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RESUMEN

Introduccion: Talipariti elatum (Sw.) Fryxell (majagua) posee flores ricas en
antocianinas, fitoquimico que se emplean como materia prima en colorantes
alimentarios para consumo humano. Sin embargo, la sensibilidad de dicho
pigmento a altas temperaturas y variaciones de pH limita su aprovechamiento
industrial y hace necesario el estudio cinético de las matrices que lo contienen.
Objetivo: Evaluar estabilidad de un extracto hidroalcohélico de flores de Talipariti
elatum (Sw.) Fryxell (majagua) rico en antocianinas.

Métodos: Las flores se recolectaron manualmente entre octubre- noviembre de
2019, solo se usaron los pétalos (-32 °C). Se prepard el extracto con
masa/disolvente 1:2 en solucion hidroalcohdlica al 79 % v-v, se afadid acido
citrico 0,5 % m-v, y se mantuvo en zaranda por 12 h a 250 rpm. La mezcla se filtro
al vacio y se desecharon los residuos soélidos. Al extracto se cuantificé pH, sélidos
totales, contenido de polifenoles y antocianinas. Se evalud la estabilidad durante
21 diasa45y55°Cy pH =3y pH =5, se calculé el orden de reaccién (n) de mejor
ajuste, constante de velocidad (k), tiempo de vida media (t ), coeficiente de

temperatura (Q10) y energia de activacion (Ea).
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Resultados: El extracto tuvo pH = 3,5; 4,4 % de solidos totales; 9,18 mg AGE/ mL
(se tomo como patrén al acido galico equivalente) de polifenoles y 7,85 mg/L de
antocianinas. El deterioro de antocianinas se ajusté a un modelo n = 1. La mayor
estabilidad correspondié a pH = 3y 45 °C, evidenciada en t12= 7 dias, k = 0,09 d"",
Ea = 31,7 kdmol', y la mayor sensibilidad al aumento de temperatura fue a pH =
3 (Qio=1,46). El contenido de polifenoles totales no varié y la degradacion de las
antocianinas a 55 °C y pH = 5 fue superior al 85 % a partir del dia 18 de
almacenamiento.

Conclusiones: El almacenamiento del extracto de flor de majaguaapH =3y 45°C
permite la mejor conservacion de sus antocianinas.

Palabras clave: Talipariti elatum (Sw.) Fryxell; majagua; extracto hidroalcohdlico;

estabilidad; polifenoles; antocianinas; parametros cinéticos.

ABSTRACT

Introduction: Talipariti elatum (Sw.) Fryxell (majagua) has flowers rich in
anthocyanins, a phytochemical used as a raw material in food coloring for human
consumption. However, the sensitivity of said pigment to temperatures and pH
variations limits its industrial use, making it necessary to study its kinetic stability.
Objective: To evaluate the stability of a hydroalcoholic extract of majagua flowers
rich in anthocyanins.

Methods: The flowers were collected and selected manually between October-
November 2019, the petals and pistils were separated and frozen at -32 °C. The
extract was prepared with mass/solvent 1:2 in 79% v-v hydroalcoholic solution,
0.5% m-v citric acid was added, and it was kept in a sieve for 12 h at 250 revolutions
per minute; the mixture was filtered under vacuum, discarding solid residue. pH,
total solids, polyphenol and anthocyanin content were quantified in the extract.
Stability was evaluated for 21 days at 45 and 55 °C and pH=3 and pH=5, calculating:
reaction order (n) of best fit, rate constant (k), half-life time (t1/2), coefficient of
temperature (Qio) and activation energy (Ea).

Results: The extract had pH = 3.5; 4.4% total solids; 9.18 mg AGE/ mL (taking the
equivalent gallic acid as a standard) of polyphenols and 7.85 mg/L of

anthocyanins. Anthocyanin deterioration was fitted to an n=1 model. The greatest
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stability corresponded to pH=3 and 45 °C, evidenced at t1,2 =7 days, k=0.09 d',
Ea=31.7 kdmol', and the greatest sensitivity to temperature increase was at pH
=3(Q10=1.46). The content of total polyphenols did not change and the degradation
of anthocyanins at 55 °C and pH=5 was greater than 85% after 18 days of storage.
Conclusions: The hydroalcoholic extract of Talipariti elatum was more stable at
pH=3 and 45 ° C.

