativa del material vegetal, después de someterlo al proceso de secado.
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Figura 9. A). Equipo de liofilizacién; B). Secado del material vegetal a la
sombra. Fotografia tomada por la autora en el CENIVAM, UIS-Bucaramanga,
14 de agosto de 2012.

Para determinar la humedad relativa remanente del material vegetal deshidratado
se utilizé el Método de Secado al Horno, que consiste en poner 2 g de material
vegetal en un crisol, previamente secado y pesado, e introducirlo en una estufa a
103°C durante 24 h; posteriormente, el crisol con la muestra es introducido en un
desecador para que se enfrie lentamente, dejdndolo 30 min, después de este

proceso, se pesa rapidamente en una balanza analitica.

3.3 OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES

El material vegetal recolectado se pico hasta llegar a un tamafio de particula ca. 5
mm de didmetro. Posteriormente, se realizaron extracciones con fluido
supercritico, destilacién-extraccion con solvente simultanea y extraccién con

solventes.

3.3.1 Extraccion con fluido supercritico. Para la extraccion con CO;
supercritico, se emple6 un equipo de extraccion a escala piloto Thar SFE-2000-2-
FMC50 (Thar Instruments, Inc, Pittsburgh, PA, EE.UU.) (Figura 10), equipado con

un porta-muestra en acero inoxidable con capacidad para 2x10°m?; un sistema de
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separacién y coleccion de los extractos tipo ciclén, con capacidad para 5 x 10 m?;
un regulador automatico e independiente de temperatura y presion; bombas de
alta presion P-200A, para el CO; y un medidor de flujo Sitrans FC Massflo tipo
MASS6000 (Siemens AG, Berlin, Alemania).

Figura 10. Equipo de extraccién con fluido supercritico Thar SFE-2000.
Fotografia tomada por la autora en el CENIVAM, UlS-Bucaramanga, 10 de
febrero de 2012.

Las condiciones de operacion empleadas durante el proceso de extraccién con
fluido supercritico, se encuentran reportadas en la Tabla 2. El experimento se

realizé por triplicado.

Tabla 2. Condiciones del proceso de extraccién SFE.

Parametro Valor
Material vegetal 0,11 kg
Presion 15 MPa
Temperatura 323K
Flujo de CO: 20 g/min
Tiempo de extraccion 2h
Co-solventen Etanol
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El rendimiento de la extraccién, se determind con base en el peso inicial del

material vegetal empleado y el peso del extracto obtenido, segun la Ecuacién 1.

WAE
MV

x 100 Ecuacion 1

% Rendimiento =

En donde:
W e = Peso del extracto obtenido;

Wwv= Peso inicial del material vegetal deshidratado.

Finalmente, se tomaron 10 mg del extracto, se depositaron en un vial, se
adicionaron 0.6 pL de Istd (patron interno, n-tetradecano). La mezcla anterior se

aforé a 1 mL con metanol y se inyecté al GC-MS, para su analisis.

3.3.2 Extraccion por destilacién-extraccion con solvente simultanea. En el
Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas, se han realizado
estudios con la técnica de destilacion-extraccion con solvente simultanea,
utilizando un montaje similar al descrito por Godefroot, siguiendo una metodologia
descrita por Stashenko y col. (1996); en el cual, se conecta en la parte inferior del
equipo de destilacién continua a micro-escala, un balén con el material vegetal
(6,5 g), en el que se adiciona agua como solvente (30 mL), por la otra salida

inferior, se conecta un reservorio, que contiene diclorometano (Figura 11).
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Figura 11. Equipo de destilacién-extraccion con solvente simultanea a micro-
escala. Fotografia tomada por la autora en el CENIVAM, UlS-Bucaramanga,
20 de enero de 2013.
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3.3.3 Extraccién con solvente. Se pesaron ca. 2 g de material vegetal liofilizado
en dos vasos de precipitado y se adicionaron 20 mL de metanol y 20 mL de agua,
respectivamente, en cada uno de los vasos. Se sometieron a sonicacion con
ultrasonidos por 15 min, seguidamente, se filtr6 el extracto en un embudo, por
gravedad, con papel filtro; se repitio el procedimiento 24 veces (Figura 12), hasta
que el extracto fuera incoloro. Los extractos obtenidos se concentraron por
rotoevaporacion a 35 °C y 800 mbar, se guardaron refrigerados a 7 °C. Este

procedimiento se repitié utilizando material vegetal secado a la sombra.
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Figura 12.Extraccion con solventes: A). Primera extraccion con metanol y
agua. B) Extraccion No. 24, donde se observa el extracto incoloro. Fotografia
tomada por la autora en el CENIVAM, UlS-Bucaramanga, 5 de febrero de
2013.

3.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO

Con el fin de realizar la caracterizacion quimica de los metabolitos secundarios
presentes en los extractos obtenidos por SFE y SDE de H. sabdariffa, las
muestras se sometieron a un proceso de separacion cromatogréafica, empleando
una columna apolar. Se us6 un detector de masas, MSD. La cuantificacion de los
compuestos presentes en los extractos de la planta, se realizdé por cromatografia

de gases acoplada a un detector de ionizacion en llama, FID.

3.4.1 Analisis por GC-MS en columna apolar. El andlisis cromatografico se llevo
a cabo en un equipo Agilent Technologies 6890N Network GC System (Figura 13)
(Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector
selectivo de masas Agilent Technologies 5973, con un puerto de inyeccion
split/splitless (250 °C, relacién de split 30:1) y un inyector automatico Agilent
7683B. La separacion de los analitos de la mezcla se realiz6 en una columna
capilar con fase estacionaria apolar DB5-MS (J & W Scientific, Folsom, CA,

EE.UU.) con dimensiones de 60 m x 0,25 mm, D.l. x 0,25 pm, d;, con fase
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estacionaria de 5%-fenil-poli(metilsiloxano). El gas de arrastre empleado fue helio
(He, 99.995%, Grupo Linde, Colombia) con una presion de entrada en la cabeza
de la columna de 16,47 psi, y una velocidad de flujo constante de 1 mL/min. La
programacion de temperatura en el horno fue de 45 °C (5 min), 120 °C (5 min) @
4 °C/min, 150 °C (7 min) @ 5 °C/min, 275 °C (40 min) @ 10 °C/min.

Figura 13. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890N Network GC
System. Fotografia tomada por la autora en el CENIVAM, UlS-Bucaramanga,
20 de enero de 2013.

3.4.2 Sistema de adquisicién de datos. Los espectros de masas se obtuvieron
empleando el método de ionizacién con electrones, El, con energia de 70 eV. Las
temperaturas de la camara de ionizacion y de la linea de transferencia
permanecieron a 230 y 280°C. Los espectros de masas y las corrientes ionicas
reconstruidas, TIC (Total lon Current, por sus siglas en inglés) se obtuvieron
mediante un analizador cuadrupolar, operado en modo de barrido automatico de
radiofrecuencia (full scan) a 4,75 scan s™, en el rango de masas de m/z 40-350
Da. Los datos cromatograficos y espectrométricos se obtuvieron y se procesaron
con el sistema de datos Chemstation (G1701DA MSD).
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3.4.3 Identificacién. La identificacion cualitativa de los compuestos en los
extractos, se realizd por comparacion de sus indices de retencion lineales (LRI) y
los espectros de masas experimentales, con los reportados en las librerias de

compuestos Adams, NIST o Wiley (Stashenko y col., 2009).

