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RESUMEN
Los calices de jamaica son muy utilizados en la elaboracidn tradicional de bebidas refrescantes,
convirtiéndose en una fuente rica en compuestos bioactivos con potenciales efectos favorables
en la salud. Actualmente, en la industria alimentaria existe un gran interés en los extractos
obtenidos de sus célices, debido a los compuestos y propiedades que poseen. En virtud de ello,
la extraccion asistida por ultrasonido, surge como una técnica rapida con ciertas ventajas para
la recuperacién de compuestos bioactivos.
En este contexto, el objetivo de la presente investigacion es evaluar dos métodos de extraccion
de compuestos fendlicos en Hibiscus sabdariffa L., para la formulacion de una bebida
antioxidante. Se ensayaron dos métodos extraccion a partir de los calices secos y molidos,
utilizando dos niveles de temperatura y tiempo, extraccion asistida por ultrasonido (EAU)
(30°C durante 30 y 60 minutos) y extraccion por calor (EC) (100°C durante 15 y 30 minutos),
plantedndose 4 tratamientos.
En los extractos obtenidos, se cuantifico; el contenido fendlico total por el método Folin
Ciocalteu, antocianinas monomeéricas totales por pH diferencial y capacidad antioxidante
equivalente a trolox (TEAC, trolox equivalent antioxidant capacity), utilizando los ensayos de
DPPH y FRAP; ademas, se analizé la cinética de captura de radicales libres por DPPH.
Se escogid la EAU para la obtencién de la bebida y se plantearon 4 formulaciones,
considerando como variables de estudio la concentracion de calices secos por volumen de agua
(1.5y 2 g/100 mL) y el porcentaje de inclusion de estevia (0,4 y 0,5%). Posteriormente, se
realizd una evaluacion sensorial con 29 jueces semientrenados para valorar la aceptacion
sensorial de las bebidas formuladas.
Como resultado del analisis quimico, los tratamientos A (30°C/30 minutos EAU) y B (30°C/60
minutos EAU) obtuvieron el contenido fendlico total més alto, con valores de 96,65 + 3,80 y

97,88 + 1,88 mg EAG/g de extracto seco respectivamente, sin encontrarse diferencias
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significativas (p>0,05) entre ellos. En cuanto a las antocianinas monoméricas totales, el
tratamiento A logré el contenido mas alto con un valor de 13,47 + 0,34 mg ECG/L. La
determinacion de la capacidad antioxidante por el método FRAP mostr6 que el tratamiento A
alcanzé el mayor poder reductor con 144,29 + 4,82 mg TEAC/g extracto seco; en cambio, en
el método DPPH el tratamiento B fue el que obtuvo el valor méas alto con 57,24 + 0,68 mg
TEAC/g de extracto seco. En cuanto a la cinética de captura de radicales libres, todos los
extractos mostraron un comportamiento de cinética intermedia, siendo los tratamientos Ay B
los que alcanzaron mayor porcentaje de captura.

Con respecto a los resultados del analisis sensorial de la bebida, las formulaciones de mayor
preferencia fueron B05 (1,5 g/100 mL jamaica/0,5% estevia) y D08 (2 g/100 mL jamaica/0,5%
estevia) al no existir diferencia significativa (p>0,05); consecuentemente se escogié D08 por
ser la formulacion de mayor concentracion de calices. Por tanto, se concluy6 que el método de
EAU, bajo las condiciones de estudio, consigue una mayor recuperacion de compuestos

bioactivos de interés en comparacion al método de extraccion por calor.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa L., extraccion asistida por ultrasonido, extraccion por

calor, antocianinas, DPPH, FRAP.



ABSTRACT
Jamaica's calyxes are widely used in the traditional elaboration of soft drinks, becoming a rich
source of bioactive compounds with potential favorable effects on health. Currently, in the food
industry there is great interest in the extracts obtained from its calyxes, due to the compounds
and properties they possess. By virtue of this, the extraction assisted by ultrasound, arises as a
fast technique with certain advantages for the recovery of bioactive compounds.
In this context, the objective of the present research is to evaluate two methods of extraction of
phenolic compounds in Hibiscus sabdariffa L., for the formulation of an antioxidant drink.
Two extraction methods were tested from the dried and ground calyxes, using two levels of
temperature and time, ultrasound assisted extraction (UAE) (30°C for 30 and 60 minutes) and
heat extraction (HE) (100°C for 15 and 30 minutes), considering 4 treatments.
In the obtained extracts, it was quantified; total phenolic content by Folin Ciocalteu method,
total monomeric anthocyanins by differential pH and trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC), using DPPH and FRAP assays; besides, it was analyzed the kinetics of free radicals
capture by DPPH.
It was chosen the UAE to obtain the drink and there were proposed 4 formulations, considering
as study variables the concentration of dry calyxes by volume of water (1.5 and 2 g/100 mL)
and the percentage of stevia inclusion (0.4 and 0.5%). Afterwards, it was carried out a sensory
evaluation with 29 semi-trained judges to assess the sensory acceptance of the formulated
drinks.
As a result of the chemical analysis, treatments A (30°C/30 minutes UAE) and B (30°C/60
minutes UAE) obtained the highest total phenolic content, with values of 96.65 + 3.80 and
97.88 + 1.88 mg GSD/g of dry extract respectively, without finding significant differences
(p>0.05) among them. As regards total monomeric anthocyanins, treatment A achieved the

highest content with a value of 13.47 + 0.34 mg ECG/L. The determination of antioxidant
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capacity by FRAP method showed that treatment A reached the highest reducing power with
144.29 + 4.82 mg TEAC/g dry extract; on the contrary, in DPPH method, treatment B was the
one that obtained the highest value with 57.24 + 0.68 mg TEAC/g dry extract. Regarding the
kinetics of free radicals capture, all the extracts showed a behavior of intermediate Kinetics,
being the A and B treatments the ones that reached the highest percentage of capture.

Regarding the results of the drink's sensory analysis, the formulations of greater preference
were B05 (1.5 g/100 mL hibiscus/0.5% stevia) and D08 (2 g/100 mL hibiscus/0.5% stevia),
since there was no significant difference (p>0.05); consequently, D08 was chosen for being the
formulation with higher concentration of calyxes. Therefore, it was concluded that the UAE
method, under the study conditions, achieves a higher recovery of bioactive compounds of

interest in comparison to the heat extraction method.

Keywords: Hibiscus sabdariffa L., ultrasound assisted extraction, heat extraction

anthocyanins, DPPH, FRAP.
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INTRODUCCION
El aumento de pruebas que relacionan la dieta con enfermedades cronicas como la obesidad,
hipertension, diabetes, cancer, entre otras, han hecho de la inclusién de aditivos alimentarios
de origen natural una de las tendencias de mayor trascendencia en la industria de alimentos.
Por tanto, se han estudiado ampliamente los compuestos fenolicos, demostrando caracteristicas
bioactivas, entre las cuales estan, sus capacidades antiinflamatorias, antimicrobianas,
antioxidantes, antitumorales y anti obesidad (Pimentel-Moral et al., 2018).
Segun Cid & Guerrero, (2012) no se ha demostrado mediante estudios, los posibles efectos
beneficiosos de productos hechos a partir de flor de jamaica y de sus extractos, salvo en las
bebidas refrescantes. En este sentido, nuevos estudios mostrarian que los extractos acuosos y
etanolicos de jamaica actuarian como antioxidantes, contribuyendo a combatir el cancer, asi
como también, actuarian en favor de la disminucion de afecciones cronicas como la diabetes
mellitus, dislipidemias y la hipertension (Cid & Guerrero, 2012). Los efectos positivos estarian
relacionados con la concentracion mayoritaria de antocianinas en los célices de jamaica, asi
como de otros metabolitos de naturaleza fendlica como los flavonoides (Morales-Luna et al.,
2019).
En su estudio sobre propiedades de la flor de jamaica, (Pacheco-Coello et al., 2019) concluyen,
que actualmente H. sabdariffa es una de las opciones mas accesibles para el tratamiento y
prevencion de varias enfermedades gracias a las multiples propiedades que posee, y que su uso
para la obtencion de bebidas, la han convertido en una gran fuente de antioxidantes,
destacandose sus efectos hipoglicemiantes, cardiovasculares e hipolipemiantes.
Los consumidores que han dado importancia a la salud, consecuentemente han promovido una
tendencia en favor de la creacion de nuevas bebidas utilizando componentes naturales que

ayuden en la prevencién de enfermedades como la obesidad o la diabetes (Flores-Aguilar &



11

Flores-Rivera, 2018); sin embargo, los métodos de extraccién que emplean altas temperaturas
o ciertos disolventes podrian no ser los adecuados (Pérez-Loredo et al., 2017).

La extraccion por calor es uno de los métodos mas usados en el obtencion de extractos. La
decoccion y las infusiones de los célices de jamaica, han sido métodos comunmente usados
para la extraccion de sus compuestos y la obtencién de bebidas; sin embargo, este proceso de
extraccion implica el uso de temperaturas elevadas.

Si bien, desde un punto de vista de conservacion, es convenientemente usado el tratamiento
térmico, este puede causar efectos desfavorables en la estabilidad de los compuestos
antocianicos, que al ser expuestos a temperaturas elevadas se deterioran (Maciel et al., 2018);
de igual manera, se daria la pérdida de propiedades nutricionales y sensoriales, asi como la
disminucion en el contenido de &cido ascérbico, carotenoides y compuestos fenodlicos,
influyendo en su bioactividad (Wu et al., 2018).

La extraccion por sonicacion o ultrasonido se ha empleado con éxito en la extraccion de
polifenoles, carotenoides, aromas y polisacaridos de matrices vegetales, tanto en plantas
enteras como subproductos (Kumar et al., 2020). Es un tipo especial de onda sonora que
provoca fendmenos fisicos y quimicos; la mejoria de la extraccion obtenida mediante el uso de
ultrasonidos es atribuida principalmente al efecto cavitacional, producido por el paso de ondas
de ultrasonido en el disolvente (Anaya-Esparza et al., 2018).