Recibido: 17/04/2021
Aceptado: 13/04/2023

Introduccion

En la actualidad, las dietas saludables potencian la inclusion de alimentos y
suplementos ricos en antocianinas, las que durante su paso del tracto digestivo al
torrente sanguineo permanecen intactas y producen efectos positivos sobre la
salud en la prevencion de enfermedades cardiovasculares vy
neurodegenerativas,® asi como por sus propiedades antioxidantes,®
antidiabéticas, antinflamatorias® y anticancerigenas.()

Talipariti elatum (Sw.) Fryxell (basénimo: Hibiscus elatus Sw.) pertenece al reino
Plantae, filo Tracheophyta, clase Magnoliopsida, orden Malvales, familia
Malvaceae, género Taliparit.® Es un arbol originario de Jamaica y Cuba, donde se
conoce como majagua y alcanza mas de 25 m de alto, de hojas acorazonadas y
flores muy ricas en antocianinas, que inicialmente de color amarillo cambian a
naranjay rojo antes de caer de la planta.

Las flores en su composicidn, destacan en flavonoides como gossypitrina,
derivados glucosilados de quercetina, gossypetina-3'-0-glucdsido, y compuestos
como B-sitosterol y-sitosterol, antocianina roja y acidos fendlicos (propionico,
pentatonico, hydroxipropionico, hidroxiacético, 2-hidroxipropionico, hexanoico y
antocianinas.®

Este ultimo, e importante grupo de pigmentos hidrosolubles, se identifica como

materia prima en la obtencion de colorantes alimentarios y agentes potenciales en

3
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la fabricacion de productos con valor agregado para consumo humano.() Su
procesamiento industrial de fuentes vegetales es limitado, por su alta sensibilidad
a factores como temperatura y variaciones del pH, en el que el estudio de modelos
cinéticos es una buena herramienta para minimizar pérdidas en la industria de
estos compuestos bioactivos.

El orden de reaccion (n) en modelos cinéticos permite durante el almacenamiento,
predecir los cambios fisicoquimicos y controlarlos; mientras su constante de
velocidad (k) de degradacion y su tiempo de vida media (t1,2) informan sobre la
estabilidad de las antocianinas.("®

El parametro n corresponde al nimero de moléculas que participan bajo la forma
de reactivos. Para n = 0 la velocidad de la reaccion quimica es independiente de la
concentracion, mientras que para n = 1 las reacciones se caracterizan por el
cambio logaritmico en la concentracion del atributo medido con respecto al
tiempo. El t1/2 es el necesario para que la concentracion de un reactivo descienda
alamitad de su valor inicial. El Q1o es una medida de la sensibilidad de los procesos
quimicos a la temperatura e indica el aumento de la velocidad de una reaccion por
cada aumento de 10 °C en la temperatura. La Ea es la diferencia entre la energia
de los reactivos y la energia minima que estos deben alcanzar para reaccionar.”
En Cuba, hasta el momento de esta investigacion, no se han reportado otros
estudios cinéticos acerca de la estabilidad de extractos hidroalcohdlicos de
Talipariti elatum (Sw.) Fryxell (majagua) sometidos a condiciones de temperatura
y pH similares a las del procesamiento industrial y almacenamiento de alimentos
(matrices estas en las que son usualmente incorporadas para lograr determinados
colores y beneficios en la salud de los consumidores). De ahi que este estudio
tenga por objetivo evaluar la estabilidad de un extracto hidroalcohdlico rico en

antocianinas obtenido a partir de la flor de Talipariti elatum (Sw.) Fryxell (majagua).

Métodos

La investigacion conto de cinco pasos:

1. Recoleccion y procesamiento del material vegetal. Las flores de Talipariti elatum

(Sw.) Fryxell (majagua) se corresponden a las registradas con el No. 90077 en el
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herbario Johannes Biss (HAJB) de la Universidad de La Habana. Se recolectaron
manualmente entre octubre y noviembre de 2019 en el Instituto de Farmacia y
Alimentos (IFAL) de la Universidad de La Habana, municipio La Lisa, La Habana. Se
seleccionaron solo aquellas que de manera general presentaran las mismas
caracteristicas de estado vegetativo, tamano, color y ausencia de manchas, grietas y
alteraciones morfoldgicas visibles provenientes de hongos o parasitos. En cada flor se
separaron los pétalos entre ellos y del pistilo, y se congelaron a -32 °C hasta su
utilizacion.

2. Preparacion del extracto. Se empled una relacion masa/disolvente de 1:2 de
solucion hidroalcohdlica al 79 % v-v, acidificada con acido citrico al 0,5 % m-v. El
extracto se mantuvo en zaranda por 12 h a 250 rpm y 30 °C; y la mezcla resultante se
filtro al vacio, desechando su residuo sélido.

