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RESUMEN 

Los cálices de la especie Hibiscus sabdariffa L. también conocida como flor de jamaica, 

contienen gran cantidad de compuestos químicos, entre los que destacan: ácidos orgánicos, 

ácidos fenólicos y antocianinas, siendo las más significativas dentro de este último grupo, 

la delfinifina-3-sambubiósido y cianidina-3-sambubiósido. Entre las propiedades 

terapéuticas que se le asocian a las antocianinas están: hipolipemiante, antioxidante, 

diurética, antipirética, antihipertensiva, además de su posible uso como colorante, tanto en 

la industria alimenticia como en la farmacéutica. Aunque dichos flavonoides poseen un 

gran potencial, desafortunadamente presentan el inconveniente de su inestabilidad. Estos 

compuestos son susceptibles a la degradación por diferentes condiciones, tales como pH, 

enzimas, oxígeno, luz, entre otros. 

Teniendo en cuenta la gran utilidad que los cálices de jamaica reportan, el objetivo de la 

investigación fue analizar las microcápsulas obtenidas mediante el método de secado por 

aspersión, para determinar la influencia de dicho proceso, sobre las propiedades físico-

químicas y la capacidad antioxidante, del extracto seco de los cálices de la especie H. 

sabdariffa.  

Los cálices de H. sabdariffa fueron recolectados en los terrenos de la Unidad Académica de 

Ciencias Agropecuarias (UACA), recibiendo el debido tratamiento poscosecha, previo al 

proceso de secado.  

Para determinar la mejor condición de extracción, se realizó un diseño experimental con 

dos variables de estudio y dos condiciones para cada variable: menstruo (agua y 

agua/etanol) y la relación temperatura/tiempo de extracción (25ºC/60 min. y 60ºC/30 min.), 

para lo cual se hicieron doce corridas experimentales. En todos los casos el método de 

extracción usado fue la maceración con agitación ultrasónica.  

Para evaluar la influencia de los factores: menstruo y relación tiempo/temperatura sobre los 

doce experimentos realizados, se determinaron varios parámetros físico-químicos, tales 

como: rendimiento, pH, grados Brix (°Bx), cuantificación de fenoles totales mediante 

Folin-Ciocalteu y de antocianinas monoméricas totales por el método de pH diferencial. 

Además, se determinó la capacidad secuestradora de radicales libres por el método DPPH. 
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Del análisis estadístico efectuado se pudo concluir que las variables independientes 

consideradas en el estudio, no mostraron influencia en los valores de pH, sobre la cantidad 

de sólidos solubles (°Bx) extraídos, ni en la capacidad secuestradora de radicales libres. De 

los dos disolventes evaluados, el agua fue el que logró mayor rendimiento de extracción, 

independientemente de las condiciones de tiempo y temperatura. Con relación a la 

cuantificación de fenoles totales, la mayor extracción de estos se obtuvo al utilizar como 

menstruo la mezcla agua:EtOH (80:20), sin embargo, al realizar la maceración a 60 °C por 

un tiempo de 30 min., se logró mayor extracción de los pigmentos antocianinas. 

Otra de las variables analizadas fue el estudio químico cualitativo mediante CLAE-EM 

(Cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a espectrometría de masas) de los doce 

extractos. Se analizaron los cromatogramas a cuatro longitudes de onda diferentes (250, 

280, 330 y 520 nm), así como los espectros de absorción de cada uno de los compuestos 

separados. Como sistema de detección adicional y para efectos de identificación estructural, 

se procedió a la realización del análisis por espectrometría de masas, en modo positivo y 

negativo, de todos los experimentos realizados. La identificación final de los compuestos se 

realizó sobre la base del espectro UV-visible; de la masa del ion molecular y de los iones 

fragmentos referidos en la literatura, para extractos de los cálices de jamaica y utilizando un 

análisis espectrométrico similar. Los metabolitos identificados en modo negativo fueron: 

ácido hibiscus; ácidos fenólicos (ácido-5-cafeoilquínico y sus isómeros 3 y 4; ácido-5-O-

coumaroilquínico y su isómero el ácido-3-O-coumaroilquínico y el ácido cafeoilshikímico, 

además de un isómero de este); las antocianinas delfinidina-3-sambubiósido y cianidina-3-

sambubiósido y varios glicósidos de flavonoles tales como: miricetina-3-

arabinogalactósido, quercetina-3-sambubiósido, quercetina-3-O-rutinósido, quercetina-3-O-

glucósido, kaempferol-3-O-rutinosido, un derivado de la quercetina glicosidada y el 

kaempferol-3-(p-coumaroil glucósido). En el modo positivo se identificaron cinco 

compuestos: un fenol simple (ácido-5-cafeoilquínico), las dos antocianinas antes referidas y 

dos glicósidos de flavonoles (miricetina-3-sambubiósido y quercetina-3-sambubiósido). 