Por todo lo antes mencionado, resulta importante aplicar un método para la obtencion de
sustancias bioactivas de interés, con el cual se logre una mayor extraccion, pero a la vez,
conservando sus propiedades bioactivas, en especial su efecto antioxidante. Considerando lo
descrito anteriormente, esta investigacion tiene como objetivo, evaluar dos métodos de
extraccion compuestos fendlicos a partir de los calices de Hibiscus sabdariffa L., para la

formulacion de una bebida con efecto antioxidante.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
A partir de los calices de jamaica se obtienen extractos acuosos que, a su vez, son usados en la
preparacion de bebidas, donde para su elaboracion se usan métodos como la decoccién e
infusion, que involucran el uso de altas temperaturas. Sin embargo, este procedimiento podria
incidir en la pérdida de compuestos termolabiles presentes en los calices, precisamente
compuestos bioactivos de interés como las antocianinas. Esto significa que, si bien se lograria
la obtencidn de una bebida, presumiblemente la concentracion de dichos compuestos se veria
afectada y, por lo tanto, la actividad biologica de los mismos dentro de la bebida seria menor.
Debido al procesamiento de los alimentos, se disminuiria en gran medida la concentracion de
los antioxidantes hallados naturalmente en ellos (Flores-Martinez et al., 2016). Considerando
esto, en la elaboracion de bebidas con caracteristicas funcionales, el procesamiento seria un
factor que puede afectar las cualidades de las sustancias bioactivas presentes y provocar su
disminucion. Por lo tanto, resulta importante evaluar otros métodos de extraccién, como la
asistida por ultrasonido frente al método tradicional de extraccién por calor, a fin de determinar
el que logra una mayor obtencidn de compuestos bioactivos, para la formulacidn de una bebida

con caracteristicas antioxidantes.
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JUSTIFICACION
Entre las aplicaciones de la flor de jamaica, la elaboracion de bebidas refrescantes a partir de
sus extractos acuosos es una de las mas frecuentes. Referente a esto existen estudios donde se
ha evaluado distintas variedades de jamaica (roja obscura, roja, amarilla), aportes
nutrimentales, proceso de elaboracion y los compuestos bioactivos, principalmente
antocianinas (Cid & Guerrero, 2012).
La aplicacion de los extractos concentrados de jamaica en la industria alimentaria y
farmaceéutica, ha permitido que los calices deshidratados de donde se obtienen, tengan un gran
valor comercial como materia prima. (Galicia-Flores et al., 2008).
Asi mismo, la jamaica tiene un gran potencial en la industria alimentaria, debido a caracteristica
como su coloracion rojo brillante y su leve sabor &cido. Estos atributos obedecen a lo
demandado y aceptado por los consumidores en productos que, aparte de poseer un sabor
agradable, también brinden beneficios a la salud (Galicia-Flores et al., 2008).
En el proceso para la obtencion de compuestos bioactivos de frutas y vegetales, la extraccion
es el paso mas importante (Yang et al., 2011). En tal sentido, evaluar métodos de extraccion
con el que se puedan recuperar la mayor cantidad de metabolitos de interés, como compuestos
fenolicos y antocianinas presentes en los calices de jamaica, seria primordial para la obtencién

de una bebida.
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OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar dos métodos de extraccion de compuestos fenolicos en Hibiscus sabdariffa L, para la

formulacion de una bebida antioxidante.

Objetivos especificos
e Determinar las mejores condiciones para la extraccion de compuesto fendlicos a partir
de los célices secos de H. sabdariffa.
e Formular una bebida de H. sabdariffa, con inclusion de estevia, que posea capacidad

antioxidante.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1 Hibiscus sabdariffa L.

1.1.1 Generalidades

La jamaica también conocida como roselle, acedera roja o karkade, es una planta o arbusto
tropical correspondiente a la familia Malvaceae (Borras-Linares et al., 2015). Es una planta
que se ha cultivado con fines alimentarios y médicos en Asia, Africa y en varias regiones de
Ameérica del Sur (Mojica et al., 2012). Entre las diversas variedades de Hibiscus, se distinguen,
Hibiscus de la variedad altissima e Hibiscus variedad sabdariffa, por ser las mayormente
introducidas (Singh et al., 2017).

Sus célices son la parte méas aprovechada de la planta. En paises como México, los calices son
usados en la preparacion de productos tradicionales como bebidas refrescantes, mermeladas,
licores, jaleas, harinas para galletas, entre otros (Cid & Guerrero, 2015). Sin embargo, su uso
mas comun es en la elaboracion de té, bebidas calientes o frias y bebidas fermentadas, siendo
tal vez, el motivo por el cual sus extractos acuosos son principalmente estudiados (Izquierdo-
Vega et al., 2020).

1.1.2 Taxonomia

Tabla 1: Clasificacién taxondmica de H. sabdariffa

Clasificacién cientifica

Reino Plantae

Subreino Viridiplantae
Division Tracheophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Malvales

Familia Malvaceae

Género Hibiscus L.

Especie Hibiscus sabdariffa L.

Fuente: (ITIS) Integrated Taxonomic Information System
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1.1.3 Descripcion botanica

La planta crece a una altura aproximada de 3,5 m y su raiz es axonomorfa penetrante. Su tallo
es cilindrico liso 0 semi liso, comUnmente de tono verdoso oscuro a rojo. Sus hojas miden entre
7,5y 12,5 cm de largo y son alternadas, de coloracion verde con venaciones rojizas y peciolos
largos o pequenios (Shruthi et al., 2017).

A medida que las flores maduran, el caliz de color rojo, que consta de cinco sépalos con un
collar o caliculo, crece y encierra una capsula aterciopelada (Nadlene et al., 2016). La capsula
es ovoide, puntiaguda y de abundante vellosidad, con aproximadamente 30 a 40 semillas
(Islam, 2019). Eventualmente, la capsula se vuelve de color marrén y se abre (Nadlene et al.,
2016).

Tanto el céliz y el caliculo son carnosos y quebradizos, con una coloracion que va desde rojo
brillante a violeta oscuro, siendo mas claro en la parte interna de la base (Castafieda & Céaceres,
2014).

1.1.4 Composicion nutricional

Nutricionalmente los célices frescos difieren en su composicion a causa de factores como la
variedad genética, condiciones ambientales de cultivo y practicas postcosecha (DaCosta-Rocha
et al., 2014). No obstante, tanto las hojas como los célices, son fuente importante de
compuestos nutricionales, tales como fibra, lipidos, proteinas, carbohidratos, minerales y
amino&cidos (Ariza Flores et al., 2017; Balarabe, 2019).

1.1.5 Propiedades farmacoldgicas

Varios estudios han confirmado que los calices de H. sabdariffa poseen gran variedad de
compuestos. Las antocianinas, flavonoides, &cidos fendlicos y &cidos organicos, son los
compuestos bioactivos principales y a los que cominmente se les atribuye efectos terapéuticos

(Ojulari et al.,, 2019). En este aspecto, se han reportado propiedades antioxidantes,
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hipocolesterolemiantes, antihipertensivas, anticancerigenas, antidiabéticas, antimicrobianas y
antiinflamatorias (Riaz & Chopra, 2018).

Owoade et al., (2019) concluyeron que, la mayoria de propiedades farmacoldgicas de H.
sabdariffa son producto de la cantidad de fitoquimicos que posee y que, por lo tanto,
complementar la alimentacion con sus extractos tendria beneficios en la reduccion del riego a
desarrollar enfermedades cardiovasculares, diabetes, céncer, asi como padecimientos
neurolégicos.

1.1.6 Composicidn quimica

Se ha comprobado por diferentes investigaciones que los calices de jamaica son una fuente rica
en flavonoides, particularmente antocianinas; acidos fenolicos y acidos organicos (lzquierdo-
Vega et al., 2020).

Compuestos fendlicos

Entre los &cidos fendlicos encontrados en extractos de H. sabdariffa, el principal es el &cido
clorogénico y sus isomeros | y 1l (Beltran-Debdn et al., 2010), ademaés, otros acidos como el
acido cafeico, fertlico (Oboh et al., 2018; Owoade et al., 2016), &cido-3-cafeoilquinico, &cido-
4-cafeoilquinico, acido-5-cafeoilquinico, acido-3-p-cumaroilquinico, acido-5-p-
cumaroilquinico, acido-5-O-cafeoilshikimico (Piovesana et al., 2018; Piovesana & Norefia,
2019).

Entre los flavonoides encontrados en los célices, estan: quercetina, rutina, naringenina
(Owoade et al., 2016), miricetina-3-sambubidsido, quercetina-3-sambubiodsido, quercetina-3-
rutinésido, quercetina-3-glucésido, kaempferol-3-O-rutinésido (Piovesana et al., 2018).
catequinas, epigalocatquina, galato epigalocatequina, quercitrina (Oboh et al., 2018).

Se ha reportado la presencia de antocianinas en extractos acuosos de H. sabdariffa, donde las
de mayor concentracion son, delfinidina-3-sambubidsido y cianidina-3-sambubi6sido, y las de

menor concentracion, delfinidina-3-glucésido y cianidina-3-glucésido (Ifie et al., 2016).
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Estudios previos también han referido que las antocianinas de mayor proporcién en célices de
jamaica, son delfinidina-3-sambubiésido y cianidina-3-sambubiosido (Wong et al., 2002).
Acidos Orgéanicos

Existe una gran variedad de acidos organicos en los extractos acuosos de H. sabdariffa, siendo
los acidos hidroxicitrico e hibisco los de mayor concentracion, seguido de otros como, acido
citrico, acido malico y é&cido tartarico (DaCosta-Rocha et al., 2014). Otros estudios, sin
embargo, han identificado y cuantificado en los calices, acido citrico, succinico, tartarico y
malico; siendo este Gltimo el de mayor concentracidn (Jabeur et al., 2017).

En infusiones hechas a partir de célices secos de H. sabdariffa L., de diferentes zonas
geograficas, se encontraron como acidos predominantes los acidos oxalico, tartarico y citrico;
mientras que los acidos succinico y malico, se hallaron en concentraciones bajas de
aproximadamente 10 mg/L o incluso menores (Juhari et al., 2018).