3. Caracterizacion del extracto obtenido. Se determiné el pH utilizando un pHmeter
BASIC 20+ y solidos totales por gravimetria indirecta por volatilizacion en
termobalanza a 105 °C hasta masa constante (ambas por triplicado). Para evaluar el
contenido de polifenoles se empleé la metodologia propuesta por Slinkard y
Singleton,® al afiadir a 50 pL del extracto hidroalcohdlico (factor de dilucion 25), 2,5 mL de
la disolucién diluida del reactivo Folin- Ciocalteu (1+ 9 H20) y después de 5 min 2 mL de
Na2COs al 7,5 % (m/v). Transcurridas 2 h se determiné la absorbancia a 765 nm en
espectrofotometro (Rayleigh UV-1601, Beijinng). Para la curva de calibracion se utilizé
como patron el acido galico a concentraciones entre 100 y 500 mg/L, resultados que
fueron expresados como miligramos de acido galico equivalente (AGE) por mililitro de
extracto (mg AGE/mL). El contenido de antocianinas se determiné segun el método de
pH diferencial(? y se expresé como cianidina-3-glucosa (masa molecular: 449,2 g
mol-' y coeficiente de extinciéon molar: 26900 L cm'mol™"). Se tomaron 0,2 mL del
extracto y se mezclaron separadamente con 0,8 mL de disolucion tampon de KCl a
0,025 mol/L a pH = 1,0 (ajustada con HCIl) y 0,8 mL de disolucién tampdén de NaC;H30-
a 0,4 mol/L a pH = 4,5. La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente y se
midieron las absorbancias a 510 y 700 nm en espectrofotometro (Rayleigh UV1601,
Beijinng).

4. Estabilidad de polifenoles y antocianinas en el tiempo frente a distintas

temperaturas y pH. Para ello se envasaron 50 mL de extracto en erlenmeyer de tapa
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esmerilada a pH = 3 y pH = 5 (ajustado con HCI 32 % o NaOH 10 mol/L segun
correspondid) y ambos fueron colocados en estufa a 45 y 55 °C; y posibilité medir las
concentraciones de polifenoles y antocianinas cada tres dias durante 21 dias de
almacenamiento.

5. Estimacion de parametros cinéticos. Para estimar n® se calculé la variacién de la
concentracion en funcion del tiempo de exposicion y se evaluaron los modelosn=0y
n = 1. A partir de la pendiente de la curva fue posible obtener los valores de las
constantes de velocidad para cada una de las variables estudiadas. Una vez
comprobado que el mejor ajuste del proceso correspondié a n = 1, se calculd el t1,2("
respectivamente, segun se muestra en la ecuacion 1, donde Co es la concentracion

inicial.

Co
InCy —lnT

tijp=—F— (1)

El parametro Q1o se calculé mediante la ecuacion 202 en la que kr+10 €s la

constante de velocidad para una temperatura 10 °C mayor.

Q10 = _kc:Tlo (2)

La Ea se calcul6 a partir de la ecuacion 3 que muestra la expresion de Arrhenius(
en la que A es el factor preexponencial, R es la constante universal de los gases
(8,314 J/mol K) y T es la temperatura absoluta (K).(\")

_Ea

k=Aerr (3)

Para el analisis estadistico de los resultados se empleé el programa SPSS (IBM
SPSS Statistics, version 22.0, 2011) y se realizo la prueba t de Student, un ANOVA
simple y la prueba de los rangos multiples de Duncan para comparar las
diferencias entre los tratamientos evaluados, asignandose letras diferentes de
comprobarse diferencias significativas. También se realiz6 el analisis de regresion

lineal. El nivel de significacion empleado fue de p =< 0,05.
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Resultados

Caracterizacion del extracto
El extracto de Talipariti elatum (Sw.) Fryxell (majagua) mostré valores de
polifenoles y antocianinas en correspondencia con estudios precedentes de esta
flor, confirmandola como una buena fuente para la obtencion de este grupo de

pigmentos hidrosolubles (tabla 1).

Tabla 1 - Caracterizacion del extracto

Parametros Media (Desviacion estandar)
pH 3,5 (0,03)

Sélidos totales (%) 4,4(0,12)
Polifenoles totales (mg AGE/ mL) 9,18 (0,47)
Antocianinas totales (mg/ L) 7,85 (0,002)

Estabilidad de polifenoles y antocianinas en el tiempo frente a

distintas temperaturas y pH
El contenido de polifenoles totales durante el almacenamiento a las
diferentes temperaturas estudiadas no experimentd grandes variaciones, por
lo que se mantuvo relativamente constante en el tiempo, y solo se
observaron ligeros aumentos del contenido de polifenoles y fue mas marcado a

45 °C durante todo el tiempo de estudio (tabla 2).