Los extractos que serían sometidos al secado por atomización se decidieron elaborar 

utilizando como menstruo la mezcla agua:EtOH (80:20), una temperatura de 60 °C y por un 
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tiempo de 30 min. Para la decisión se consideró, básicamente, la capacidad extractiva de 

compuestos fenólicos y el ahorro en tiempo cuando se emplea la temperatura de 60 °C.  

Una vez obtenida la mejor condición de extracción, se procedió a la realización del estudio 

de secado por aspersión, donde se ensayaron cuatro condiciones diferentes. Para el proceso 

se establecieron dos variables y dos niveles: temperatura de entrada: 150 ºC y 190 ºC y la 

mezcla de encapsulantes: goma arábiga (G) y maltodextrina (MD), en relaciones 

G40%:MD60% y G60%:MD40%. Para analizar la influencia del proceso de secado por 

atomización sobre las propiedades físico-químicas (°Bx, humedad residual, fenoles totales, 

antocianinas monoméricas totales) y sobre la capacidad antioxidante de las microcápsulas 

resultantes (método del DPPH), se realizaron, paralelamente, dos experimentos donde el 

secado del extracto se llevó a cabo con ayuda del rotoevaporador (temperatura del baño 40 

°C). Estos dos experimentos difirieron solamente en la mezcla de encapsulantes utilizada. 

Al evaluar el proceso de secado, se pudo apreciar que, el contenido de fenoles totales y la 

actividad antioxidante, cuando se utiliza el secado con el rotoevaporador, resultó ser el 

mejor. Las menores afectaciones, al utilizar el secado por atomización, se obtuvieron con la 

temperatura de 150 °C en las tres variables fundamentales analizadas (fenoles totales, 

antocianinas y actividad antioxidante), sin embargo, la mezcla encapsulante G60/MD40, 

favoreció la presencia de compuestos fenólicos totales y de antocianinas, sin embargo, la 

capacidad antioxidante resultó ser mejor cuando se empleó la combinación G40/MD60. Del 

estudio por CLAE-EM, se pudo determinar que no existieron cambios cualitativos. 

Los estudios realizados permitieron sentar las bases para el desarrollo de un diseño 

experimental donde, podrían analizarse variables como la temperatura de entrada (inferior a 

150 °C) y proporción de encapsulante en la mezcla final (extracto). Adicional a ello evaluar 

la capacidad antioxidante por otras técnicas, para sustentar su uso en la terapéutica y 

valorar la influencia del proceso sobre el color, lo que tributaria de manera más directa, a su 

empleo como colorante natural.   

Palabras claves 

Hibiscus sabdariffa L., flor de jamaica, secado por aspersión, antocianinas, Spray Dryer. 
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ABSTRACT 

The calyces of the Hibiscus sabdariffa L., also known as jamaica flower, contain a large 

number of chemical compounds, the main ones are: organic acids, phenolic acids and 

anthocyanins, the most important are delfinifin-3-sambubioside and cyanidine-3-

sambubioside. Among the therapeutic properties that are associated with anthocyanins are: 

lipid lowering, antioxidant, diuretic, antipyretic, antihypertensive, in addition to its possible 

use as a dye, both in the food and pharmaceutical industries. Although these flavonoids 

have great potential, unfortunately their main disadvantage is the instability. These 

compounds are susceptible to degradation by different conditions, such as pH, enzymes, 

oxygen, light, among others. 

Considering the great utility that the chalices of jamaica report, the objective of the 

investigation was to analyze the microcapsules obtained by the spray drying method, to 

determine the influence of the process, on the physicochemical properties and the 

antioxidant capacity, of the dry extract of the calyces of the species H. sabdariffa. 

The chalices of H. sabdariffa were collected on the grounds of the Academic Unit of 

Agricultural Sciences (UACA), it receiving the correct post-harvest treatment, prior to the 

drying process. 

To determine the best extraction condition, an experimental design was carried out with 

two variables and two conditions for each variable: solvent (water and water/ethanol) and 

the ratio temperature/extraction time (25ºC/60 min. and 60ºC/30 min.), for which twelve 

experimental runs were made. In all cases the extraction method used was maceration with 

ultrasonic agitation. 

To evaluate the influence of the factors: solvent and the ratio time/temperature on the 

twelve experiments performed, several physical-chemical parameters were determined, 

such as: yield, pH, Brix degrees (°Bx), quantification of total phenols by Folin-Ciocalteu 

and of total monomeric anthocyanins by the differential pH method. Furthermore, the free 

radical sequestration capacity was determined by the DPPH method. 
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From the statistical analysis effected, it could concluded that the independent variables 

considered in the study it did not show influence on the pH values, on the amount of 

soluble solids (°Bx) extracted, or on the free radical sequestration capacity. Of the two 

solvents evaluated, the water showed the highest yield extraction, regardless of the time and 

temperature conditions. For the quantification of total phenols, the greatest extraction was 

obtained by using as a solvent the mixture water:EtOH (80:20), however, when mashing at 

60 °C for 30 min., greater extraction of anthocyanin pigments was achieved. 