1.2 Métodos de extraccion

A parte de la fabricacion de farmacos, la extraccion es una etapa importante al desarrollar
alimentos funcionales de origen natural, asi como para dar valor a residuos, subproductos, y
mejorar la calidad a lo largo de distintos procesos de manufactura (Fu et al., 2019).

1.2.1 Extraccion asistida por ultrasonido

Esta tecnologia ha tenido un crecimiento continuo llegando a considerarse como
prometedora, innovadora y ecoldgica, pudiendo reemplazar o mejorar los procesos clasicos
de fabricacion de alimentos (Fu et al., 2019).

La EAU ha sido empleada muy seguido en el campo de la extraccion, siendo una tecnologia
potencial emergente capaz de acelerar la transferencia de masa y calor. Las ondas de
ultrasonido luego de interaccionar con la matriz vegetal son capaces de alterar sus
propiedades fisicoquimicas; ademas, facilitan la liberacion de componentes extraibles y

mejoran la transferencia de masa al destruir las paredes celulares vegetales a causa del
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efecto de cavitacion (Chemat et al., 2017). Este fendmeno de cavitacion, es debido a la
formacion, expansion e implosién de burbujas (Azmir et al., 2013).

Se han reportado buenos resultados de esta técnica de extraccidén en matrices vegetales con
gran contenido de pigmentos y compuestos fendlicos (Caldas et al., 2018; Gonzalez-de-
Peredo et al., 2020), asi como en subproductos (Zafra-Rojas et al., 2016).

Dzah et al., (2020) concluyen que, entre los motivos principales por los cuales se elige la
EAU como método de extraccion de compuestos bioactivos, estan su versatilidad, ser un
método de extraccidn de naturaleza fisica, menor uso de disolventes organicos o incluso
prescindir de ellos, su simplicidad de operacion, una extraccién eficiente en un menor
tiempo, la capacidad de conservar la actividad bioldgica de los compuestos y su potencial
aplicacion a nivel industrial, entre otros.

1.2.2 Extraccion por calor

El aprovechamiento del calor por medio del procesamiento térmico, es el proceso mas usado
en la industria, para la produccion y conservacion de alimentos (Pereira & Vicente, 2010).

La maceraciony la extraccion soxhlet, son los métodos convencionales principales para extraer
compuestos antioxidantes a partir de matrices vegetales (Xu et al., 2015).

No obstante, existen otros métodos como la decoccidn y la infusion, que se usan para obtener
extractos acuosos a partir de diferentes hierbas. Estos métodos de extraccion al ser métodos
sencillos, son ampliamente empleados para la obtencion de bebidas herbales (Martins et al.,
2015). Tradicionalmente se utiliza la decoccion para elaborar bebidas llamadas “Bisapp” a
partir de los céices de H. sabdariffa L. (Vidot et al., 2016).

Varios trabajos han indicado la aplicacion de calor en extracciones acuosas a partir de calices
de jamaica, con parametros de tiempo entre 15 a 60 minutos y temperaturas entre 90 y 100°C

(Galicia-Flores et al., 2008; Salinas-Moreno et al., 2012).
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1.3 Bebidas de H. sabdariffa

Los calices de jamaica han sido consumidos de manera tradicional en bebidas, siendo una
fuente de compuestos bioactivos que han mostrado tener caracteristicas de promover la salud
(Preciado-Saldaria et al., 2019). Las bebidas de jamaica son consumidas tradicionalmente en
Africa, donde elaboran una bebida no alcohélica a partir del extracto acuoso de los célices
secos, conocida como “soborodo” (Ningrum et al., 2019). Ademas, en zonas del Caribe y
Oriente Medio, también se elabora una bebida refrescante tipica, caliente o fria, llamada
“Karkadeh”, a partir de los calices de jamaica y con la adicion de azlcar para mejorar su sabor
(Rasheed et al., 2018).

Cid Ortega et al., (2010) formularon una bebida a partir del extracto de calices de Hibiscus
sabdariffa L de la variedad criollo, incorporando distintos edulcorantes no caloricos y azlcar.
Los célices se sometieron a extraccion con agua destilada a 60°C, en un ratio céliz/solvente de
1:7, por 20 minutos. Los resultados de la extraccion mostraron rendimientos del 95 + 3% de K,
Ca, Mg, Fe, Co, Mny Zn como 64 + 2% de Na y Cu. Los andlisis quimicos evidenciaron que
el contenido total de antocianinas era de aproximadamente 5 mg en 500 mL de bebida. Segln
Biruete Guzmaén et al., (2009) se estima que 23 mg es el valor medio de ingesta diaria de
flavonoides (especialmente la quercetina); por lo tanto, la bebida a partir de célices de jamaica,
representaria alrededor del 22% de la ingesta diaria recomendada de antioxidantes.

En su estudio Sayago-Ayerdi et al., (2007) demostraron la presencia de fibra dietética en una
concentracion de 0,66 g/L y que un 66% de los compuestos de compuestos fenolicos extraibles
contenidos en la flor de jamaica, pasaron a la bebida (66 mg/100 mL de compuestos fendlicos)
obtenida por decoccion de los calices de H. sabdariffa L, mostrando una capacidad antioxidante
medida por ABTS de 335 umol TEAC/100 ml de bebida.

Bolade et al., (2009) en su estudio sobre optimizacion de la extraccién para la produccién de

una bebida de jamaica, indicaron que el tiempo de extraccion a una temperatura constante de
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100°C £ 2°C y una proporcion de 1:62 (p/v) de célices secos y agua es de 30 minutos, mientras
que, el dulzor 6ptimo, determinado mediante evaluacion sensorial era 13% de azlcar. estos
parametros serian los 6ptimos para la produccion comercial de la bebida.

Mashkour et al., (2013) en los resultados de su estudio de optimizacion en la formulacion de
una bebida de jamaica usando metodologia de superficie de respuesta, indicaron que las
mejores condiciones de extraccion acuosa fue de 85°C por 10 minutos, con las cuales se
alcanzaron los mejores valores de antocianinas y vitamina C; asi mismo; determinando que la
mejor formulacién de la bebida incluia 1% estevia, 0,08g/L goma arabiga, 95% de extracto y
0,9% de azucar.

Los extractos de H. sabdariffa L., también se han utilizado para realizar mezclas con otras
fuentes vegetales, asi como con diferentes frutas. Ogundele et al., (2016) desarrollaron una
bebida funcional a partir de la mezcla de extractos de H. sabdariffa L. y jugos de frutas (pifa,
zanahoria, naranja) para optimizar sus propiedades antioxidantes, determinando que la mezcla
Optima, hallada mediante metodologia de superficie de respuesta era de 40% de pifia, 16,5%
zanahoria, 17,2% naranja y 26,3% extracto de H. sabdariffa L; ademas, evidenciaron que el
poder antioxidante de las formulaciones se mejor6 principalmente gracias a la incorporacion
de niveles més altos de extracto. Asi mismo, Kilima et al., (2014) al evaluar las propiedades
antioxidantes en la mezcla del extracto de H. sabdariffa L. con zumos de frutas tropicales
(mango, papaya, guaba), determinaron que, a medida que la concentracion de jamaica
aumentaba en todas las mezclas, también aumentaba significativamente las antocianinas
monomeéricas totales y el contenido fendlico total.

Hani et al., (2019) analizaron las propiedades fisicoquimicas y la aceptacién sensorial de una
bebida formulada a partir de extractos de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) y col morada
(Brassica olearacea L. var. capitata f. rubra) concluyendo que, la formulacion de mayor

aceptacion era de 40% de col morada y 10% de extracto de jamaica. Ademas, reportaron que
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la incorporacion de extracto de jamaica influia significativamente en valores de pH mas bajos,
asi como en un contenido mayor de acidez titulable y antocianinas.

Preciado-Saldafia et al., (2019) desarrollaron una bebida funcional optimizada mediante
metodologia de superficie de respuesta, a partir de calices de jamaica (H. sabdariffa L.) y hojas
de té verde (Camellia sinensis L.). Las condiciones 6ptimas de infusion para obtener bebidas
optimizadas tanto de jamaica como de té verde fueron 4,9 g/100 mL de agua, a 26°C durante
291 minutos de extraccion. Ademas, determinaron mediante una evaluacion sensorial con
panelistas no entrenados, que la proporcion de jamaica y té verde mayormente aceptada era de
7:3 (v/v) respectivamente. Bajo estas condiciones obtuvieron una bebida con un contenido
fendlico total de 34,07 + 0,71 mg EAG/100 mL de bebida, y valores de capacidad antioxidante
medida por DPPH y FRAP de 175,33 + 6,14 y 169,74 + 4,43 ET/100 mL respectivamente.
1.4 Métodos de determinacion de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante

1.41 Método de Folin-Ciocalteu

Este método ha sido utilizado para determinar el contenido fendlico total de distintos productos
naturales, a lo largo de muchos afios. Sin embargo, su mecanismo es una reaccion de
oxido/reduccion que involucra tanto compuestos fenolicos como no fendlicos (Magalh&es et
al., 2010). Se basa en la reaccion de oxidacion entre compuestos fenolicos de facil oxidacion o
compuestos aromaticos hidroxilados con el &cido fosfotingstico y fosfomolibdico del reactivo
Folin-Ciocalteu, que da como resultado un cambio de color (Zhang et al., 2006).

1.4.2 Meétodo DPPH (2.2-difenil-1-picril-hidrazilo)

Este método se fundamenta en la medicion de la capacidad reductora de los antioxidantes frente
al radical DPPH. Esta capacidad puede ser evaluada por resonancia espin-electrén o por medio
de espectrofotometria (Prior et al., 2005).

El DPPH es un radical organico de estructura nitrogenada, el cual no requiere ser generado

previamente, es de color parpura fuerte y muy estable (Rodriguez Aguirre et al., 2015). Este
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radical libre puede reaccionar facilmente al mezclarse con compuestos antioxidantes, por
medio de la cesion de un atomo de hidrdgeno proveniente del antioxidante (Guija-Poma et al.,
2015), dando como resultado una solucién en estado reducido y la degradacion del color
purpura (Kedare & Singh, 2011).