Tabla 2 - Comportamiento de polifenoles ante la temperatura a los diferentes pH

' pH=3 pH=5
Temperatura (°C) | Tiempo (d) . .
Polifenoles totales (mg AGE/mL) | Polifenoles totales (mg AGE/mL)
0 9,18 (0,47) abA 8,82 (0,48) abcdeA
3 10,05 (1,0) abcA 7,87 (0,72) abB
6 13,15 (0,29) dA 10,57 (1,50) cdeB
45 9 11,78 (0,53) cdA 10,26 (0,49) cdeA
12 10,36 (1,82) abcA 10,93 (0,40) eA
15 10,14 (1,71) abcA 8,60 (0,92) abcdeA
18 11,42 (2,05) bcA 10,81 (0,45) deA
21 8,58 (2,37) adA 10,64 (2,14) cdeA
3 8,71 (1,27) aA 9,84 (0,51) abcdeA
6 10,45 (1,06) abcA 10,17 (0,32) abcdeA
9 9,35 (0,48) abA 8,07 (0,41) abcA
55 12 9,48 (1,14) abcA 8,25 (0,35) abcdeB
15 9,06 (0,77) abA 8,57 (0,89) abcdeA
18 8,31 (0,78) aA 7,67 (0,51) aA
21 8,05 (0,19) aA 10,64 (2,14) cdeB

Media (desviacion estandar). Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) en los valores de

cada columna. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) para una misma fila.
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En el comportamiento de los polifenoles a una misma temperatura y diferentes pH,
se pudo apreciar que no existio influencia del pH en la estabilidad de los polifenoles
totales para una misma temperatura en el tiempo que duro el estudio, pues en la
mayoria de dias evaluados, para ambas temperaturas, no existieron diferencias
significativas.

En las figuras 1 y 2 se muestran la degradacion de las antocianinas durante el
almacenamiento a 45 °C y 55 °C a pH = 3y pH = 5 y demostré que tanto la
temperatura como el tiempo de almacenamiento influyeron significativamente en
la degradacion de antocianinas totales, pues a medida que se incremento el tiempo
de almacenamiento se produjo una mayor degradacion, sobre todo a 55 °C. Se
aprecio comportamiento similar para ambas temperaturas, con una marcada
degradacion durante el primer tercio de almacenamiento, para luego sequir

disminuyendo a un ritmo mas lento.
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Nota: Cada punto representa la media de 3 réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

Fig. 1- Degradacion de antocianinas en el extracto a pH = 3 durante el almacenamiento a
45°Cy 55 °C.
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Nota: Cada punto representa la media de tres réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

Fig. 2 - Degradacion de antocianinas en el extracto a pH = 5 durante el almacenamiento
a45°Cy55°C.

Estimacion de parametros cinéticos

Durante la estimacion de parametros cinéticos se obtuvo mejor ajuste para el
modelo de primer orden a ambos pH (coeficientes de determinacién entre el 89,9 y
el 95,5 %), donde se evidencid una fuerte relacion lineal negativa entre el logaritmo
de la concentracion de antocianinas y el tiempo de almacenamiento, por lo que, a
mayor tiempo de almacenamiento, menor contenido de antocianinas.

La tabla 3 muestra los parametros cinéticos calculados para n = 1 y evidencia un
incremento de los valores de k con la elevacion de la temperatura, a la vez que una
disminucion en el t1/2. Los valores de Ea muestran mayor probabilidad de reaccion
apH =5y los de Qipindican la mayor susceptibilidad al aumento de la temperatura

para el extracto a pH = 3.

Tabla 3 - Efecto de la temperatura en k, t,2, Q10 y Ea de antocianinas del extracto

pH | Temperatura (°C) | -k(d') | ti2(d) | Qi | Ea(kJ mol)

45 0,099 7,00

3 1,46 31,7
55 0,145 4,78
45 0,131 5,29

5 1,28 20,7
55 0,168 413
Discusion

El pH del extracto obtenido fue similar al de arandanos obtenidos por fermentacion

(3,64 + 0,01) estudiado por Zapata y otros("y ligeramente superior al reportado por
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Fernandez y otros('3 en extracto de flor de Talipariti elatum (Sw) Fryxell (3,1 +0,07).
El porcentaje de sdlidos totales (5,57 %), estuvo en correspondencia con el
reportado por QuialaU¥ y ligeramente inferior al de Gutiérrez y otros(® lo cual
pudiera deberse, fundamentalmente, a la mezcla hidroalcohélica utilizada (50 % v-
v) y al método de extraccion.