Another of the variables analyzed was the qualitative chemical study using HPLC-MS 

(High performance liquid chromatography-mass spectrometry) of the twelve extracts. 

Chromatograms were analyzed at four different wavelengths (250, 280, 330 and 520 nm), 

as well as the absorption spectra of each one of the separated compounds. As an additional 

detection system and for structural identification purposes, the analysis was carried out by 

mass spectrometry, in a positive and negative mode, of all the experiments made. The final 

identification of the compounds was made on the basis of the UV-visible spectrum; of the 

molecular ion mass and of the fragment ions referred to in the literature, for extracts of the 

chalices of jamaica and using a similar spectrometric analysis. The metabolites identified in 

negative mode were: hibiscus acid; phenolic acids (5-cafeoylquinic acid and its isomers 3 

and 4; 5-O-coumaroilquinic acid and its isomer, 3-O-coumaroylquinic acid and 

caffeoylshikimic acid, in addition to an isomer thereof); the anthocyanins delfinidine-3-

sambubioside and cyaniding-3-sambubioside and various flavonol glycosides such as: 

myricetin 3-arabinogalactoside, quercetin-3-sambubioside, quercetin-3-O-rutinoside, 

quercetin-3-O-glucosol-O-rutinoside, a derivative of quercetin glycosidate and kaempferol-

3- (p-coumaroyl glycoside). In the positive mode, five compounds were identified: a simple 

phenol (5-caffeoquinine acid), the two anthocyanins before referred to above and two 

flavonol glycosides (myricetin-3-sambubioside and quercetin-3-sambubioside). 

The extracts would be subjected to spray drying were decided to prepare using as solvent 

the mixture water:EtOH (8: 2), temperature of 60 ° C and  30 min. Basically, the extractive 

capacity of phenolic compounds and the saving in time when using the temperature of 60 ° 

C were considered for the decision. 
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Once the best extraction condition was obtained, the spray drying study was carried out, 

where four different conditions were tested. Two variables and two levels were established 

for the process: inlet temperature: 150 ºC and 190 ºC and mixture of encapsulants: gum 

arabic (G) and maltodextrin (MD), in G40%:MD60% and G60%:MD40%. To analyze the 

influence of the spray drying process on the physical-chemical properties (°Bx, residual 

humidity, total phenols, total monomeric anthocyanins) and on the antioxidant capacity of 

the resulting microcapsules (DPPH method), they were done, in parallel, two experiments 

where the drying of the extract was carried out with the help of the rotary evaporator (bath 

temperature 40 °C). These experiments differed only in the mixture of encapsulants used. 

When evaluating the drying process, it was observed that the total phenolic content and the 

antioxidant activity, when drying with the rotary evaporator, was the best condition. The 

minor effects, when using spray drying, were obtained with the temperature of 150 °C in 

the three fundamental variables analyzed (total phenols, anthocyanins and antioxidant 

activity), however, the encapsulating mixture G60/MD40, favour the presence of total 

phenolic compounds and anthocyanins, however the antioxidant capacity proved to be 

better when the G40/MD60 combination was used. From the chromatographic study by 

HPLC-EM, it was determined that there were no qualitative changes. 

The investigation made it provide some grounds for the development of an experimental 

design where variables such as the inlet temperature (below 150 ° C) and the proportion of 

encapsulant in the final mixture (extract) could be analyzed. In addition to this, evaluate the 

antioxidant capacity by other techniques, to support its use in therapeutics and assess the 

influence of the process on color, which would contribute more directly to its use as a 

natural dye. 

Keywords 

Hibiscus sabdariffa L., jamaica flower, anthocyanins, Spray Dryer. 
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INTRODUCCIÓN 

Hibiscus sabdariffa Linn,  es una especie vegetal oriunda de Malasia e India 1, esta planta 

fue domesticada en la región de Sudán, para de esta manera utilizar sus cálices y hojas. 

Actualmente la jamaica, es cultivada alrededor del mundo en diferentes zonas de climas 

subtropicales y tropicales 2.  

Los principales componentes químicos de los cálices de H. sabdariffa son: antocianinas, 

ácidos orgánicos, ácidos fenólicos y flavonoides 1. 

Los cálices de H. sabdariffa destacan por su contenido en antocianinas encontrándose 

mayoritariamente: delfinidina-3-sambubiósido y cianidina-3-sambubiósido 3. Las 

antocianinas son compuestos químicos que se encuentran incluidos en la familia de los 

flavonoides 4, son pigmentos que otorgan una coloración roja al producto que lo contenga, 

son solubles en agua y se encuentran en un sinnúmero de plantas en la naturaleza 5.  