El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), ha sido el radical mayormente usado en los estudios
cinéticos, debido a ventajas como su estabilidad, su disponibilidad comercial y una fuerte
absorcion en el espectro UV-visible a 520 nm (Foti et al., 2011), alta reproductibilidad de
resultados, selectividad hacia los antioxidantes antirradicales, alta sensibilidad y disponibilidad
del equipo necesario (Volkov & Misin, 2015).

1.4.3 Método FRAP (Poder antioxidante de la reduccion férrica)

Este método se fundamenta en la capacidad reductora a un pH bajo, de un complejo incoloro
del ion férrico + TPTZ (Fed + tripiridiltriazina) a un complejo azulado de ion ferroso + TPTZ
(Fe? + tripiridiltriazina), a causa de la cesion de electrones por parte de antioxidantes. Esta
reduccion se controla con la medicion del cambio de absorbancia en las mezclas de prueba con
antioxidantes, a una longitud de onda de 593 nm (Dudonné et al., 2009).

1.4.4 Método de pH diferencial

Los pigmentos antociénicos pueden sufrir transformaciones reversibles en su estructura al
cambiar su pH, evidenciandose en espectros de absorbancia de gran diferencia. Al estar en un
pH 1.0 predomina la forma oxonio coloreada y a un pH 4.5 se presenta la forma hemicetal
incolora. En esta reaccién se basa el método de pH diferencial, permitiendo alcanzar una
medicion precisa y répida de las antocianinas totales, aun en presencia de pigmentos

degradados, polimerizados y otros compuestos interferentes (Giusti & Wrolstad, 2005).
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS
2.1 Ubicacién de investigacién
Esta investigacion se realizé conjuntamente en el laboratorio de investigacion de la carrera de
Ingenieria en Alimentos y el laboratorio de Fitoquimica de la carrera de Biogquimica y
Farmacia, en la Universidad Técnica de Machala.
2.2 Materia prima
Los célices frescos de flor de jamaica, fueron obtenidos de los cultivos ubicados en la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala, de la Provincia de EI Oro.
2.3 Preparacion de la muestra
Los calices frescos fueron sometidos a un lavado y desinfeccion con una solucion desinfectante
para frutas y hortalizas (STAR-BAC), se eliminé el agua en exceso y se realizo la separacion
de las semillas. Una vez listos los calices, fueron llevados a un proceso de secado a una
temperatura de 45 £ 2°C en una estufa (MEMMERT UF 55, Alemania), con circulacion de aire
forzado del 100% y trampilla abierta (100%), por un tiempo aproximado de 48 horas.
Posteriormente, los célices deshidratados fueron molidos en un molino de cuchillas semi
industrial de fabricacion nacional (MAGRICO) con una malla de 1 mm de diametro; la harina
obtenida fue tamizada a través de una malla de 425 micrones y finalmente envasada en bolsas

plasticas de cierre hermético, almacendndose a temperatura ambiente protegidas de la luz.

2.4 Determinacion de algunos parametros de calidad en los calices secos

La determinacion de humedad y cenizas se realiz6 directamente en la muestra seca.

2.4.1 Determinacion de humedad residual

El contenido de humedad residual se determind en una balanza con fuente de calentamiento
halogeno (Ohaus, modelo MB90, USA). Se pesaron aproximadamente 0,55 g de muestra

directamente en el equipo y se llevd a cabo la determinacién de forma automatica a una
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temperatura de 105°C hasta que la muestra alcanzo6 un peso constante. El andlisis se lo realiz6
por triplicado.

2.4.2 Determinacion de cenizas

El andlisis de residuo de materia organica se realizd por el método gravimétrico segun la
AOAC. 923.03. Se pesaron 3 g de muestra en un crisol previamente secado hasta peso
constante, luego se realiz6 un precalcinado en una plancha calefactora y posteriormente, se
llevo a mufla a una temperatura de 550 + 25°C hasta obtener cenizas blancas o grisaceas. Los
resultados se determinaron por diferencia de peso.

2.4.3 Preparacion de extracto seco

Para el proceso de obtencidn del extracto, se plantearon cuatro tratamientos, utilizando en todos
los casos agua como disolvente. Las condiciones de extraccion para cada tratamiento se
muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Tratamientos de extraccion

) ] _ Meétodo de
Tratamientos Temperatura (°C) Tiempo (min) .
extraccion
A 30 30 EAU
B 30 60 EAU
C 100 15 EC
D 100 30 EC

EAU: Extraccion asistida por ultrasonido; EC: Extraccion por calor

En todos los tratamientos se utilizo una concentracion de 2% de célices. Para los tratamientos
Ay B, se pesaron 2 g de célices secos y molidos y se colocaron en un matraz de Erlenmeyer,
luego se afiadio 10 mL de agua destilada y se dejo reposar durante 15 minutos hasta lograr
humedecer la muestra. Seguidamente, se adicionaron 90 mL de agua destilada y se llevo a bafio
ultrasonico (ULTRASONIC BATH 5.7 L, Fischer Scientific).

En cuanto a los tratamientos C y D, se llevaron a ebullicion 200 mL de agua destilada en un

vaso de precipitacion y luego se agreg6 la muestra previamente pesada.
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Los extractos obtenidos se filtraron y colocaron en balones de 500 mL, para ser concentrados
en un rotoevaporador (HEIDOLPH LABOROTA 4001), acoplado a un criostato
(LAUDA/ALPHA RA-8) y a una bomba de vacio (VACUUBRAND PC 600, Alemania). Estos
extractos concentrados, fueron trasvasados a cajas de Petri y finalmente se secaron en una
estufa (MEMMERT UF 55, Alemania) con circulacion de aire del 100% y trampilla abierta
(100%). Los extractos secos (ES) fueron almacenados a temperatura ambiente y protegidos de
la luz, hasta ser evaluados posteriormente.

2.5 Analisis quimico de los extractos

2.5.1 Determinacidn de fenoles totales por método de Folin-Ciocalteu

Preparacién de muestra: Se pesd 0,07 g de extracto seco en un vaso de precipitacion de 50
mL, se llevd a sonicacion hasta solubilizar la muestra completamente, luego se trasvasd a un
baldn volumétrico de 10 mL y se enrasé con agua destilada.

Preparacion de reactivos:

Solucién de Folin-Ciocalteu (10%0): Se tomé 10 mL del reactivo y se diluy6é con 100 mL de
agua destilada.

Solucion de carbonato de sodio (7,5%): Se pes6 7,5 g de Na,CO5 anhidro y se disolvio en
100 mL de agua destilada.

Ensayo: Se trabajo con el reactivo Folin-Ciocalteu con la metodologia expuesta por Singleton
et al., (1999) con algunas modificaciones.

En tubos de aproximadamente 10 mL se adiciond: 50 yuL de la muestra preparada (ensayo),
agua destilada (blanco) o de &acido galico (patrdon), luego se afiadié 2,5 mL de reactivo Folin-
Ciocalteu (Sigma Aldrich) al 10% y 450 L de agua destilada. Se agitaron todos los tubos por
medio de un vortex (Thermo Scientific, USA) y se dejaron en reposo por 5 minutos.
Seguidamente, se adicioné 2 mL de Na,CO5 al 7,5% Yy se agitd de nuevo (vortex) para dejar

reposar durante 2 horas, hasta realizar la lectura. Se utilizaron microceldas de 2 mL y se midié
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la absorbancia de las muestras en un  espectrofotometro  (UV-Visible
SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific, USA) a una longitud de onda de
765 nm.

Para la cuantificacion de contenido fendlico total, se realizd una curva de calibracion de una
disolucién patron de acido galico 10 mg/mL (Sigma Aldrich) en concentraciones de: 0,1; 0,3;
0,5; 0,7; 0,9 mg/mL.

El contenido fendlico total se determiné partiendo de la curva de calibracion por medio de un
analisis de regresion lineal, obteniendo la siguiente ecuacion: Absorbancia = 0,00446667 +

0,888667 * concentracién(mg/mL) con un coeficiente de correlacion (R?) de 0,9978.

Figura 1: Curva de calibracion para la cuantificacion de fenoles totales
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2.5.2 Determinacion de la capacidad secuestradora de radicales libres frente al 2,2-difenil-
picrilhidrazilo (DPPH-TEAC).

Preparacion de muestra: Se pesd 0,07 g de extracto seco en un vaso de precipitacion de 50

mL, se llevé a cabo una sonicacion hasta solubilizar la muestra completamente, luego se

trasvasd a un balén volumétrico de 10 mL y se enrasd con agua destilada. Por efectos de

concentracion y con el fin de que las lecturas de absorbancia de la muestra se ajustaran a la

curva de calibracién; se realizé una dilucion colocando en un tubo de ensayo 1 mL de la
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solucion de extracto seco (concentracion: 7 mg/mL) y 3 mL de agua destilada. A partir de esta
dilucion se realizé el ensayo.
Preparacién de disolucién del DPPH a 0,1 mM: Se pes6 0,0039 g de reactivo 2,2-difenil-
picrilhidrazil y se llevo a un balén volumétrico de 100 mL aforando con metanol (80%).
Ensayo: Para la determinacién se aplico el método de Brand-Williams et al., (1995) con
algunas modificaciones. Se tomaron 100 pL de solucion madre (por cada tratamiento) y se le
afiadieron 3,9 mL de la disolucion DPPH al 0,1 mM (Aq) por separado. Posteriormente, para
preparar la solucién correctora de color, se tomd 100 puL de cada solucion madre y se
adicionaron 3,9 mL de metanol (A2). El control de DPPH se prepar6 mezclando 100 uL de
metanol y 3,9 mL de DPPH (Ao). Las disoluciones preparadas se sometieron a agitacion en
vortex (Thermo Scientific, USA) e inmediatamente se guardaron protegidas de la luz y a
temperatura ambiente durante 30 minutos.
Las lecturas se realizaron en microceldas de 2 mL empleando metanol como blanco, en un
espectrofotémetro (UV-Visible SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific,
USA) a una longitud de onda de 517 nm.
El porcentaje de secuestro del DPPH después de 30 minutos calcul6 con la formula siguiente:
%Secuestro de DPPH = [(1 — (A, — A,)/Ay)] * 100

Donde:

e A, = Absorbancia de solucion DPPH + metanol

e A; = Absorbancia de DPPH + extracto

e A, = Absorbancia de extracto + metanol
Para determinar la capacidad antioxidante, se realiz6 mediante una curva de calibracién de la
solucién patron de Trolox (0,2 mg/mL) en concentraciones de: 0,025; 0,075; 0,100; 0,125;

0,150; 0,175 mg/mL.
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La cuantificacion de la capacidad antioxidante expresada en miligramos equivalentes a Trolox,
se obtuvo a partir de la ecuacion obtenida del analisis de regresion lineal de la curva de
calibracion.
%Inh = 3,02463 + 552,693 * concentracion(mg/mL)
coeficiente de correlacion (R?) de 0,9836.