Los LRI se calcularon con base en los tiempos de retencion de una serie
homologa de patrones de hidrocarburos lineales desde Cg hasta Cys. Su

determinacion se realiz6 empleando la Ecuacion 2.

LRI = 100n + 100 Rx—Rn Ecuacion 2
tRN—tRn
En donde:
LRI= indice de retencion lineal del compuesto de interés;
n= NUmero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes del

compuesto de interés.

N= Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye después del
compuesto de interés.

trx= Tiempo de retencién del compuesto de interés.

trny trn= Tiempos de retencion de n-alcanos que eluyen antes y después del

compuesto de interés, respectivamente.

3.4.4 Cuantificacién. La cuantificacion de los compuestos presentes en las

matrices se realiz6 por medio de la cromatografia de gases con el FID.
El andlisis cuantitativo de los extractos se llevd a cabo en un equipo Agilent

Technologies 6890A Network GC System (Figura 14) (Agilent Technologies, Palo
Alto, California, EE.UU), acoplado a un FID (250°C), con un puerto de inyeccion
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split/splitless (250° C, relacion de split 30:1) y un inyector automatico Agilent
7683B. La separacion de los analitos de las mezclas se realiz6 en una columna
capilar de naturaleza apolar DB5-MS (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) con
dimensiones de 60 m x 0,25 mm, 0,25 um, d;, con fase estacionaria de 5%-fenil-
poli(metilsiloxano). El gas de arrastre empleado fue helio (He, 99,995%, Grupo
Linde, Colombia.), con una presion de entrada en la cabeza de la columna de
16,47 psi, y una velocidad de flujo constante de 1 mL min™>. Las velocidades de
flujos de gases de combustion en el detector de ionizacion en llama, FID, aire e
hidrégeno, se mantuvieron a 300 y 30 mL min™, respectivamente; el gas auxiliar
fue nitrogeno (N,, 99,995%, Grupo Linde, Colombia), a 30 mL-min™. Los datos
obtenidos fueron procesados por medio del software GC ChemStation Rev.
B.01.03 (204). La programacion del horno fue de 45 °C (5 min), 120 °C (5 min) @
4 °C/min, 150 °C (7 min) @ 5 °C/min, 275 °C (40 min) @ 10 °C/min.

La cuantificacion de los metabolitos se realizd mediante el método de
estandarizacion interna, empleando como patrén interno, n-tetradecano, segun la

Ecuacion 3.

C XA .,
= std77x Ecuacion 3
AIstd

En donde:

C,= Concentracion (g/L) del analito en la muestra.
Cista= Concentracion (g/L) del Istd.

A= Area (cuentas) del pico cromatogréafico del analito.
A= Area (cuentas) del pico cromatogréfico del Istd.
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Figura 14. Cromatégrafo de gases Agilent Technologies 6890A Network GC
System. Fotografia tomada por la autora en el CENIVAM, UIS-Bucaramanga,
20 de enero de 2013.

3.4.5 Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia. Para el andlisis de
antocianinas se siguié la metodologia descrita por De Ancos y col. (2000), con
algunas modificaciones. Se utilizé6 un cromatégrafo liquido Agilent Technologies
1200, (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UU), (Figural5), equipado
con una bomba cuaternaria Agilent Technologies G1354A, y detectores UV-Vis 'y
de arreglo de diodos, DAD, ATG1315B. La separacion se realiz6 en una columna
apolar Agilent Tecnologies ZORBAX Extend Ci;gde 250 x 4.6 mm y 5 um de
tamafo de particula. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: Fase
movil A fue acetonitrilo, fase mévil B fue acido fosférico al 1%; flujo de 1 mL/min,

deteccion se realizé a 520 nm, temperatura 30°C.
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Tabla 3. Condiciones cromatograficas

Tiempo (min) Acetonitrilo, % Acido fosférico al 1%, %
0-10 6 94
10-55 20 80
55-60 20 80

Figura 15. Cromatografo liquido Agilent Technologies 1200 Series. Fotografia
tomada por la autora en el CENIVAM, UlS-Bucaramanga, 20 de enero de
2013.

3.5 AISLAMIENTO DE ANTOCIANINAS

El aislamiento de las antocianinas principales (delfinidina-3-sambubiosido vy
cianidina-3-sambubiosido) presentes en H. sabdariffa, se realiz6 a partir del
extracto metandlico. Para ello, el desarrollo del proceso se dividié en tres etapas:
(1) Purificacion del extracto metanolico empleando extraccion en fase sélida
(SPE); (2) Seleccion de las condiciones de elucién y separacion por capa fina 'y (3)

Caracterizacién quimica de las antocianinas por HPLC.

50



3.5.1 Purificacién del extracto metandélico empleando extraccién en fase
solida. La purificacion de antocianinas se realizd por extraccion en fase solida,
siguiendo la metodologia descrita por De Ancos y col, 2000, con algunas
modificaciones. A través de un cartucho apolar Cig (matriz C1g unida a silice; de

300 mg, marca Agilent).

El acondicionamiento del cartucho se realiz6 pasando por €l dos volimenes de
metanol, y tres volimenes de agua acida (0.01% de HCI en agua tipo HPLC v/v).
Después se adicionaron 250 pL de extracto concentrado de flor de Jamaica,
disuelto en agua tipo HPLC. El lavado se realiz6 con dos volumenes de agua
acida (0.01% de HCI en agua tipo HPLC v/v) y para la elucion de las antocianinas,
se emplearon dos volimenes de metanol 4cido (0.01% de HCI en metanol v/v).
Las antocianinas purificadas se concentraron con corriente de nitrégeno y se

almacenaron a -20 °C.

3.5.2 Seleccién de las condiciones de elucion y separacién por capa fina. El
segundo paso fue la seleccibn del sistema de elucibn para separar las
antocianinas por TLC (Thin Layer Chromatography, por sus siglas en inglés). Las
antocianinas obtenidas en la Seccion 3.5.1, se disolvieron en 0.5 mL de metanol.
La separacién de antocianinas del extracto metandlico de flor de Jamaica, se
realizé usando como fase estacionaria placas de silica gel 60 F,s4 TLC de aluminio
de 20 x 20 cm (marca Merck), y la fase mévil fue una solucion de butanol: agua:
acido aceético, en relacion 4:2:1 (v/v). Las placas se eluyeron en una caja Coplin
(Figura 16) hasta observar que el frente del solvente recorriera la placa y se

tuviera una buena separacion.
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Figura 16. Elucion de una placa cromatogréafica en caja Coplin. Fotografia
tomada por la autora en el CENIVAM, UIS-Bucaramanga, 30 de agosto de
2013.