En la actualidad ha crecido el interés por el estudio de estos compuestos químicos, debido a 

las propiedades farmacológicas y terapéuticas que se les adjudica 6. Dentro de dichos 

efectos terapéuticos se menciona: la reducción de problemas cardiacos, efectos 

antitumorales, anticancerígenos, antiinflamatorios, antidiabéticos, entre otros. Estas 

propiedades son atribuidas al carácter antioxidante de tales productos naturales 5.  

Las antocianinas pueden ser extraídas de diversas maneras, siendo los métodos más 

utilizados: maceración, infusión, decocción, extracción asistida con ultrasonido, entre otras. 

Los disolventes para su extracción se escogen acorde a su polaridad siendo los más usados: 

agua, etanol, metanol, acetona. Debido a que son compuestos de estabilidad reducida y muy 

sensibles a factores externos como: pH, temperatura, luz, oxígeno, se requiere la selección 

de las condiciones de extracción adecuadas para evitar pérdidas 4,7.   

El método de secado por aspersión o también llamado secado por atomización, Spray 

Dryer, constituye una alternativa útil para proteger a compuestos inestables tales como las 

antocianinas, evitando la pérdida de sus características. Mediante la microencapsulación, la 

sustancia que se desea conservar es revestida y forma una cápsula que alcanza un diámetro 

comprendido entre 5 y 300 micrones 7.  
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El secado por aspersión es un procedimiento en el cual, se ingresa un producto en estado 

líquido y se hace pasar por un atomizador. Dicho líquido, es transformado en finas 

gotículas, es secado por una corriente de aire a temperaturas elevadas, obteniéndose de 

manera inmediata el extracto seco en forma de polvo 8.  

Esta técnica involucra distintas etapas, la primera es la atomización, la cual busca que se 

transfiera la máxima cantidad de calor entre la corriente de aire y el líquido que se desea 

secar, la segunda etapa es la evaporación del agua de la sustancia y finalmente se separa el 

polvo del aire húmedo, con la utilización de un ciclón que se encuentra en el equipo de 

secado 7. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Necesidad de analizar las microcápsulas obtenidas mediante el método de secado por 

aspersión, para determinar la influencia de dicho proceso sobre la composición química del 

extracto seco de los cálices de la especie H. sabdariffa. 

HIPÓTESIS 

El método de secado por aspersión influye en la composición química y actividad 

antioxidante de las microcápsulas obtenidas a partir de un extracto de los cálices de la 

especie H. sabdariffa.  

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Analizar las microcápsulas obtenidas mediante el método de secado por aspersión, para 

determinar la influencia de dicho proceso, sobre las propiedades físico-químicas y la 

capacidad antioxidante, del extracto seco de los cálices de la especie H. sabdariffa 

Objetivos específicos 

 Determinar las mejores condiciones de extracción para los cálices de H. sabdariffa.  

 Evaluar la influencia del secado por aspersión en la composición química y 

actividad antioxidante, del extracto seco de los cálices de la especie H. sabdariffa. 
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CAPÍTULO I: MARCO TEÓRICO 

I.1 Hibiscus sabdariffa Linn. 

I.1.1 Generalidades  

H. sabdariffa, nombre científico de la especie conocida como “roseta” o “flor de jamaica” 

1,2, se presume que fue domesticada por poblaciones negras en el este de Sudán, 

aproximadamente hace 4000 AC 9. Es una planta tropical de crecimiento anual o bianual 1,2, 

tiene gran popularidad en países de Oriente medio en especial en Egipto donde se encuentra 

muy cultivada 10. Esta planta crece en lugares tropicales como el Caribe, Centro América, 

India, Brasil, Australia, Hawái, Florida, ubicándose Sudán como mayor exportador de esta 

especie 11,12. 

La propagación de esta planta es mediante semillas y  su mayor aprovechamiento se da en 

los cálices, los cuales son recolectados luego de 15 a 20 días de la floración 11.  

A partir de los cálices de H. sabdariffa, pueden elaborarse productos como: jaleas, vinos, 

refrescos artesanales o industriales, infusiones, productos de pastelería 13,14, yogurt y como 

colorante natural de mermeladas y caramelos 15. 

I.1.2 Descripción botánica 

H. sabdariffa es una planta de carácter arbustivo y es considerada semileñosa. Su altura 

fluctúa entre 1 y 3 metros de altura, con raíz de tipo pivotante 16.  

Posee tallos muy ramificados, abundantes, de una corteza rojiza; sus hojas, ubicadas de 

manera alterna, miden de 7,5 a 12,5 cm de longitud, tienen una coloración verde con 

nervios rojizos y presentan bordes aserrados de forma irregular 1,17. 

Las flores de color amarillo, hermafroditas, solitarias y axilares, poseen cinco pétalos. 