El contenido de polifenoles totales alcanzado durante el estudio es superior a los
6,90 mg AGE/mL obtenidos por Quiala(¥y a los 3,58 mg AGE/mL reportados por
Gutiérrez y otros(9. No obstante, Gonzalez y otros® evidencian un contenido de
polifenoles de 163 mg AGE/g de extracto seco, lo cual resulta ser el valor mas alto
reportado para los pétalos de esta flor. La quercetina, rutina y gossypitrina son
polifenoles representativos de Talipariti elatum (Sw.) Fryxell.(16)

En el caso de las antocianinas, los valores obtenidos en el presente estudio son
inferiores a los reportados para esta planta por Fernandez y otros('® (10 mg/ L),
diferencias atribuibles al momento de recoleccion de las flores pues las
condiciones de extraccion y el método de cuantificacion fueron los mismos. Estos
autores(d refieren que, teniendo en cuenta el espectro de absorcion del extracto,
las antocianinas mas probables presentes son: pelargonidina, cianidina vy
peonidina (incluyendo sus variantes glucosidicas).

El comportamiento del contenido de polifenoles fue similar al reportado por
Abadiano('") para la pulpa de mora (Rubus glaucus Benth) y de mortifio (Vaccinium
floribundum Kunth), en las que a 35 °C el contenido de polifenoles aumenté a partir
de los 15 y 30 dias, respectivamente, probablemente por la hidrdlisis de los
conjugados de polifenol durante el proceso de secado al que fueron sometidos.

El aumento del contenido de polifenoles totales durante el almacenamiento puede
asociarse a la degradacion térmica de las antocianinas, que trae como resultado
la formacion de productos de degradacion polifendlicos,('® los que pueden
reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Sin embargo, estudios anteriores han reportado una marcada influencia del
aumento de la temperatura en la degradacion de antocianinas en diferentes
matrices, tal es el caso de las antocianinas extraidas de salvado de sorgo rojo
(Sorghum bicolor) y almacenadas entre 0 °C y 70 °C(9, de berenjena (Solanum

melongena L.) en bebidas isoténicas a base de sabila (Aloe vera L.) sometidas a
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temperaturas entre 4 °C y 25 °C;9) de capachu (Hesperomeles escalloniifolia
Schitdl) en una bebida gasificada a 7 °C, 18 °C y 30 °C durante 15, 30, 45 y 60
dias,@) respectivamente; de zanahorias negras adicionadas a jugos de frutas y
néctares sometidos a temperaturas entre 70 °C y 90 °C y almacenados entre 4 °C
y 37 °C.(?2

La degradacion de antocianinas se ajusta comunmente a modelos n = 1; asi se
reporta para un colorante natural a partir de berenjena (Solanun melongena L.);2%
un extracto a partir de arandanos (Northern Highbush) sometido a 55 °C, 65 °C,
75 °C y 85 °C;(” jugos de mora almacenados a 5 °C, 25 °C y 37 °C(?3, jugos de
naranjas a 4 °C y 20 °C®* y jugo concentrado de zanahoria (Daucus carota L. ssp.
sativus var. atrorubens Alef.) durante el almacenamiento a -23 °C, 5 °C; 20 °C y
30 °C.(?9

La velocidad de deterioro siempre fue superior para pH = 5, si se analiza para una
misma temperatura y diferentes pH, aunque el efecto que este produjo no fue
suficiente para lograr que la velocidad a los 45 °C superara a la obtenida a los
55 °C y pH = 3. Esto demuestra que la velocidad de degradacion es mas
susceptible al aumento de la temperatura, resultado que se observa de igual
manera para el t1/2 que fue superior a los 45 °Cy pH = 3.

En las antocianinas de salvado de sorgo rojo (Sorghum bicolor)(® y de arandanos
(Northern highbush)® se ha evidenciado también la relacion inversa entre
aumento de temperatura y disminucion del t1/2.

El efecto de la temperatura sobre la velocidad de degradacion, en el presente
estudio, fue superior a pH = 3, segun los valores de Qio, mientras que en el jugo
concentrado de agraz (Vaccinium meridionale Sw.) se ha obtenido variacion de
valores de Qigindependientemente del pH con un efecto superior de temperatura
para pH = 3 (Q10=2,92) que para pH =7 (Qi0=1,92) en un rango de 70 °C a 80 °C.(25)
Los parametros cinéticos evaluados permiten concluir que el almacenamiento del
extracto de hidroalcohdlico de flor de Talipariti elatum (Sw.) Fryxella pH =3y

45 °C favorece la mejor conservacion de sus antocianinas.
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