Posteriormente, se raspo la franja azul-violeta y la franja roja por separado; cada
fraccion se deposité en un Erlenmeyer, se le adicioné metanol, se taparon con
papel aluminio y se pusieron en agitacion durante 30 min. Después, cada fraccion
se filtr6 en un embudo por gravedad, se recolecté en un tubo de ensayo cada una
de las fracciones y se concentraron con corriente de nitrégeno a sequedad (Figura
17).

Figura 17. Compuestos separados por cromatografia en capa fina. Fotografia

tomada por la autora en el CENIVAM, UlS-Bucaramanga, 3 de septiembre de

2013.
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3.5.3 Caracterizacion y cuantificacion quimica de antocianinas. La
caracterizacion y cuantificacion de las antocianinas, se realizé por HPLC-DAD. Las

condiciones del proceso de separacion se reportan en la Seccion 3.4.5.

La elucidacion de los compuestos aislados se determin6 por comparacion del perfil
antocianico de la flor de Jamaica obtenido por HPLC, con el reportado en la
literatura por Wong y col. (2002); Sukwattanasinh y col. (2007). Los datos
obtenidos fueron procesados por medio del software Agilent Chem Station LC
versionB.04.03-SP1.

La cuantificacion se realizé empleando el método de estandar externo. Las curvas
de calibracion se realizaron con concentraciones diferentes (500-4000 ppm) de los
compuestos aislados y purificados, que fueron empleados como patrones de

referencia.

3.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para el desarrollo del ensayo ORAC, se empleé el equipo lector de microplacas de
96 pozos (Figura 18), en el moédulo de fluorescencia, con filtros que manejan
longitudes de onda de A= 490 nm, de excitacion, y A= 510-570 nm, de emision. La
capacidad antioxidante de los extractos obtenidos por SFE, con solventes y de las
antocianinas aisladas, se midid6 por la inhibicion en la disminucion de la
fluorescencia segun la metodologia reportada por Ou y col., (2001), para este
propésito, se utilizo la fluoresceina como indicador molecular y el blanco de ataque
de los radicales peroxilo generados por el AAPH. La proteccion antioxidante se
medio a partir de la diferencia entre el area de fluorescencia bajo la curva (ABC)
de cada muestra y el ABC del blanco. El area neta obtenida se utilizé para calcular
los umol Trolox®/g de extracto, previa realizacién de una curva de calibracion. El

calculo se realizé con base en la Ecuacién 4. Cada medicién se hizo por triplicado
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y los resultados se expresaron como el valor promedio + la desviacion estandar.
(Arias, G., 2012).

ABC=1+ F;/F, Ecuacion 4.

En donde:
Fi= Fluorescencia en el tiempo i;

Fo= Fluorescencia en el tiempo inicial (O min).

El valor neto de ABC se obtuvo restando el ABC blanco de la reaccién al ABC de

cada una de las mediciones, segun la Ecuacién 5.

ABC peta = ABC puestra — ABC planco Ecuacion 5.
Figura 18. Equipo lector de microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ II
Microplate Multimode Reader. Fotografia tomada por la autora en el
CENIVAM, UlS-Bucaramanga, 23 de agosto de 2013.
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3.7 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Para el desarrollo del ensayo Folin-Ciocalteu, se empled el equipo lector de
microplacas de 96 pozos (Figura 18), en el modulo de absorbancia; este método
es usado comunmente para determinar y cuantificar fenoles totales en alimentos.
El reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla, color amarilla, que contiene acidos
fosfomolibdico y fosfowolframico, los cuales en medio basico se reducen al oxidar
los compuestos fendlicos, originando 6xidos cromogenos de color azul intenso de
molibdeno (MogO.3), y de wolframio (WgOy3); la absorbancia se medié a 750 nm y
la intensidad de la absorcién es proporcional a la concentracion de compuestos
fendlicos (Kuskoski y col., 2005).

Se us6 acido galico como patron de referencia, para realizar la curva de
calibracion. La concentracién de fenoles totales se expresé en mg de acido
galico/g de extracto. Cada medicion se hizo por triplicado y los resultados se

expresaron como el valor promedio * la desviacion estandar (Arias, G., 2012).

Las determinaciones se hicieron en un lector de microplacas Turner Biosystems
Inc., ModulusTM Il Microplate Multimode Reader, con microplacas de poli(estireno)
de 96 pozos, que se encuentra equipado con modulos de absorbancia (UV-Vis) y

fluorescencia (Turner Biosystems, CA, EE.UU) (Figura 18).
Los resultados obtenidos de los ensayos de ORAC y Folin-Ciucalteu se

compararon con los obtenidos de patrones certificados de antioxidantes sintéticos:

el BHT y el a-tocoferol.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

Este trabajo, se desarroll6 en 4 etapas experimentales: 1). Siembra, recoleccion y
secado del material vegetal. 2). Aislamiento y caracterizacion de los extractos de

H. sabdariffa obtenidos por diferentes técnicas. 3). Aislamiento de delfinidina-3-
sambubidsido y cianidina-3-sambubidsido (antocianinas principales de la flor de
Jamaica). 4). Evaluacion de la actividad antirradicalaria y contenido total de
fenoles en los extractos obtenidos con solventes y CO;, supercritico. A
continuacion, se muestran los resultados obtenidos en esta investigacién, con su

respectivo analisis.

4.1 IDENTIFICACION BOTANICA DE LA ESPECIE H. sabdariffa L.

En el presente trabajo, se realizd la identificacion botanica de la especie en
estudio, que fue cultivada en parcelas experimentales del Complejo Agroindustrial
Piloto de CENIVAM. Para esto, una exsiccata de planta completa se envi6 al
Herbario Nacional Colombiano, Instituto de Ciencias Naturales, Universidad de
Colombia. Los resultados de la identificacion boténicas se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4.ldentificacion taxondmica de Hibiscus sabdariffa L.

Nombre comun Especie Familia No. COL

Flor de Jamaica Hibiscus sabdariffa L. Malvacea 568236

4.2 SECADO DEL MATERIAL VEGETAL

A continuacion, se muestra la curva de secado, construida con los datos
experimentales obtenidos después de someter el material vegetal de H. sabdariffa

a un proceso de secado a la sombra (Figura 19).
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Figura 19. Curva de secado a lasombra de la especie H. sabdariffa.
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En la Figura 20, se muestra la curva de secado, construida con los datos
experimentales obtenidos después de someter el material vegetal de H. sabdariffa

a un proceso de liofilizacion.