Luego de un corto periodo, la corola se pierde y solo quedan los cálices, los cuales poseen 5 

sépalos  alargados, carnosos y de una coloración rojo oscuro, asemejando la forma de una 

copa, siendo más ancho que largo 16,18. El fruto es de forma ovalada, posee vellos en 

abundancia, en su interior se encuentran generalmente, 20 semillas de color negro 

reniformes 16,18. 
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En la tabla 1, se encuentra la clasificación taxonómica de H. sabdariffa. 

Tabla 1: Clasificación taxonómica de H. sabdariffa 19. 

Reino Plantae 

Sub-reino Tracheobionta 

División Anthophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Malvales 

Familia Malvaceae 

Género Hibiscus 

Especie Hibiscus sabdariffa L. 

 

I.1.3 Métodos de extracción  

Los métodos y los disolventes empleados para la extracción en los cálices de H. sabdariffa, 

están direccionados a la extracción de antocianinas, compuestos que aportan el color 

característico e incluso dan las propiedades bioactivas. En el anexo 1Anexo 1 se resumen los 

principales métodos y condiciones de extracción empleadas en los cálices de H. sabdariffa, 

según referencias bibliográficas. 

Como se puede apreciar se emplean, básicamente, dos métodos de extracción sólido-

líquido: maceración a diferentes condiciones de temperatura y decocción. La maceración, 

en especial la asistida por ultrasonido, refiere muy buenos rendimientos 20. Como 

menstruos se informan, fundamentalmente, agua, alcoholes de bajo peso molecular (etanol 

y metanol), mezclas hidroalcohólicas y disolventes acidificados 21–25. 

La extracción de antocianinas es comúnmente llevada a cabo con metanol o etanol con 

bajos porcentajes de ácidos, con el propósito de obtener la forma del catión flavilio, el cual 

es estable bajo dichas condiciones 5. 

I.1.4 Composición química  
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Los principales componentes químicos de importancia farmacológica de los cálices de H. 

sabdariffa son: antocianinas, ácidos orgánicos, ácidos fenólicos 14. En el anexo 2 se 

muestran algunos de los compuestos naturales identificados y sus correspondientes 

estructuras  químicas.  

Los ácidos orgánicos reportados en extractos acuosos de los cálices son: ácido cítrico, ácido 

málico 26, ácido oxálico, ácido tartárico, ácido succínico, (2S, 3R)-ácido hidroxicítrico, 

ácido hibiscus 14,27, siendo estos dos últimos los que se encuentran en mayor proporción 

tanto en las hojas como en los cálices de H. sabdariffa 28. 

En los extractos acuosos de cálices de H. sabdariffa se han identificado como ácidos 

fenólicos principales: el ácido clorogénico y sus respectivos isómeros I y II 29, ácido 

protocatéquico 3, ácido caféico, gallocatequina 30. 

Se han identificado antocianinas como: delfinidina-3-sambubiósido, cianidina-3-

sambubiósido, cianidina-3-5-diglucósido, entre otros 3. La delfinidina-3-sambubiósido , 

cianidina-3-sambubiósido y cianidina-3-5-diglucósido, son los componentes que se 

encuentran en mayor cantidad en esta planta 28,31–33.  

Dentro de los principales flavonoides encontrados en esta especie, se encuentran: 

hibiscitrina, sabdaritrina, gosipitrin, quercetina, luteolina 34,3, miricetin 3-

arabinogalactósido, quercetin-3-sambubiósido, quercetin-3-rutinósido, kaempferol-3-O-

rutinósido 35. 

I.1.5 Métodos de análisis  

La literatura refiere múltiples métodos de análisis químico, cualitativos y cuantitativos, 

empleados en el estudio de extractos de H. sabdariffa. En el anexo 3 se relaciona los 

diversos métodos cromatográficos y espectroscópicos que han sido empleados para la 

identificación, fundamentalmente, de ácidos fenólicos, antocianinas y ácidos orgánicos. 

I.1.6 Actividad biológica 

Usos tradicionales 
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En la medicina tradicional, las infusiones de cálices de H. sabdariffa son utilizadas como 

diuréticos, antifebriles y antihipertensivos 1. En Egipto, algunas preparaciones de los 

cálices también son usadas para el tratamiento de problemas cardiacos, hepáticos  y 

nerviosos 36. En el Norte de África se consumen los cálices en preparaciones para dolencias 

de la garganta, tos, problemas genitales; además, la pulpa de las hojas es usada de manera 

externa para tratar abscesos e infestación por gusanos 37. La decocción de las semillas es 

usada para reducir el dolor por problemas urinarios e indigestión 1.  

Estudios biológicos de extractos de cálices de H. sabdariffa 

La peroxidación de los lípidos es un fuerte mecanismo de daño en las células del 

organismo, el ácido protocatéquico presente en los extractos acuosos de los cálices de H. 

sabdariffa es capaz de inhibir este mecanismo, otorgándole propiedades antioxidantes. Otro 

punto importante es la capacidad de inhibir la acción cancerígena de: dietilnitrosoamina a 

nivel hepático, 1-oxido-4-nitroquinoleína en la boca, N-metil-N-nitrosourea a nivel del 

estómago, N-butil-N-(4-hidroxibutil) nitrosamina a nivel de la vesícula biliar 38. 