Figura 2: Curva de calibracion para la cuantificacion de capacidad antioxidante para ensayo
DPPH.
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Se realiz6 la cinética de captura de radicales libres en cada uno de los tratamientos,
desarrollando el método descrito por Barron et al., (2011) con modificaciones.
Preparacién de la muestra: Se pes6 0,02 g de extracto seco por cada tratamiento de
extraccién, en un vaso de precipitacidn; se sometié a sonicacion hasta solubilizar la muestra
completamente, luego se trasvasd a un balon volumétrico de 10 mL y se enrasd con agua
destilada
Para los estandares de quercetina y acido ascorbico utilizados en el ensayo, se preparé una
disolucion a una concentracion de 0,3 mg/mL.
La determinacion de la cinética se realizé mediante una curva de calibracion de una solucion
patron de DPPH (0,1 mM). A partir de esta solucién madre se prepararon diluciones con

metanol, en concentraciones de 0,01; 0,02; 0,04; 0,06 y 0,08 mM, a las cuales, incluyendo la
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solucion madre, se les midid la absorbancia a 517 nm en microceldas de 2 mL. Se uso metanol
como blanco y cada lectura se realiz6 por triplicado.
Se obtuvo la siguiente ecuacion: Absorbancia = — 0,00290476 + 7,00476 *
concentracién(mg/mL) con un coeficiente de correlacion (R?) de 0,9971.

Figura 3: Curva de calibracion. Absorbancia vs DPPH (mM)
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Ensayo: Se tomaron 100 pL (0,1 mL) de cada disolucion de extracto seco y de los estandares,
y se pusieron a reaccionar con 3,9 mL de DPPH (0,1 mM). A continuacion, se midieron las
absorbancias de cada muestra y de los patrones con intervalos de 60 segundos, desde un tiempo
cero (DPPH,_,) hasta concluir 30 minutos (DPPH,.,,), en un espectrofotometro (UV-Visible
SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific, USA) usando microceldas de 2
mL y a una longitud de onda de 517 nm. Cada lectura se realiz6 por triplicado, y como blanco
se uso la disolucién de DPPH.

Los datos obtenidos sirvieron para calcular el porcentaje de DPPH remanente, el cual se

obtuvo mediante la siguiente formula:

%DPPH, ¢y, = 100 x DPPH, ¢, /DPPH,_,
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2.5.3 Determinacidn del poder antioxidante de la reduccion férrica (FRAP-TEAC)
Preparacion de muestra: Se pesd 0,02 g de extracto seco en un vaso de precipitacion de 50
mL, se sometid a sonicacion hasta solubilizar la muestra completamente, luego se trasvaso a
un balén volumétrico de 10 mL y se enras6 con agua destilada. Por efectos de concentracion y
con el fin de que las lecturas de absorbancia de la muestra se ajustaran a la curva de calibracion;
se realizé una dilucién, colocando en un tubo de ensayo 1 mL de la solucion de extracto seco
(concentracion: 2 mg/mlL) y 5 mL de agua destilada. A partir de esta dilucion se realizo el
ensayo.

Preparacion de reactivos:

Solucion buffer de acetato 300 mM (pH 3,6): Se pes6 3,1 g de acetato de sodio trihidratado
(CH3COONa3H0) y se disolvio en agua. Luego se adiciond 16 mL de &cido acético glacial y
completamos el volumen hasta un litro con agua destilada.

Solucion de HCI 40 mM: Se afiadi6é aproximadamente 3,3 mL de HCI concentrado para 1 L
de agua destilada.

Solucion 10 mM de TPTZ (2,4,6-tripyridyl — s-triazine) en HCI 40 mM: Se pes6 3,12 g de
TPTZ para 1 L de HCI 40 mM.

Solucion de FeClz 20mM: Se pesaron 0,324 g de FeCI3 anhidro y se disolvio en 100 mL de
agua destilada.

Solucion de reactivo FRAP: Se prepardé mezclando en un vaso de precipitacion 25 mL de
solucion buffer de acetato (pH: 3,6) 2,5 mL de solucion TPTZ 10 mM y por altimo con 2,5 mL
de solucion FeClz 20 mM. La mezcla se incub6 a 37°C por 30 minutos.

Ensayo: Se desarrollé de acuerdo a los métodos descritos por Benzie & Straint, (1996).

En tubos de ensayo de 10 mL se colocaron 50 pL de la muestra preparada, luego se afiadieron
1,5 mL del reactivo FRAP, se realiz0 agitacion en vortex y se esperd 5 minutos; posteriormente

se dio lectura usando microceldas de 2 mL en un espectrofotometro (UV-Visible
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SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific, USA) a una longitud de onda de
593 nm. Se utilizé como blanco la disolucion FRAP.

Se preparé una solucion patron de Trolox (0,2 mg/mL), y a partir de esta se prepararon
soluciones con concentraciones de 0,025; 0.075; 0,1; 0,125; 0,150; 0,175 mg/mL. Todas las
mediciones se efectuaron por triplicado.

El poder antioxidante se determin6 a partir de la curva de calibracion que se realizo para la
solucion patrén de Trolox por medio de un analisis de regresion lineal, obteniendo la siguiente
ecuacion: Absorbancia = —0,00290476 + 7,00476 * concentracion(mg/mL) con un

coeficiente de correlacion (R?) de 0,996.

Figura 4: Curva de calibracion de la capacidad antioxidante para ensayo FRAP
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2.5.4 Determinacién de antocianinas monomérica totales por el método de pH diferencial
Preparacién de la muestra: Se pesé 0,0063 g de extracto seco y se someti6 a sonicacion hasta
solubilizar la muestra completamente, luego se llevo a un balén volumétrico de 10 mL y se

enraso con agua destilada (concentracion: 6,3 mg/mL).

Preparacion de reactivos: Se prepararon soluciones tampon de cloruro de potasio (0,025 M a

pH 1) y de acetato de sodio (0,4 M, pH 4,5).
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Ensayo: La determinacion se realizé conforme al método reportado por (Giusti & Wrolstad,

2005) triplicando el ensayo en cada muestra.

De cada muestra preparada, se tomé 0,4 mL (concentracion: 6,3 mg/mL) y se le agreg6 1,6 mL
de cada solucion tampon por separado. Las muestras se dejaron reposar por 15 minutos y se
efectud la lectura en un espectrofotémetro (UV-Visible SPECTROPHOTOMETER Evolution
201 Thermo Scientific, USA), en microceldas de 2 mL, a longitudes de onda de 510 nm y 700

nm. Para la lectura del blanco, se utiliz6 agua destilada.
La absorbancia de cada muestra se calculé mediante la siguiente formula:
A = (As10-A700)pH10 - ( A 510 — A700)pH 45

La concentracion del pigmento de antocianina monomérica de cada muestra se calculd en

funcién del pigmento cianidina-3-glucésido, con la férmula siguiente:
Antocianina monomérica (mg/L) = (A x PM x FD x 1000) / (¢ x 1)
Donde:

e A = Absorbancia calculada
e PM = Peso molecular de cianidina-3-glucosido (449,2 g/mol)
e FD = Factor de dilucién: 5

e & = Absortividad molar de la cianidina-3-glucdsido (26900 L mol-cm™)

2.6 Formulacién de la bebida.

Para la formulacion de la bebida se plante6 un disefio factorial 22, considerando como factores
del disefio la cantidad (g/100mL) de material vegetal seco y molido (calices de jamaica) y el
porcentaje de inclusion de estevia, tal como puede verse en la tabla 3.

Las bebidas se prepararon siguiendo el tratamiento de extraccion seleccionado. La seleccion

de la mejor formulacidn se hizo con base a la aceptacion sensorial de 29 jueces semientrenados.
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Tabla 3: Formulacién de la bebida

Materia ) ) _ )
_ Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3 Formulacion 4
prima
Caliz de
jamaica 1,5 1,5 2 2
(9/200mL)
Estevia (%0) 0,4 0,5 0,4 0,5

Se realizé un disefio experimental con los parametros previamente establecidos, teniendo como
resultado las siguientes corridas experimentales.

Tabla 4: Disefio experimental de la bebida

Bloque % Caliz de jamaica % Estevia
1 1,5 0,5
1 15 0,4
1 2 0,5
1 2 0,4




2.7 Proceso de elaboracion de la bebida
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Figura 5: Diagrama de flujo del proceso de elaboracidn de la bebida
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2.8 Evaluacion sensorial de la bebida

Sonicacién
T=30°C
t =30 min
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Para el andlisis sensorial, se utilizo6 como herramienta de evaluacion una prueba de

ordenamiento. Se presentaron cuatro formulaciones, las cuales fueron codificadas con niUmeros

aleatorios y presentadas a 29 jueces semi entrenados. La prueba de ordenamiento se estructurd

en un orden de preferencia ascendente de 1 a 4, siendo el numero 1 la puntuacion para la

muestra de menor agrado y 4 para la muestra de mayor agrado, tal como se muestra en la figura

6. Entre la degustacion de una formulacién y otra, cada juez debia ingerir agua purificada de

marca comercial, para enjuagar su paladar.