Figura 20. Curva de secado por liofilizacién de la especie H. sabdariffa.
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En las Figuras 19 y 20, se muestra el cambio del peso durante el proceso de
secado de la planta, con respecto al tiempo. Como se puede observar, para secar
la planta a la sombra, fueron necesarias 336 h (ca. 14 dias), mientras que para
secar por liofilizacion solo se requirieron 24 horas (ca. 1 dia), es cuando se
alcanza la humedad de equilibrio, la cual se define como la humedad méas baja
que puede conservar un material, en funcion de la humedad relativa del aire que

rodea la muestra.
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Para determinar el % de humedad relativa en las muestras, se empled la

Ecuacion 6

Pw—-Pd

* 100 Ecuacion 6
Pd

% de Humedad =

Donde:
Pw= Peso del material vegetal humedo (g)

Pd= Peso del material vegetal seco.(g)

Teniendo en cuenta la Ecuacion 6, el material vegetal secado a la sombra
presenté un 15% de humedad, lo que significa que desde el momento en que se
inicié el secado a la sombra, la planta perdio un 85% en peso. Por otra parte, el
material vegetal liofilizado perdi6 un 90% en peso, mientras que el 10%

correspondia a la masa del material vegetal.

Es importante tener en cuenta, que el material vegetal secado a la sombra
presenté un porcentaje de humedad mayor, comparado con el liofilizado, debido a
gue la planta secada a la sombra se encontraba en un espacio abierto, razén por
la cual, el contenido de humedad final de la misma, esta sujeto a las variaciones

de la humedad relativa del ambiente.

4.3 ANALISIS POR GC-MS DE LA COMPOSICION QUIMICA DE EXTRACTOS
DE Hibiscus sabdariffa L., OBTENIDOS POR SFE Y SDE

Los extractos fueron analizados por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masa GC-MS, usando los parametros experimentales descritos
en la Secciéon 3.4.1. En los extractos de flores liofilizadas y secadas a la sombra
obtenidos por SDE, se detectaron 32 compuestos, respectivamente, de los cuales

se pudieron cuantificar 22 compuestos, en concentracion mayor de 1 ppm. Entre
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los compuestos, se lograron identificar derivados de 4cidos grasos, derivados de
azucares, derivados fendlicos, terpenos, entre otros. En la Figura 21, se muestran
los perfiles cromatrograficos obtenidos por GC-MS, de célices de H. sabdariffa
liofilizadas y secadas a la sombra. La identificacion de los picos cromatograficos,

se reporta en la Tabla 5.

Figura 21. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC-MS de los metabolitos
secundarios aislados de H. sabdariffa. A). Extracto obtenido por SDE de
flores secadas a la sombra. B). Extracto obtenido por SDE de flores
liofilizadas. Columna DB-5 (60 m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).
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Tabla 5. Identificacion, concentracion (ppm) de los componentes presentes
en los extractos de Hibiscus sabdariffa L.

No. LRI Concentracion, ppm
Pico Compuesto pB-SMS
Exp. Lit.* Sombra Liofilizada
Valor Valor Ref.
1 Hexanal 801 800 Adams, P.(2004) trazas trazas
2 2,4-Dimetilheptano 822 822 Xu. y col. (2003) 4,1+0,4 5,6+0,9
3 Furfural 834 830 Adams, P.(2004) 16418,2 12748,9
A 2,4-Dimetilhepteno 842 842 Alissandrakis y col. 23+2,6 38+2,4
(2005)
5 2-Hexenal 853 854 Adams, P.(2004) trazas trazas
6 4-Metiloctano 863 862 Wang. y col. (1994) 2,340,2 3,9+0,7
7 Heptanal 902 899 Adams, P.(2004) trazas trazas
8 5-Metilfurfural 962 962 Adams, P.(2004) trazas trazas
9 Benzaldehido 965 961 Adams, P.(2004) trazas trazas
2,2,6-Trimetil-6- 973 960 Chen, y col. (1998) trazas 3,1£0,1
10 (vinil-2H)tetrahidro
pirano
1 Sulcatona 985 985 Adams, P.(2004) trazas trazas
12 2-Pentil furano 992 992 Pino. y col. (2005) trazas trazas
13 Octanal 1003 1001 Adams, P.,(2004) trazas trazas
14 p-Cimeno 1028 1026 Adams, P.(2004) trazas trazas
15 Limoneno 1030 1031 Adams, P.(2004) 12,4+0,4 15,1£0,1
16 Eucaliptol 1037 1033 Adams, P.(2004) 4,1£0,2 4,9+0,4
17 N.I. 1059 6,310,2 9,8+0,8
2,2-Dimetil-5-(1-metil 1065 1065 Chen, y col. (1998) 2,540,1 4,3+0,4
18 propil) tetrahidro
furano
19 cis-Oxido de linalol 1074 1074 Adams, P.(2004) 12,9404 16,8+0,3
20 N.I. 1081 - 3,940,2 5,6+0,3
o1 trans-Oxido de 1090 1088 Adams, P.(2004) 3,310,3 4,740,2
linalol
22 p-Cimeneno 1093 1089 Adams, P.(2004) 2,940,1 7,440,1
23 N. I 1096 - 2,2+0,1 4,2+0,2
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LRI Concentracion, ppm

No.
Pico Compuesto PB-SMS
Exp. Lit.* Sombra Liofilizada
Valor Valor Ref.
24 Linalol 1099 1098 Adams, P.,(2004) 1141,3 17,2431
2 Nonanal 1108 1108 Zehentbauer. y col., 71,2 9+1,9
2002
26 Salicilato de metilo 1198 1190 Adams, P.(2004) 8,540,3 12,840,2
o7 a-Terpineol 1200 1207 Hognadottir y col. 12+2,5 trazas
(2003)
28 Metil chavicol 1202 1195 Adams, P.(2004) trazas trazas
29 N.I. 1280 - 9,310,3 13,540, 1
30  Timol 1290 1290 Adams, P.(2004) 1,60,1 trazas
31 Carvacrol 1300 1298 Adams, P.(2004) 6,240,2 9,8+0,9
32 Eugenol 1366 1356 Adams, P.(2004) 25441 8,6+1,1

Exp: indice de retencion lineal calculado con la Ecuacion 3.

*Lit: indice de retencién lineal tomado de la literatura

La composicion del extracto de H. sabdariffa L. se caracterizé principalmente, por
la presencia de derivados de azucares, compuestos terpénicos, derivados de
acidos grasos y derivados fendlicos. Las distintas familias de compuestos

guimicos se representan en la Figura 22.
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Figura 22. Clasificacién por familias de compuestos quimicos presentes en
el extracto de H. sabdariffa liofilizada o secada a la sombra. D.A.G:
Derivados de acidos grasos; D.A: Derivados de azlcares; F:. Derivados

fendlicos; T: Terpenos.
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En la Figura 22, se puede observar que los derivados de los azlcares,
constituyen la familia de componentes mayoritarios en el extracto obtenido por
SDE, tanto para las flores liofilizadas, como para secadas a la sombra. El furfural,
para ambos casos, fue el compuesto mayoritario (164 y 127 ppm). Este
compuesto no hace parte del metabolismo secundario de la planta, por el
contrario, su presencia, se puede explicar a través de la degradacion de los
carbohidratos (Antal y col., 1990, 1991). La formacion del furfural puede resultar
por dos vias, a saber: 1). Por medio de la reaccién de Maillard (Kroh, 1994) o 2)

Por deshidratacion de pentosa y hexosa (Antal y col., 1990, 1991).
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Una posible hipotesis, para explicar que la cantidad de furfural es mas alta, en el
extracto de flores deshidratadas a la sombra, puede ser que el proceso de su
formacion es lento y demanda mucho mas tiempo en comparacion con el proceso
de liofilizacion, por lo tanto, el agua presente en la matriz vegetal, se va eliminando
lentamente, hasta que el contenido de humedad de la planta se equilibra con la
humedad del ambiente, dando lugar a procesos enzimaticos y de degradacion de
carbohidratos. Eichner y col. (1972), en su investigacion, afirman que el contenido
de agua puede acelerar el proceso de degradacion de azucares, tal como se

aprecia para los resultados obtenidos por medio del secado a la sombra.