Los extractos etanólicos de cálices secos de H. sabdariffa, reducen  los niveles de 

malondialdehído, el mismo que es un compuesto que induce la peroxidación de los lípidos 

con la respectiva disminución en sangre y la elevación de enzimas como la superóxido 

dismutasa  y catalasa, indican claramente su acción antioxidante incluyendo un efecto 

citoprotector 39. 

El efecto antiproliferativo de células que provocan cáncer de mama y cuello uterino es 

atribuido a la actividad antioxidante de los extractos de cálices dado su elevado contenido 

de antocianinas 40. 

Un estudio en ratas con hiperamonemia inducida por la administración de cloruro de 

amonio a las que se les suministró de forma oral extracto de jamaica en dosis de 250 mg/kg 

peso, equilibró los niveles de forma significativa de urea, ácido úrico, creatinina amoniaco 

y nitrógeno 41. 

La acción antiproliferativa ante células cancerígenas en humanos que han sido cultivadas 

con leiomioma se encuentra relacionada a la presencia de ácido protocatéquico en los 
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extractos de cálices de H. sabdariffa. Al tratar estas células con una concentración de 5 

mmol/L de ácido protocatéquico, se observó una reducción del 70% en el crecimiento de 

las mismas en un tiempo de 72 horas, lo cual indica el potencial de este compuesto para el 

tratamiento de la patología mencionada 42. 

El ácido protocatéico contenido en H. sabdariffa, ha demostrado mediante estudios in vitro 

los efectos protectivos ante la citotoxicidad y genotoxicidad  de los hepatocitos inducida 

con terbutil-hidroxiperoxidasa 14. 

Estudios avalan el efecto de disminución de colesterol total y LDL al administrar el 

extracto de H. sabdariffa a diferentes concentraciones, en ratas inducidas con fenobarbitona 

43.. 

Los extractos acuosos de jamaica son capaces de reducir o inhibir en al menos un 30% la 

actividad de la enzima convertidora de angiotensina II, que es la causante de la hipertensión 

arterial 17. 

Se ensayaron diferentes concentraciones de extracto de cálices de jamaica, el más efectivo 

se reporta con 20 mg/kg de extracto etanólico liofilizado, ya que mostró un 

comportamiento muy similar a la hidroclorotiazida, evidenciando su efecto diurético 44.  

Se ha demostrado la actividad antipirética de los extractos de jamaica, con ensayos 

realizados en ratones albinos suizos y ratas Wistar cuya fiebre fue inducida por levaduras. 

El efecto antipirético se evidenció con el suministro de extractos acuosos de 800 mg/kg y 

extractos etanólicos de 400 y 800 mg/kg 45. 

En un estudio clínico que fue realizado con la participación de diez voluntarios, en el que se 

suministró mediante ingesta cálices secos de H. sabdariffa, mostró una disminución de la 

concentración de proteína-1-quimioatrayente de monocitos MCP-1, el cual es un 

biomarcador utilizado en la evaluación de enfermedades inflamatorias 28. 

El efecto protector del extracto acuoso de H. sabdariffa en ratas fue comprobado mediante 

la administración del mismo durante cuatro semanas, lo cual mejoró la función hepática de 

las ratas, luego de inducido el daño hepático mediante la dosificación oral de 700 mg/kg de 

paracetamol 46. 
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I.2 Secado por atomización 

I.2.1 Generalidades de la técnica  

El secado por aspersión es un procedimiento mediante el cual una sustancia de carácter 

líquido, es atomizada en una corriente de aire o gas a elevadas temperaturas para eliminar el 

agua o disolvente que contenga y obtener como resultado un polvo de forma instantánea. 

La corriente utilizada para el secado, generalmente, es aire común, aunque en ciertas 

operaciones se puede utilizar nitrógeno como gas de secado 47. 

La sustancia inicial puede ser una emulsión, suspensión o una solución. En dependencia de 

la sustancia inicial utilizada y de las condiciones de funcionamiento, el secado por 

aspersión puede producir polvos de diferentes tamaños de partícula, estos van desde polvos 

muy finos de 10-50 μm hasta partículas de mayor tamaño de 2-3 mm 47. 

La calidad del producto que se obtiene mediante el secado por aspersión depende de las 

características de la solución alimentada (viscosidad), del aire de secado (presión, flujo de 

aire, presión), contacto entre el aire caliente y las gotas de la sustancia en la cámara de 

secado y el tipo de atomizador utilizado 48. 