Figura 6: Hoja de evaluacién sensorial

NOMBRE:

FECHA:

Género: Hombre Mujer Edad

Frente a usted. hay 4 muestras codificadas de bebida a base de flor de jamaica.

Por favor pruebe las 4 muestras, enjuagando su paladar entre muestra y muestra

y asigne un orden de preferencia ascendente a las mismas. De modo tal que, en la

celda de orden de preferencia se coloque junto al nimero 1 a la muestra de menor

agrado y 4 junto a la muestra de mayor agrado.

1 = Menor agrado

4 = Mayor agrado

ORDEN DE
PREFERENCIA

MUESTRA

4

3
2
1

COMENTARIOS:
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CAPITULO Il1: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Parametros de calidad en los calices secos
En la tabla 5 se registran los datos obtenidos de la valoracion de humedad residual y cenizas
totales de los célices de H. sabdariffa L.

Tabla 5: Composicion fisica del caliz de flor de jamaica

Parametros Resultados
Humedad Residual (%) 3,28 £ 0,04
Cenizas (%) 6,38 £ 0,02

Resultados promedio n=3. + Desviacién estandar
Valores reportados en base seca

La humedad residual de este material vegetal alcanzé el 3,28%, valor que presenta diferencia
con los descritos por Ahmed et al., (2019) y Abou-Arab et al., (2011) de 5,37% y 12,81%
respectivamente. Estas diferencias estarian influenciadas basicamente por el método de secado
utilizado; sin embargo, este resultado esta dentro del limite establecido en términos de humedad
(<12%) para este material vegetal, segiin la NTE INEN 2392, (2017) para hierbas aromaticas.
Con este bajo porcentaje de humedad residual en los célices, se pudo asegurar una mejor
conservacion, considerando que este material vegetal seria utilizado posteriormente para los
diferentes andlisis.

Por otro lado, el valor de cenizas totales de los célices deshidratados y molidos fue de 6,38 %,
similar a lo reportado por Babalola et al., (2001) (6,8%), pero diferente a los valores
presentados por Balarabe, (2019), Singh etal., (2011) y Ahmed et al., (2019). Estas diferencias
pueden estar influenciadas por factores como la variedad de jamaica, la composicion y tipo de
suelo, la zona geogréfica de cultivo y el tratamiento postcosecha (Cid & Guerrero, 2012;

Moreno & Oyola, 2016).
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3.2 Determinacion de fenoles totales
Para la determinacion del contenido fendlico en el extracto seco, se empled el método de Folin-
Ciocalteu. Los resultados de la cuantificacién de fenoles totales se muestran en la tabla 6.

Tabla 6: Cuantificacion de fenoles totales en los extractos acuosos de H. sabdariffa.

. Contenido fenolico total mg
Tratamientos

EAG /g de ES
A 96,65 3,804
B 97,88 +1,884
C 90,05 +2,41;
D 70,12 £2,77.

Resultados promedio n=3. + Desviacién estandar
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (p<0.05)
EAG: Equivalente a &cido gélico

Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) determinaron que los tratamientos de EAU
no presentaron diferencias estadisticamente significativas (valor p>0.05) con un nivel de
confianza del 95%; obteniendo los valores mas altos de contenido fendlico total. En el caso del
tratamiento D, el contenido fendlico resultdé menor, siendo estadisticamente significativa la
diferencia (valor p<0.05) con el resto de tratamientos. Por tanto, en términos de extraccion de
compuestos fendlicos se evidencid que los mejores tratamientos fueron A 'y B, no pudiéndose
comprobar diferencias estadisticamente significativas (p>0,05); Sin embargo, el tratamiento A,
logro extraer cantidades similares de compuestos fendélicos en un tiempo menor de exposicion
a sonicacion, lo que supone un ahorro energético y menor exposicion del material vegetal al
proceso como tal.

Peredo Pozos et al., (2020) evidenciaron durante la extraccién asistida por ultrasonido en
calices de H. sabdariffa L., que los compuestos polifendlicos se incrementaban cuando el
tiempo de exposicion era de 20 o 40 minutos a 32°C; mientras que, a un mayor tiempo los
valores se mantienen constantes.

Khan et al., (2019) reportaron el efecto de la sonicacion en el perfil fendlico de una mezcla de

jugos de frutas, encontrando que las muestras sometidas al tratamiento de sonicacion tenian un
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mayor contenido fendlico en comparacion a las muestras tratadas por pasteurizacion (91°C
durante 1 minuto). Ademas, mencionan que estos aumentos significativos de compuestos
fenolicos, serian probablemente por el efecto causado por la sonicacién, que ejerceria un dafio
en la pared celular y daria lugar a una mejor extraccion de compuestos polifendlicos del interior
de las células

Aadil et al., (2013) también comentan que la liberacién del contenido fendlico total de forma
ligada, aumentaria probablemente al rompimiento de la pared celular, producto de la presion
de cavitacion ejercida durante la sonicacion.

Por otro lado, al comparar los tratamientos de EC, se observo que D, alcanz6 un contenido
fendlico mucho menor que C, lo que podria atribuirse al tiempo de extraccion. No obstante, la
temperatura seria un factor que afecta de manera desfavorable la estabilidad de los compuestos
fendlicos presentes en los extractos (Rojas et al., 2019).

Los resultados obtenidos en los cuatro tratamientos evidenciarian que la aplicacion de
temperaturas elevadas por un tiempo prolongado, tendrian un efecto de detrimento de los
compuestos fenolicos. La influencia de estos dos factores se determin6 mediante un ANOVA
multifactorial, cuyo resultado mostré un efecto significativo (p<0,05). En cambio, la aplicacion
de sonicacion presentaria un efecto favorable en el contenido fendlico de los extractos.
Preciado-Saldafia et al., (2019), conforme a los resultados obtenidos en su investigacion,
sugieren que los compuestos fenolicos de los célices de jamaica se extraen mejor a bajas
temperaturas, propiciando a la conservacion de la capacidad antioxidante. Esto probablemente
se deberia a que los cambios quimicos inducidos por la temperatura (formacién de chalconas)
se reducen al minimo. Ademas, de la temperatura, los tiempos prolongados de extraccion
inducirian otros cambios quimicos (Preciado-Saldafia et al., 2019).

Dong et al., (2010) evaluaron el efecto del tiempo y la temperatura en la EAU de acido

salvianolico B., de la raiz de Salvia miltiorrhiza, a una temperatura de 30°C, 60% agua:etanol
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y empleando la relacion liquido:sélido de 20:1. Los autores mostraron que el acido salviandlico
B., incrementaba con el tiempo de extraccion. El rendimiento de extraccion aumento
rapidamente durante los primeros 25 minutos alcanzando un resultado de extraccion 6ptimo;
sin embargo, después de 25 min, el rendimiento de la extraccion aument6 lentamente, siendo
practicamente constantes hasta el minuto 40, a una temperatura de 30°C.

En un trabajo reciente, Rojas et al., (2019) determinaron que 40 minutos de sonicacion a 25°C,
con un 50% v/v de etanol, eran las condiciones con las que se obtuvo un mayor rendimiento de
polifenoles totales en la cascara de sanky (Corryocactus brevistylus).

(Rodriguez & Lopez, 2014) en su estudio de EAU de los polifenoles de la fruta del Punica
granatum (granada), determinaron que el tiempo 6ptimo de extraccién de polifenoles era de 60
minutos teniendo como menstruo una mezcla hidroalcohdlica del 50% (v/v) y que a partir de
este tiempo los valores de contenido polifenélico se mantenian constantes.

Almahy et al., (2017) identificaron mediante CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiencia),
una gran variedad de compuestos fendlicos presentes en extractos hidroalcoholicos de H.
sabdariffa L., obtenidos por EAU (30°C/20 minutos/80%EtOH:20%H-0), y mencionan que
los &cidos fendlicos representarian el 11% del contenido total de compuestos fenolicos y los
flavonoides el 89% restante, siendo los que mayormente predominan.

Por lo anteriormente citado, y tomando en cuenta que entre A y B no existe diferencia
significativa (valor p>0.05). Aplicar un tiempo de sonicacién superior a 30°C no indicaria una
mayor extraccion de compuestos fendlicos totales, por lo que se considera que el tratamiento
A ofrece las mejores condiciones para la extraccion de compuestos fendlicos.

3.3 Determinacién de capacidad antioxidante

En este estudio se utilizaron dos métodos de evaluacion de la capacidad antioxidante en los
extractos secos. Se empled el método FRAP, que mide la capacidad de un antioxidante para

Ilevar el complejo de tripiridiltriazina férrico a su estado reducido de tripiridiltriazina ferroso



41

en condiciones de pH bajo, donde la formacion de color sera la capacidad reductora de la
muestra (S. Singh & Singh, 2008).

El otro método que se usdé fue el de la capacidad secuestradora de radicales libres (DPPH). Este
radical estable inicialmente presentard una coloracion violeta intenso, posteriormente de ser
mezclado con agentes antioxidantes, se dara la captacion por el antioxidante hacia radical libre
y consecuentemente disminuirad la absorbancia inicial del DPPH, dando como resultado la
disminucion del color violeta. La capacidad antioxidante se determiné por la diferencia de
absorbancias (Jiménez et al., 2012).

Los resultados de la determinacién de capacidad antioxidante se muestran en la tabla 7.

Tabla 7: Cuantificacién de capacidad antioxidante

FRAP DPPH
Tratamientos mg TEAC /g de mg TEAC /g de
extracto seco extracto seco
A 144,29 +4,82, 54,97 £1,69
B 131,14 +2,63y 57,24 +0,68,
C 102,58 +2,784 55,00 £0,42y
D 112,08 £3,55, 43,56 +0,24.