El proceso de liofilizacion, por el contrario, es un método, que opera en
condiciones controladas y a bajas temperaturas, eliminando el agua presente en la
matriz vegetal y reduciendo las pérdidas de los componentes termo-sensibles
(Abascal y col., 2005); es posible, que por este método de secado, haya menor
actividad enzimatica en la planta deshidratada, ya que el contenido de humedad
se reduce drasticamente. Otros autores aseguran que la liofilizacion, a menudo,
altera el perfil de volétiles de las plantas y, a veces, puede aumentar
significativamente su cantidad o, al contrario, degradarlos (Bos y col., 2002; Diaz
y col., 2003).

Es necesario tener en cuenta que, como los extractos se obtuvieron a través de
destilacién-extraccion con solvente simultdnea, en la cual se empleé un bafio de
aceite con temperatura superior a los 100°C, es posible, que también la formacién
de furfural se hubiese dado, a través de la reaccion de Maillard, porque Kroh. L.
(1994), afirma que la reaccién de Maillard procede eficazmente a temperaturas

>50°C y es favorecida a pH 4-7, es decir, en el intervalo de pH de la planta.

Una segunda familia de compuestos presentes en los extractos obtenidos por
SDE, son los terpenos. Es posible apreciar, segun la Figura 22, que estos

compuestos se encontraron en mayor proporcion en el extracto obtenido de
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material liofilizado, debido a que se logrd preservar mejor la fraccion volatil por
este método de deshidratacion, con respecto al secado realizado a la sombra,
donde su cantidad se ve disminuida, porque el material vegetal estuvo expuesto al
ambiente, durante un periodo de 15 dias, cuando algunos compuestos se pudieron
haber perdido por volatilidad. Los resultados obtenidos en este trabajo de
investigacién, con respecto a los publicados por Chen y col. (1998) son
congruentes, a pesar de que estos autores emplearon otros métodos de secado
(secado en estufa a diferentes temperaturas) para el analisis de volatiles en té de
H. sabdariffa. Yousif y col. (2000) reportaron que el contenido de timol, en orégano
mexicano (Lippia berlandieri Schauer) habia incrementado después de someter el
material vegetal a liofilizacién, con respecto a otros métodos de secado, como el
secado en estufa a diferentes temperaturas, lo cual esta de acuerdo con lo que
afirman Bos y col. (2002); Diaz y col. (2003), pues constatan, que la liofilizacion a
menudo altera el perfil de volatiles de las plantas.

Los extractos de H. sabdariffa obtenidos por SFE presentan un olor caracteristico
a “vino”; son de consistencia viscosa y de color amarillo-verdoso. Los rendimientos
de los extractos obtenidos con CO, supercritico, se encuentran tabulados en la
Tabla 6.

Tabla 6. Rendimientos de extracto de flor de Jamaica, obtenidos con fluido

supercritico (SFE).

Muestra Cantidad de material Humedad, % Extracto Rendimiento, %*
utilizado, g obtenido, g
Flor liofilizada 110.89 10 0.30 0.30
Flor secada a la 110.89 15 0.36 0.38
sombra

*E| rendimiento fue calculado en base seca.
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En los extractos obtenidos por SFE de flores liofilizadas y secadas a la sombra se
identificaron 15 compuestos, de los cuales fue posible cuantificar 10 compuestos,
en concentraciones mayores de 3 ppm. Ente los componentes mayoritarios
identificados se destacan dos familias, una, de triterpenos (a-amirin) y la otra, de
acidos grasos (palmitato de etilo, linoleato de etilo, entre otros). En la Figura 23,
se muestran los perfiles cromatrogréficos obtenidos por GC-MS, del extracto
obtenido con CO; supercritico de calices de H. sabdariffa liofilizadas y secadas a

la sombra. La identificacion de los picos cromatograficos, se reporta en la Tabla 7.

Figura 23. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC-MS de los metabolitos
secundarios aislados de H. sabdariffa. A). Extracto obtenido por SFE de
flores secadas a la sombra. B). Extracto obtenido por SFE de flores
liofilizadas. Columna DB-5 (60 m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).
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Tabla 7. Identificacibn y concentracion (ppm) de los componentes
principales del extracto de Hibiscus sabdariffa L. obtenido por SFE

LRI
DB-5MS Concentracion, ppm
No. Secado a la
Pico Compuesto Exp. Lit* sombra Liofilizada
5-(Hidroximetil)-2-

2 (dimetoximetil)furano 1283 trazas trazas
3 Carvacrol 1300 1299 trazas 17,7£0,2
4 Palmitato de metilo 1924 1927 5,540,7 8,410,7
5 Palmitato de etilo 1992 1993 6,442,2 639,2
6 Linoleato de metilo 2094 2092 9+1,2 10,6413
7 Oleato de metilo 2100 2103 15,5429 3,704
8 Linoleato de etilo 2159 2159 19,3+3,4 7618,1
9 a-Tocoferol 3129 3131 trazas 3,60,6
10 A5 -campesterol- 3231 trazas trazas
11 EPIENDESMIN 3240 trazas trazas
12 Estigmasterol 3255 trazas trazas
13 y- Sitosterol 3314 6,6+0,2 6,90,1
14 Fucosterol 3326 18+3,0 7,7£0,1
16 a-Amirin 3399 104,+1,0 10,9+0,5

Exp: indice de retencion lineal calculado con la Ecuacién 3.

*Lit: indice de retencion lineal tomado de la literatura (Adams, 2004).