La técnica de secado por aspersión es usada ampliamente para el secado de alimentos 

termosensibles, fármacos y otros compuestos. Además, puede ser usada como método de 

microencapsulación para realizar el recubrimiento de una matriz. La microencapsulación es 

una forma de encapsular sustancias en forma de micro y nanopartículas. La técnica de 

secado por aspersión es la más usada para la encapsulación de antocianinas 49. 

I.2.2 Etapas del proceso 

Durante la operación de secado por aspersión se pueden diferenciar 4 fases o etapas y son 

las siguientes: 

 Atomización  

La atomización consiste en la conversión del líquido inicial en pequeñas gotas, lo cual es 

llevado a cabo mediante presión o por el uso de energía centrífuga. Las condiciones de 
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elección del atomizador se encuentran en dependencia de la naturaleza del líquido y de las 

características que se desean para el polvo final 47.  

 Contacto de gota – aire caliente 

En esta etapa se inicia el proceso de secado y se da durante la atomización. La temperatura 

de entrada oscila entre 150 – 220 °C y la temperatura de salida depende de la sustancia a 

secar y de parámetros tales como temperatura de entrada y flujo de atomización 47. 

 Evaporación del agua 

Se lleva a cabo una transferencia de calor entre el aire caliente y el líquido a secar, además 

de una transferencia de agua, gracias a la diferencia de presión de vapor en el interior del 

equipo. El secado de las gotas del líquido termina cuando la temperatura de estas alcanzan 

y se igualan con la temperatura del aire de secado 47.  

 Separación del producto seco y aire húmedo 

La separación del aire húmedo y del producto seco, se lleva a cabo gracias a la ayuda de 

ciclones, estos están colocados en el exterior de la cámara de secado, las partículas de 

mayor tamaño y densidad, se van acumular en la base de la cámara, mientras que las 

partículas más pequeñas que se encuentran suspendidas, deben pasar a través de un ciclón 

para su separación, generalmente estos se encuentran equipados con filtros que ayudan al 

proceso 47. 

I.2.3 Parámetros a optimizar 

Temperatura de alimentación 

Modifica la viscosidad de la sustancia a secar, de esta forma, puede cambiar la capacidad 

del líquido o emulsión de poder ser atomizada de forma homogénea. A mayor temperatura 

de alimentación la sustancia es menos viscosa y las partículas pueden disminuir su tamaño, 

pero existe un riesgo mayor de volatilización y degradación del material termosensible 50. 

Temperatura de aire de entrada 

Es un parámetro directamente proporcional a la velocidad de secado del producto y al 

porcentaje de agua final. Una deformación de las microcápsulas del producto, evaporación 
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lenta, un contenido de agua final elevado, y la tendencia de las microcápsulas a 

aglomerarse, son provocados por una temperatura de aire de entrada baja. Mientras que una 

temperatura de aire de entrada alta, propiciará una evaporación muy elevada, lo que traerá 

como consecuencia la ruptura de la membrana de las microcápsulas y la posterior 

degradación del producto encapsulado, debido a una liberación prematura 50. En el anexo 4 

se refieren algunas condiciones de estudios de secado por para diferentes extractos que 

presentan en su composición química antocianinas u otros metabolitos secundarios. 

Temperatura de aire de salida 

Se encuentra en dependencia de la temperatura de entrada, la temperatura en la zona final 

de proceso de secado se encuentra oscilando entre 50 y 80 °C en sustancias con compuestos 

fenólicos 50. 

I.2.4 Materiales encapsulantes 

Los materiales encapsulantes cumplen la función de formar una pared alrededor del núcleo 

activo. Los encapsulantes de uso común a nivel farmacéutico son: poliestirenos, 

poliamidas, polímeros fenólicos, polietilenglicol. En la industria alimenticia los más 

utilizados son: gomas, polisacáridos naturales, azúcares, entre otros 50. 

Existe un sinnúmero de materiales encapsulantes, los mismos que han sido empleados para 

la encapsulación de antocianinas contenidas en H. sabdariffa. Entre los más utilizados se 

encuentran: maltodextrina, goma arábiga, inulina, tapioca, proteína de soya, proteína de 

suero de leche, sirope de glucosa, entre otros. Las combinaciones de encapsulantes pueden 

reunir las propiedades necesarias para encapsular sustancias complejas 49.  
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CAPÍTULO II: MATERIALES Y MÉTODOS 

II.1 Material vegetal 

Se cosecharon los cálices de H. sabdariffa en la Unidad Académica de Ciencias 

Agropecuarias, realizándose dos colectas en horas de la mañana, la primera en febrero 2019 

con la que se trabajaron los extractos y la segunda en junio 2019 con la que se trabajó el 

secado por atomización. La especie fue identificada y clasificada taxonómicamente en la 

Facultad de Ciencias Agropecuarias. 