Resultados promedio n=3. + Desviacidn estandar
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (p<0.05)
TEAC: Capacidad antioxidante equivalente a Trolox

Mediante el analisis estadistico de varianza (ANOVA) a los valores de capacidad antioxidante,
obtenidos por el método FRAP, se comprobd que, existen diferencias significativas entre todos
los tratamientos (valor p<0.05). Los valores obtenidos por este método muestran que el
tratamiento C posee una menor capacidad antioxidante con un valor de 102,58 = 2,78 mg
TEAC/g de extracto seco; mientras que, el tratamiento con mayor capacidad antioxidante fue
A con un valor de 144,29 * 4,82 mg TEAC/g de extracto seco.

En cuanto a los resultados de capacidad antioxidante por el método DPPH, se logré identificar
que el tratamiento B (30°C/60 minutos) tuvo una mayor actividad antioxidante, con un valor

de 57,24 £ 0,68 mg TEAC/g de extracto seco. Peredo Pozos et al., (2020) reportaron que,
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aplicando sonicacién durante 60 minutos a 32°C, se logré la mayor capacidad antioxidante por
DPPH en extractos hidroalcohdlicos de H. sabdariffa L.

Por el contrario, el tratamiento D presentd la menor capacidad antioxidante al comparar los
cuatro tratamientos, con un valor de 43,56 + 0,24 mg TEAC/g de extracto seco. El analisis
estadistico de los resultados del método DPPH, determind que, no existen diferencias
significativas (valor p>0.05) entre los tratamientos Ay C.

Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos por ambos métodos quimicos, se observd
que los tratamientos con los mayores valores de capacidad antioxidante son, A por el método
FRAP y B por DPPH. Esta diferencia de resultados se deberia a los diferentes mecanismos en
los cuales se fundamentan estos dos métodos, o que generaria una variabilidad para la
medicion de la capacidad antioxidante en los extractos acuosos, dificultando la comparacion
de resultados (Reyes-Luengas et al., 2015). Sin embargo, aunque estos métodos se basan en
diferentes mecanismos de reaccion, ambos se complementan para comparar y validar la
capacidad antioxidante en los extractos (Medina-Carrillo et al., 2013).

Medina-Carrillo et al., (2013) evaluaron la capacidad antioxidante de extractos de H. sabdariffa
L., por el método de DPPH y FRAP, y reportaron que el comportamiento respecto a la
capacidad de reducir el ion férrico a ion ferroso, mostraba una similitud con la capacidad de
capturar el radical DPPH, evidenciando que los extractos, mientras mas antocianinas contenian,
mayor era su actividad antioxidante.

Fernandez-Arroyo et al., (2011) reportan un elevado poder antioxidante evaluado mediante
FRAP en extractos acuosos de H. sabdariffa L., siendo el doble que en extractos de hoja de
olivo. Este alto valor de FRAP podria ser atribuido a la gran capacidad reductora que tendria
el acido clorogénico (Wu, 2007). El &cido clorogénico y sus derivados, asi como las

antocianinas, delfinidina 3-sambubidsido y cianidina 3-sambubidsido, son de los compuestos
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antioxidantes mayormente encontrados en los extractos acuosos de H. sabdariffa (Fernandez-
Arroyo et al., 2011).

Oloumi et al., (2016) evaluaron la correlacion entre los compuestos polifendlicos y la capacidad
antioxidante en céalices de H. sabdariffa L., determinando que, tanto el contenido fendlico total
como la capacidad de captacién de radicales libres (DPPH), se correlacionan con la cantidad
de flavonoides presentes en los extractos. En cambio, el poder antioxidante de la reduccion
férrica (FRAP) se correlaciona con el contenido de antocianinas.

A su vez, se ha reportado que el 51% de la capacidad antioxidante evaluada por FRAP es
atribuida al contenido total de antocianinas presentes en el extracto de los célices y que el resto
de su actividad la comprenden compuestos fendlicos en un 24% (Tsai et al., 2002).

Por otra parte, se determin6 el comportamiento cinético de los extractos frente al radical DPPH.
Los resultados de la cinética de la capacidad antioxidante se muestran a continuacion.

Figura 7: Cinética de la captura de radicales libres de los extractos de H. sabdariffa.
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El perfil cinético de los cuatro tratamientos mostrd que el porcentaje de DPPH remanente
disminuyé por la actividad antirradicalaria que poseen los extractos. En primera instancia, se

observo que durante el primer minuto los extractos presentaron una reaccion rapida frente al
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DPPH, similar al comportamiento inicial del acido ascérbico; en este punto, el porcentaje de
DPPH remante en los extractos lleg6 hasta aproximadamente un 50%, sin embargo, después
de este tiempo, la reaccion se torn0 mas lenta, observandose como las curvas de los 4
tratamientos seguian un comportamiento mas estable, con variaciones minimas del porcentaje
de DPPH, hasta el final de la reaccién.

Si bien, la captura de radicales por parte de los extractos fue mas pausada, mostré similitud con
el patron de captura por parte de la quercetina, tal como se observa en la figura 7. Al final de
la reaccion el porcentaje alcanzado de DPPH remanente en los cuatro extractos analizados fue
entre 25y 35%, siendo los tratamientos A y B los que lograron un mayor secuestro.

En cuanto al tipo de cinética que siguen los extractos, autores como Brand-Williams et al.,
(1995) clasifican el comportamiento de varias sustancias de acuerdo con su estudio de la
cinética de reaccién, indicando que, una cinética rapida alcanza un estado estable en menos de
1 min, una cinética intermedia entre 5y 30 min y una cinética lenta entre 1 y 6 horas. Por otra
parte, Sdnchez-Moreno et al., (1998) definieron el comportamiento cinético de la capacidad
antioxidante de diferentes sustancias, como: cinética rapida, menor a 5 min; cinética
intermedia, entre 5y 30 min; y una cinética lenta, mayor a 30 min.

Por lo tanto, al analizar las curvas obtenidas en la figura 7, se observé que la captura de
radicales libres tiende a estabilizarse aproximadamente a partir de los 15 minutos, hasta el
minuto 30 que durd la reaccion; de modo que, el comportamiento de los extractos pareceria
tratarse de una cinética intermedia.

3.4 Determinacién de antocianinas monomeéricas totales

Las antocianinas son bioflavonoides con multiples beneficios para la salud y son capaces de
dar una proteccion contra ciertas enfermedades. Por ende, resulta importante la cuantificacion

de antocianinas en H. sabdariffa, de manera que, se pueda asegurar sus potenciales beneficios
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terapéuticos al igual que la calidad de los productos que afirman tener en su composicion
antocianinas para beneficio del consumidor (Choong et al., 2019).

El método ampliamente usado para su cuantificacion es el pH diferencial, que se basa en un
comportamiento propio de las antocianinas, que involucra el cambio de sus estructuras y
coloracion ante ciertos valores de pH. En esta técnica, la concentracion de antocianinas
monomeéricas totales correspondera a las diferencias entre las absorbancias a pH 1y pH 4,5
(Cosavalente Burgos et al., 2016).

Los resultados de antocianinas monomeérica totales se muestran en la tabla 8.

Tabla 8: Cuantificacién de antocianinas monoméricas totales

Contenido de antocianinas

Tratamientos monomericas totales (mg
ECGI/L)
A 13,47 £ 0,344
B 10,89 £ 0,29
C 12,33 £ 0,505
D 10,52 £ 0,59¢

Resultados promedio n=3. + Desviacién estandar
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (p<0.05)
ECG: Equivalente a Cianidina-3-Glucosido

Los resultados de la cuantificacién de antocianinas monomeéricas totales muestran que los
valores obtenidos en los cuatro tratamientos fluctuaron entre 10,52 y 13,47 mg ECG/L.

A través del analisis estadistico, se determind que existen diferencias significativas (valor
p<0.05) entre todos los tratamientos a excepcion de los tratamientos B y D que no presentaron
diferencia significativa alguna (valor p>0.05).

Se evidencié que los tratamientos por ultrasonido A y B, serian significativamente diferentes,
observandose que A obtuvo una mayor extraccion de antocianinas. Este resultado pareceria
indicar que el tiempo de extraccidn tendria un efecto en la cantidad de antocianinas extraidas
por este método. En tal sentido, Ravanfar et al., (2015) explica que, una disminucion en el

rendimiento de antocianinas por el aumento del tiempo de sonicacién, podria considerarse
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como resultado de la destruccidn de compuestos fendlicos y la degradacién de las antocianinas
a causa del efecto destructivo de las ondas ultrasénicas. Asi mismo, en presencia de una
potencia elevada, gran parte de la energia sonora se transformaria en calor, provocando la
degradacion de antocianinas. En consecuencia, la exposicion de matrices vegetales ricas en
antocianinas, a altas temperaturas, disminuiria el rendimiento de estos metabolitos cuando el
tiempo de extraccién es muy largo.

Segun Silva et al., (2007, citado en Heras et al., 2013) el factor tiempo seria un parametro
importante en la extraccion de antocianinas; sin embargo, si se prolonga demasiado, la
extraccion estos metabolitos no seria significativa, puesto que, luego de un tiempo de
extraccion se dard un equilibrio entre los solutos de la matriz vegetal y el disolvente, segin lo
expresado por la segunda ley de difusion de Fick.

Por otro lado, al realizar el analisis multifactorial de tiempo y temperatura, se determiné que
ambos factores tienen un efecto significativo (valor p<0,05) sobre el contenido de antocianinas
monomeéricas totales, con un 95% de nivel de confianza. Consecuentemente con estos
resultados, el tratamiento D (30 minutos x 100°C) fue el que obtuvo el menor contenido de
antocianinas, evidenciando como la temperatura influiria negativamente en la extraccion de
estos metabolitos. Pragalyaashree et al., (2018) mencionan que a medida que se aumenta el
tiempo y temperatura, se disminuye el porcentaje de retencion de antocianinas en los extractos
de H. sabdariffa.

Por ultimo, el tratamiento A (30 minutos x 30°C) presento el contenido mas alto de
antocianinas monomeéricas entre todos los tratamientos. Estos resultados mostrarian el efecto
positivo de la extraccion asistida por ultrasonido en la recuperacion de antocianinas.