Segun Reverchon y col. (2006), en el proceso de extraccidon con fluido
supercritico, el aumento de la presidn y una temperatura constante, conduce a un
mayor rendimiento, debido al aumento de la densidad del solvente. Sin embargo,
las extracciones realizadas a 15 MPa y 323 K, presentaron rendimientos bajos
comparados con los reportados por Lukmanto y col. (2013), quienes hicieron un
disefio experimental, para la extraccion de compuestos fendlicos a partir de flor de
Jamaica: esto se debe principalmente al tamafio del equipo usado en esta
investigacion. Meireles y col. (2005) estudiaron el escalamiento del proceso SFE,
determinaron que el principal inconveniente en los equipos a escala piloto, es la
pérdida de extracto en las paredes de las tuberias. Debido al empleo de altas

presiones (15MPa), se esperaba extraer compuestos de alto peso molecular,
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especialmente, flavonoides, pero con las condiciones empleadas no se logré su
aislamiento, sin embargo, se extrajeron &cidos grasos, fitosteroles y triterpenos,
gue también son compuestos apolares de alto peso molecular. La identificacion de
los fitosteroles y de los triterpenos se realizd Uunicamente por comparacion de los
espectros de masas con los reportados en las base de datos Adams, Nist y Wiley,
debido a que no se encuentran bases de datos donde se reportan los LRI de estos
compuestos. Los espectros de masa de los compuestos identificados a través de

bases de datos, se encuentran en el Anexo 1.

4.4 AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DE ANTOCIANINAS EN EXTRACTOS
OBTENIDOS CON SOLVENTE

Los extractos obtenidos con solvente (metanol y agua) no se pueden analizar por
GC-MS, ya que se extraen analitos de alto peso molecular, termolabiles y no
volatiles, por lo tanto, fue necesario analizar estos extractos por cromatografia
liguida. Para realizar dicho analisis, hay que contar con patrones de referencia,
con los cuales se pueda identificar por comparacion de los tiempos de retencion y
del espectro UV-Vis los analitos presentes en la matriz vegetal. Por tal motivo, se
opté por aislar las antocianinas mayoritarias presentes en H. sabdariffa, para
compararlas con el perfil antocianico de H. sabdariffa. El perfil antocianico es un
término que se refiere al patrébn de las antocianinas presentes en un material
bioldgico. Las condiciones experimentales que se siguieron para su aislamiento se

encuentran en la Seccioén 3.5.

Comparando el perfil antocidnico obtenido (Véase Figura 24) con el reportado en
la literatura por Wong y col. (2002) y Sukwattanasinh T. y col. (2007), en la
Figura 25 se identifican las dos antocianinas mas representativas de H.

sabdariffa.
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Figura 24. Perfil de antocianinas obtenido por HPLC-DAD de la flor de
Jamaica a 520 nm en un extracto metanélico, columna ZORBAX Extend Cis.

Y 3 G A W

Figura 25. Perfil de antocianinas de la flor de Jamaica a 520 nm reportado

por Wong y col. (2002) y Sukwattanasinh T. y col. (2007).

De acuerdo con lo reportado por Francis y col. (1973), Wong y col. (2002),
Sukwattanasinh T. y col. (2007) los picos son identificados como: 1). Delfinidina-3-
sambubiosido (Figura 26) y 2). Cianidina-3-sambubidsido (Figura 27); de igual
forma, reportan el compuesto 1, como el mayoritario seguido del 2. Sin embargo,

para realizar la cuantificacion de estas antocianinas, fue necesario aislarlas.
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Figura 26. Estructura quimica de delfinidina-3-sambubiosido.

En la Figura 28, se presenta el perfil cromatografico obtenido por HPLC-DAD de:
A). Mezcla de antocianinas; B). Compuesto 1 (delfinidina-3-sambubiosido); C).
Compuesto 2 (cianidina-3-sambubiosido), aisladas por TLC del extracto

metandlico de H. sabdariffa
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Figura 28. Perfil cromatografico obtenido por HPLC-DAD-UV-Vis a 520 nm,

A). Mezcla de antocianinas; B) Compuesto 1 (delfinidina-3-sambubiosido);
C). Compuesto 2 (cianidina-3-sambubiosido).
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En la Figura 28-B se observa un pico cromatografico intenso (98% de pureza),
junto con una pequefia impureza correspondiente a la cianidina-3-sambubiosido.
En la Figura 28-C se registra un pico cromatogréafico intenso (98% de pureza),

junto con una pequefa impureza correspondiente a la delfinidina-3-sambubiosido.
De igual forma, en la Figura 29, se muestran los cromatogramas obtenidos para

los dos sistemas de extraccion, ya mencionados en la Seccion 3.3.3. Se observa,

que el perfil antocianico, obtenido a 520 nm, presenta el mismo comportamiento
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para dos disolventes, lo que permite identificar los mismos componentes en todos

los extractos, observandose que lo Unico que cambia, es su concentracion.

Figura 29. Perfil cromatografico de extractos de calices de H. sabdariffa,
obtenido por HPLC-DAD-UV-Vis, a 520 nm. A). Extracto metandlico de flores
secadas a la sombra; B). Extracto acuoso de flores secadas a la sombra; C).
Extracto metandlico de flores liofilizadas; D). Extracto acuoso de flores

liofilizadas.
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Usando diferentes concentraciones de los compuestos aislados, se construyeron
las curvas de calibracion del método de cuantificacion externa y se realizé la

validacion de la misma (Figuras 30 y 31).

Figura 30. Curva de calibracion para el compuesto 1 (Delfinidina-3-

sambubiosido

7000
6000

y =1,4245x + 190,65
R?=0,9955

Area, cuentas
N w i Ul
o o o o
o o o o
o o o o

1000

0 1000 2000 3000 4000 5000
Concentracion, ppm

Figura 31. Curva de calibracion para el compuesto 2 (Cianidina-3-

sambubiosido)
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En la Tabla 8, se muestra la cuantificacion de cada uno de los pigmentos

antocianicos en cada uno de los sistemas extractantes.

Tabla 8. Cantidad relativa del compuesto 1 y del compuesto 2, presentes en
los extractos de flor de Jamaica, en funcion del método de secado y del

agente extractante.

Agente Delfinidina-3- Cianidina-3-
Método de secado
extractante sambubiosido (ppm) sambubiosido (ppm)
o Metanol 1606+2 1150+1
Flores liofilizadas
Agua 1359+1 10015
Flores secadas Metanol 1184+2 965+3
a la sombra Agua 899+3 741+1

En la Tabla 8, se observa que el metanol, como agente extractante, fue mas
eficiente en comparacion con el agua, pero, a su vez, estos resultados también
varian dependiendo del método de secado empleado. En la liofilizacion, se detectd
mayor concentracion de antocianinas, esto se debe, a que, posiblemente, por este
método de secado, se disminuye la actividad enzimética, al tener un menor
contenido de humedad lo que favorece a la preservacion de estos compuestos.
Sin embargo, Debicki-Pospisil y col. (1983) reportan, que el furfural y sus
derivados, influyen en la degradaciéon de antocianinas, ya que estos compuestos
pueden reaccionar con los pigmentos antocianicos, generando especies poco
estables, cuya cinética de degradacion aumenta con la temperatura y es mas

rapida, en comparacion con las antocianinas.