En un estudio reciente, Ferarsa et al., (2018) determinaron que, 30 minutos de sonicacién en la
piel de berenjena logré extraer un mayor contenido de antocianinas. Ademas, mediante

microscopia electronica de barrido, encontraron evidencia del dafio celular en el lado externo
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de la cascara de berenjena morada (Solanum melongena L.), luego de haberle aplicado
ultrasonido por 30 minutos; concluyendo que este fendmeno seria una explicacién del aumento
del contenido de las antocianinas extraidas.

Pinela et al., (2018), en su investigacion compararon los métodos de extraccidn asistida por
ultrasonido y calor, para la recuperacion de antocianinas de céalices de H. sabdariffa,
evidenciando que la extraccion asistida por ultrasonido era mucho mas eficiente. Concluyeron
que un tiempo de 26,1 min a 25°C y una relacion de 39,1:60,9 etanol:agua, eran condiciones
Optimas de extraccion ultrasonica con las cuales se logr6 el mayor rendimiento en el contenido
de antocianinas (51,76 = 3,70 mg de antocianinas totales/ g de extracto).

Ravanfar et al., (2015) optimizaron la extraccidn asistida por ultrasonido de antocianinas de
col morada (Brassica oleracea) y concluyeron que el tiempo, temperatura y potencia, son los
factores que més contribuyen en una eficiente extraccion, logrando extraer 20.9 mg/L de
antocianinas bajo condiciones 6ptimas (30 minutos, 15°C y 100W).

Medina-Carrillo et al., (2013) en su investigacion concluyeron que, existe una relacion
mayoritaria entre la concentracion de antocianinas monoméricas totales y la actividad
antioxidante de los extractos de H. sabdariffa L., y en menor medida con el contenido fendlico
total, por lo cual, mientras la cantidad de antocianinas es mayor en los extractos, la actividad
antioxidante aumentaria.

Entre las antocianinas encontradas en los célices de jamaica, se ha identificado la presencia de
delfinidina 3-O-sambubidsido y cianidina 3-O-sambubidsido en extractos acuosos obtenidos
por extraccion convencional, en una concentracion de 0,70 mg/mL y 0,46 mg/mL,
respectivamente (Sinela et al., 2017).

Paraiso et al., (2019) y Almahy et al., (2017) reportaron la presencia de delfinidina 3-O-

sambubidsido y cianidina 3-O-sambubidsido en extractos hidroalcohélicos de H. sabdariffa,



48

obtenidos mediante extraccion ultrasonica. Tsai et al., (2002) refieren que la delfinidina 3-
sambubiosido representa el 85% del total de antocianinas.

3.5 Formulacion de la bebida

Las antocianinas son compuestos fendlicos, especificamente flavonoides solubles en agua. Son
las responsables del color rojo, azul y purpura, en plantas, especialmente en flores, frutas y
tubérculos (Khoo et al., 2017), siendo precisamente estos compuestos los de mayor interés en
los calices de H. sabdariffa L., al encontrarse en mayor proporcion. Por lo tanto, considerando
la naturaleza hidrofilica de estos compuestos, se escogié el agua como disolvente para la
extraccion. Ademas, teniendo como punto central en la investigacion, el analisis de dos
métodos de extraccidn para su aplicacion en la obtencién de una bebida con efecto antioxidante,
resultd tecnoldgicamente conveniente el uso de agua como disolvente.

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron del analisis quimico de los extractos, aplicar
ultrasonidos durante 30 minutos a una temperatura de 30°C (tratamiento A), logra extraer la
mayor cantidad de antocianinas, ademas, de presentar la mayor reduccién del hierro férrico
(Fe*®) presente en el reactivo de FRAP hasta la forma ferrosa (Fe*?) por la presencia de
antioxidantes; en cambio, la capacidad antioxidante determinada por el método DPPH fue
mayor a medida que se incrementd el tiempo de sonicacion. Sin embargo, en cuanto al
contenido de compuestos fenolicos, el factor determinante en la extraccion pareceria ser el
método de extraccion ultrasénica mas no el tiempo de exposicion. Considerando la relacion
entre compuestos fendlicos con la capacidad antioxidante, asi como la reduccion de tiempo de
proceso de sonicacion, el tratamiento A resulto ser el mejor para la extraccion de compuestos
bioactivos en H. sabdariffa.

Uno de sus usos mas conocidos de los calices de jamaica, es la preparacion de bebidas a partir
de sus extractos acuosos. (Cid-Ortega & Guerrero-Beltran, 2015). Por lo tanto, la aceptacion

sensorial de una bebida es un factor muy importante a tomar en cuenta, puesto que, aparte de
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que cuente con caracteristicas quimicas y nutricionales beneficiosas, también se debera
asegurar que las caracteristicas sensoriales sean aquellas que logren su aceptabilidad y por lo
tanto su consumo.

Bechoff et al., (2014) estudiaron la relacion entre las antocianinas y otros compuestos con la
aceptabilidad sensorial de bebidas de Hibiscus sabdariffa, y reportaron que la aceptacion de
aquellos consumidores que gustaban de una bebida obtenida mediante infusion, se relacionaba
con componentes quimicos como polifenoles, especialmente antocianinas. Los autores
concluyeron que los diferentes componentes quimicos tienen una correlacién con los atributos
sensoriales.

Juhari et al., (2018) como parte de estudio, caracterizaron fisicoquimicamente tés de jamaica
de diferentes zonas de origen, y reportaron que los acidos organicos serian los que
principalmente otorguen las caracteristicas gustativas en los tés de jamaica.

Torres et al., (2019) consiguieron desarrollar una bebida a base de flor de jamaica endulzada
con estevia y enriquecida con cristales de Aloe vera, en la cual, utilizaron la sonicacion como
método de extraccion, y evaluaron su efecto en el color de la bebida obtenida y la aceptabilidad
sensorial de 3 formulaciones con diferente concentracion de estevia como endulzante
(0,3;0,4;0,5%). Los autores determinaron que la formulacion de mayor aceptacion sensorial
fue aquella con porcentaje de estevia de 0,3%, y que el pretratamiento de sonicacion, con
parametros de 30°C por 10 minutos, mejoro la extraccion, obteniendo un mejor color en la
bebida.

La formulacion de la bebida se realizd considerando una prueba preliminar, mediante la cual
se decidio descartar el uso de acido citrico debido a la acidez que aportan los célices; ademas
de, incluir como edulcorante la estevia. Se evaluaron dos variables independientes

(concentracién de H. sabdariffa. y la cantidad de estevia empleada como endulzante), en ambos
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casos se probaron dos niveles (concentracion de célices 1,5y 2 g/100 mL; y cantidad de estevia

0,4y 0,5%) y se aplico un disefio experimental del cual se obtuvieron 4 formulaciones.

Tabla 9: Codificacion para la evaluacién sensorial de la bebida

Céliz de jamaica

Codificacion (/100 mL) % Estevia
A06 15 0,4
B05 1,5 0,5
CO03 2 0,4
D08 2 0,5

Las formulaciones fueron evaluadas sensorialmente, para identificar cual de ellas era la de

mayor aceptacion sensorial. De dicha evaluacion se obtuvieron resultados que fueron

procesados a través de un analisis de varianza simple, tal como se muestra en la tabla 10.

Tabla 10: Andlisis de varianza (ANOVA) de las diferentes formulaciones

Fuente Gl Cuadr_ado Razén-F Valor P
cuadrados medio
Entre grupos 68,3631 3 22,7877 88,84 0,0000
Intra grupos 20,2634 79  0,256499

Total (Corr.) 88,6265

82

Los resultados del ANOVA, determinaron que existen diferencias estadisticamente

significativas entre las formulaciones de la bebida (p<0,05). Consecuentemente, al existir dicha

significancia estadistica, se procedié a realizar una prueba de maltiples rangos para determinar

que medias son significativamente diferentes de otras. (tabla 11)

Tabla 11: Prueba LSD al 95% de confianza para las formulaciones

Formulacion Casos Media Grupos Homogéneos
Co03 25 1,48 X
A06 17 2,52941 X
D08 21 3,47619 X
B05 20 3,65 X
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Tabla 12: Pruebas de multiples rangos para puntuacion por formulacion

Contraste  Sig.  Diferencia  +/- Limites

A06 - BOS *  -1,12059 0,332549
A06 - C03 * 1,04941 0,316902
A06 - D08 *  -0,946779 0,328891
BOS - CO3 * 217 0,302424
BOS - D08 0,17381 0,314965
C03 - D08 * -1,99619 0,298397

* indica una diferencia significativa.

Los datos obtenidos mostraron que, las formulaciones A06 y CO3 si presentan diferencias
significativas (p<0,05) entre si y con el resto de formulaciones. En cuanto a B05 y D08 no
presentaron diferencias significativas (p>0,05). Por lo cual, ambas pudieron ser elegidas como
formulacioén final para la obtencién de la bebida, sin embargo, considerando que durante la
obtencion de los extractos se utilizé una concentracion de 2% de calices, D08 seria la opcion

recomendable.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES

De los cuatro tratamientos evaluados, A y B fueron los que mostraron mejores
resultados.

El mejor método de extraccion en los célices de H. sabdariffa, fue la EAU empleando
una temperatura de 30°C por un tiempo de 30 minutos. Bajo estas condiciones, se
obtuvo la mayor cantidad de compuestos fendlicos, antocianinas y capacidad
antioxidante en los extractos.

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos en la evaluacion sensorial indico que,
las formulaciones BO5 (1,5 g/100 mL jamaica y 0,5% estevia) y D08 (2 g/100 mL
jamaica y 0,5% estevia) no presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre si,
siendo ambas las de mayor preferencia por los evaluadores; sin embargo, se escogio
D08 como la mejor formulacion, ya que incluyd la misma concentracion utilizada en la

preparacion de los extractos acuosos.
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CAPITULO V: RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de estabilidad de la bebida a través del tiempo, por medio de la
evaluacién del contenido fendlico total, antocianinas monoméricas totales y capacidad
antioxidante por DPPH y FRAP.

Realizar un analisis por colorimetria en los extractos obtenidos por ambos métodos de

extraccion, y evaluar el color de la bebida a través del tiempo.
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