En los Anexos 2 y 3, se encuentran los espectros UV e IR de cada una de las

antocianinas aisladas.
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4.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y EL CONTENIDO
TOTAL DE FENOLES

La capacidad antioxidante, expresada en equivalentes de pmolTrolox®/g de
sustancia se determiné por el método ORAC, y el contenido total de fenoles,
expresado en mg de acido galico/g de extracto, se hallo en los extractos obtenidos
con solvente y extractos obtenidos con CO, supercritico de flores de Jamaica
secadas a la sombra y liofilizadas. Como compuestos antioxidantes de referencia
se emplearon el BHT, a-tocoferol, y los dos compuestos aislados, delfinidina-3-
sambubiosido y cianidina-3-sambububiosido.

En las Figuras 32 y 33 se muestran las curvas de calibracién del Trolox® y del

acido gdlico, con base en ellas, se realizé la cuantificacion.

Figura 32. Curva de calibracion del Trolox® para el ensayo ORAC.
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Figura 33. Curva de calibracion del acido gélico para la cuantificacion del

contenido total de fenoles, para el ensayo Folin-Ciocalteu.
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En la Tabla 9, se presentan los resultados de la actividad antioxidante y el
contenido total de fenoles, medidos por los ensayos ORAC y Folin-Ciocalteu, de
los extractos obtenidos con solvente y por SFE de flores de Jamaica liofilizadas y

secadas a la sombra, junto con los antioxidantes de referencia.

Tabla 9. Valores de (umol Trolox® / g sustancia) y de (mg &cido gélico / L)
para los extractos de H. sabdariffa, obtenidos por los métodos ORAC, Folin-

Ciocalteu.
Método de medicion (+ s, n=3)
Sustancia evaluada ORAC Folin-Ciocalteu
(MTrolox®/g de sustancia) (mg de acido galico/ L)

BHT 500+ 9 27244
a-Tocoferol 4805 16612
Deffinidina-3-sambubiosido 820+ 17 550+42
Cianidina-3-sambubiosido 710+ 24 309+7
Extracto A' 1010+18 8011
Extracto B2 82745 75241
Extracto C? 1040£23 9231
Extracto D* 8371 917+2
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SFE Liofilizada 460+16 94+1
SFE sombra 450+16 85+2

1 Extracto metandlico de flores secadas a la sombra

2 Extracto acuoso de flores secadas a la sombra.
3 Extracto metandlico de flores liofilizadas.

4 Extracto acuoso de flores liofilizadas.

Los valores obtenidos para el ensayo de ORAC, de los extractos de flores de
Jamaica liofilizadas obtenidos con metanol, fueron mayores (1040+23 pmol
Trolox®/g sustancia) en comparacién con los de las sustancias de referencia, BHT
(500+ 9 pmol Trolox®/g sustancia) y del a-tocoferol (480+5 pmol Trolox®/g
sustancia). Al cambiar el agente extractante por agua, se observa una disminucion
en el valor ORAC (837+1 umol Trolox®/g sustancia), este mismo efecto se aprecié
cuando se emplearon flores de Jamaica secadas a la sombra, con lo que es
posible afirmar que el metanol, como agente extractante, es mas eficiente que el
agua para extraer analitos que presentan actividad antioxidante, lo cual también se

puede evidenciar en la cuantificacion de las antocianinas por HPLC (Tabla 8).

Estos resultados son consistentes con respecto a los reportados por Sayago y col.
(2007), quienes evaluaron la capacidad antioxidante de la flor de Jamaica
empleando agua como solvente de extraccion, y obtuvieron un valor de 335 pmol
de Trolox/g de sustancia; también, Salazar y col. (2012) en su investigacion hacen
una comparacion entre agentes extractantes, y demuestran que con una mezcla
etanol:agua se obtiene un valor de 745 pmol de Trolox/g; que es un valor mas
cercano al obtenido en esta investigacién. Sin embargo, los valores de la actividad
antioxidante medida por el método ORAC, en este trabajo son mas altos con
respecto a los nombrados anteriormente: la diferencia se atribuye, tal vez, a la
variedad del material vegetal empleado y a la metodologia de extraccién (cantidad

de material vegetal y el tipo de solventes empleados).
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Mediante el método ORAC, se evalla la capacidad que puede tener una sustancia
para retardar los procesos de oxidacion causados por los radicales presentes en el
medio. El mecanismo, por el que el agente antioxidante retarda o previene este
proceso de oxidacion, se debe a la presencia de hidrégenos labiles que se
transfieren a dichos radicales. Teniendo en cuenta lo anterior, es posible explicar,
la razon del porqué los extractos obtenidos con los diferentes sistemas
extractantes, y los compuestos aislados (delfinidina-3-sambubiosido, y cianidina-3-
sambubiosido) presentan capacidad antioxidante mayor, en comparacion con la de
los patrones de referencia (BHT y a-tocoferol). Ello debido a que las antocianinas
poseen varios grupos hidroxilo, que pueden ceder facilmente el hidrégeno a los
radicales libres. La delfinidina-3-sambubiésido (Figura 26), es una antocianina con
3 grupos hidroxilo en el anillo B, que la hace un antioxidante mejor, con respecto a

la cianidina-3-sambubiosido (Figura 27), que tiene 2 hidroxilos en el anillo B.

Se observd, que los extractos metandlicos y acuosos presentaron mayor
capacidad antirradicalaria, medida por el ensayo ORAC (mecanismo de
transferencia de atomo de hidrogeno, HAT) e incluso superior a la de los
compuestos aislados (delfinidina-3-sambubiosido y cianidina-3-sambubiosido), lo
cual se puede explicar a través de un posible efecto aditivo, de los compuestos y

otros posibles compuestos presentes en la matriz vegetal.

En los extractos obtenidos por SFE, los componentes mayoritarios son acidos
grasos, fitosteroles y triterpenos, sustancias apolares de alto peso molecular; es
de esperar que los valores ORAC medidos sean menores a los de las sustancias
de referencia, BHT y a-tocoferol, como se evidencia en la Tabla 9. Es importante
destacar, que la actividad antioxidante de algunas moléculas, que no poseen
enlaces X-H lo suficientemente débiles, no puede ser descrita a través de la
donacion del atomo de H. Algunos compuestos antioxidantes (no fendlicos), tienen

la capacidad de formar radicales centrados en atomos de carbono
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(preferiblemente terciarios), que pueden ser estabilizados por resonancia, hecho

que aumenta de manera considerable su tiempo de vida media.

Al analizar los resultados obtenidos para el contenido total de fenoles de los
extractos metandlicos y acuosos, de flores liofilizadas y secadas a la sombra, se
observa que en este caso, el agente extractante no marca una diferencia
significativa entre los valores obtenidos, para el ensayo Folin-Ciocalteu: los valores
mas altos, se obtuvieron con flores liofilizadas, lo que evidencia, nuevamente, que
en el proceso de liofilizacion se pueden preservar mejor los analitos, en
comparacion con el secado a la sombra. Norhaizan y col. (2010), hicieron un
estudio comparativo del contenido total de fenoles, para flores de Jamaica,
empleando como sistemas extractantes, agua, y metanol (80% v/v), y también
resaltan que, se obtiene un valor mas alto, cuando el sistema extractante es

metanol.

Para los extractos obtenidos por SFE de flores liofilizadas, se obtuvo un valor de
94+1 mg de &cido galico/L, y para flores secadas a la sombra, 852 mg de acido
galico/L; estos valores fueron superiores a los reportados por Lukmanto y col.
(2013). Sin embargo, al comparar los valores obtenidos de los extractos de SFE,
con respecto a los de referencia (BHT y a-tocoferol), resultaron ser mas bajos,
debido a que los componentes mayoritarios presentes en estos extractos no son
de naturaleza fendlica, por tanto, el valor obtenido fue menor en comparacion con
los valores de los extractos obtenidos con solventes, ya que en éstos, los

componentes principales son polifenoles.
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se obtuvieron los extractos de flor de Jamaica (H.
sabdariffa Linn, NUmero de voucher 568236) a través de diferentes técnicas de
aislamiento, a saber: destilacion-extraccibn con solvente simultdnea (SDE),
extraccion con CO, supercritico (SFE) y extraccion con disolventes (metanol y

agua)

Se encontrd, que el extracto obtenido por SDE, fue rico en derivados de azucares
y compuestos terpénicos, el extracto SFE, en acidos grasos, triterpenos y
fitosteroles, mientras que en el extracto obtenido con disolventes, prevalecieron
flavonoides; se observé claramente el cambio de la composicién dependiendo de
la técnica de aislamiento empleada.

El método de secado usado para la deshidratacion del material influye
significativamente sobre la composicion quimica de los extractos de la flor de
Jamaica: se encontrd, que por medio del proceso de liofilizacién se conservan los

compuestos mejor, gracias a la disminucion de su degradacion.

Delfinidina-3-sambubiosido y cianidina-3-sambubiosido se aislaron del extracto

obtenido con solventes, por medio de cromatografia en capa fina.

Usando la técnica HPLC-DAD, se determiné la concentracion de la delfinidina-3-
sambubiosido y cianidina-3-sambubiosido en los extractos obtenidos con
diferentes sistemas extractantes; el mayor contenido de antocianinas se encontro

en los extractos, obtenidos con metanol, de flores liofilizadas.
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Los valores obtenidos en los ensayos ORAC y Folin-Ciocalteu, para los extractos
obtenidos con solventes y de las antocianinas aisladas, fueron mas altos e incluso
superiores a la de los antioxidantes de referencia, BHT y a-tocoferol, lo que
confirma que las antocianinas resultan ser compuestos naturales con alta
capacidad antioxidante, lo que se podria aprovechar, utilizandolas en la industria

de alimentos.

Los extractos obtenidos con solventes presentaron la actividad antioxidante mas
alta, en comparacién con la de los extractos obtenidos con fluido supercritico, ya
que en los primeros se logran extraen pigmentos antocianicos (antocianinas), a los

gue se les atribuye la actividad antioxidante.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar diferentes estudios de actividad biolégica sobre los
extractos metandlicos y acuosos de flor de Jamaica con el fin de evaluar su
potencial biolégico y la viabilidad de su uso en la industria de alimentos e industria

farmacolodgica.

Para medir la capacidad antioxidante, en el presente estudio, solo se empleé el
método ORAC, cuyo mecanismo se basa en la transferencia de hidrogeno al
radical libre, para determinar la capacidad antioxidante total; se recomienda
realizar ensayos, e.g., TEAC, en los que el mecanismo se basa en la transferencia
de un electron, o ensayos in vitro, por ejemplo, el estudio del avance de la

peroxidacion lipidica.

Realizar el andlisis de los extractos obtenidos por SFE y con solventes,
empleando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, para
identificar los compuestos de alto peso molecular, que no se lograron identificar
por cromatografia de gases.
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ANEXOS

ANEXO A. Espectros de masa

Anexo A.l1 .Espectro de masas para el compuesto a- amirin obtenido por GC-MS
del extracto SFE de H. sabdariffa. A). Espectro de masas experimental; B).

Espectro de masas obtenido en las bases de datos. Columna DB-5 (60 m), split
1:30, MSD (El, 70 eV).
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Anexo A.2. Espectro de masas para el compuesto y-Sitosterol obtenido por GC-
MS del extracto SFE de H. sabdariffa. A). Espectro de masas experimental; B).

Espectro de masas obtenido en las bases de datos. Columna DB-5 (60 m), split
1:30, MSD (ElI, 70 eV)
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ANEXO B. Espectros UV-Vis

Anexo B.1 Espectro UV-Vis del compuesto 1 (Delfinidina-3-sambubiosido)
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Anexo B.2 Espectro UV-Vis del compuesto 2 (Cianidina-3-sambubiosido)
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ANEXO C. Espectro infrarojo

Anexo C.1. Espectro Infrarrojo del compuestos 1 (Delfinidina-3-sambubiosido)

T bt Danrisins
Nl i,
}‘I v l".\,_“ i
' )
" o~ L-f’m\v' \
00 I"'-.\ ~ ] " - - — - "'"':."/ f | I"'n
N \ N f .
\ i -‘*"-4'\‘. ;{ adeie | aosi00 \
L "\.\ __./" 1 . _,-"l\‘:__ \ | Y
- AN 123,307 \
| i 1 I Y "J. |
\ Y
a0 i 22088 7 ‘ ME:FH '#?3'-"& L]
* s 1 I |
g ~ \ ' | A
L & . A f |
2 -0OH T - i
s (i T.} C-H 'I' I-,.- :l 11 .-'/\x |
o} ik T.) Sl | Ny f
| iroiazo nolo [y | '
\ [ | ’I \ S L1 - II
"\ I | ‘-,:.-" I', I-'. hY) \1
L 7 | | ] i,
I - L] fq\ | ot ae7 )’,J A}
REREa A1 cadeer \
Rt 2 | { 1 e |
- c=0 1 \ ] \'\_
ik T.) \ IT ! 1028, 863 \
‘qmmf |
- - I
t
c-C 0 T
- (Wib. T.)
L - - - i - —— F— - — - - L L - -
3800 3800 300 200 3000 2800 2000 2400 2300 2000 1800 1800 1400 1200 1000 -] [
" i

97




Anexo C.2. Espectro Infrarrojo del compuestos 2 (Cianidina-3-sambubiosido)
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En el espectro infrarrojo (Véanse Anexos 3.1 y 3.2), se muestran las bandas
caracteristicas de las antocianinas aisladas, donde se observa una banda de
absorcién propia del grupo hidroxilo (-OH) entre 3200-3400 cm™, que corresponde
a la vibracion de tension (Vib. T) del enlace O-H. En la region de 2971 a 2859
cm™, se aprecia una serie de bandas correspondientes a los enlaces C-H (Vib. T.).
Tambien, en la regién de 1700 cm™ aparece una banda correspondiente a los
enlaces C=0 (Vib. T.), y en la regién de 1400 cm™ se evidencia una banda intensa

y definida que corresponde a la vibracion de tensién del enlace C-C (Vib. T.).
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