II.2 Tratamiento poscosecha y embalaje de la materia prima 

La droga vegetal fue sometida a un proceso de lavado y desinfección con 20 L de agua 

potable y 15 mL de hipoclorito de sodio al 5%, se eliminó el exceso de líquido y se 

procedió a extraer la semilla. Una vez separada de los cálices, estos fueron sometidos a 

secado en estufa (MEMMERT UF 55, Alemania) a una temperatura de 45 ± 2 ºC, con 

circulación de aire forzado (100 %) y trampilla abierta (100%), por un tiempo aproximado 

de 24 horas. 

Una vez secos los cálices, se embalaron en fundas de nylon con cierre hermético para su 

posterior almacenamiento a temperatura ambiente, protegidos de la luz y baja humedad 

ambiental.  

La molienda de los cálices secos de H. sabdariffa, previo al desarrollo del estudio, se llevó 

a cabo en un molino artesanal (MAGRICO, Ecuador), con una criba de 1 mm de grosor. El 

material resultante se almacenó en condiciones similares a las descritas anteriormente. 

II.2.1 Determinación de la humedad residual  

La humedad residual fue determinada en una balanza con fuente de calentamiento halógeno 

(Ohaus, modelo MB90, USA). Se pesó, aproximadamente, 1 g de cálices secos, y el equipo 

procedió a la determinación automática hasta que alcanzó una masa constante (variación de 

peso menor a 1 mg durante 60 segundos) a una temperatura de 105 ºC. El análisis se realizó 

por triplicado, reportándose la media y la desviación estándar.  

II.3 Estudio del procedimiento de extracción  
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Se realizó un estudio del proceso de extracción a través de un diseño experimental en el 

cual se manipularon las variables y las condiciones para cada una de ellos. Los factores de 

estudio fueron los siguientes: 

1. Menstruos: agua y agua/etanol (80:20) 

2. Relación temperatura/tiempo de extracción: 25ºC/60 min. y 60ºC/30 min. 

Se realizaron un total de 12 corridas experimentales, las cuales se muestran en la tabla 2. 

Tabla 2: Corridas experimentales desarrolladas para el estudio de extracción 

Número de 

experimento 
Menstruo T(̊C)/t (min.) 

1 A/E 25/60 

2 A 60/30 

3 A/E 60/30 

4 A 25/60 

5 A 25/60 

6 A/E 60/30 

7 A 60/30 

8 A/E 25/60 

9 A 60/30 

10 A/E 25/60 

11 A 25/60 

12 A/E 60/30 

Leyenda: A: agua, A/E: agua/etanol (80:20) 

El método de extracción empleado fue maceración con agitación ultrasónica. Se pesaron 2 

g de cálices molinados, se agregaron 4 mL del menstruo y se mantuvo en reposo durante 15 
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minutos para humectar la muestra. Posterior a la humectación se añadieron 100 mL del 

menstruo y se colocó en un baño ultrasónico (ULTRASONIC BATH 5.7 L, Fischer 

Scientific) para llevar a cabo la sonicación durante el tiempo establecido en las corridas 

experimentales. Luego de obtenidos los extractos se filtraron y se colocaron en balones de 

500 mL llevándose a sequedad total con un rotoevaporador (HEIDOLPH LABOROTA 

4001 efficient) acoplado a un criostato (LAUDA/ALPHA RA-8) y a una bomba de vacío 

(VACUUBRAND PC 600, Alemania). 

Los extractos secos fueron almacenados en frascos de vidrio, protegidos de la luz, a 

temperatura ambiente y en una desecadora, para ser evaluados según diferentes parámetros 

físico-químicos. 

II.4 Parámetros para evaluar el procedimiento de extracción 

II.4.1 Rendimiento   

El rendimiento se calculó por diferencia de pesada entre el balón vacío y el balón con el 

extracto seco, considerando, además, el peso inicial de la droga cruda sometida a 

extracción. Los resultados fueron referidos en porciento (%). 

II.4.2 Determinación de pH 

Preparación de la muestra: Se pesaron 0,003 g de extracto seco, se llevó a un balón 

volumétrico de 10 mL, se sometió a sonicación hasta lograr su total solubilización y se 

enrasó con agua destilada (concentración: 0,3 mg/mL). 

Ensayo: El análisis se realizó por triplicado utilizando un pH-metro digital (Fisher 

Scientific accumet AE150). 

II.4.3 Determinación de grados Brix (°Bx) 

Preparación de la muestra: Se pesaron 0,0250 g de extracto seco y se llevó a un balón 

volumétrico de 25 mL, se sometió a sonicación hasta lograr su total solubilización y se 

enrasó con agua destilada (concentración: 0,1 mg/mL). 

La prueba se realizó por triplicado en un refractrómetro (ANTON PAAR) colocando una 

gota de muestra en la recámara del mismo. 
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II.4.4 Determinación de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu  

Preparación de la muestra: Se pesarón 0,07 g de extracto seco y se llevaron a un balón 

volumétrico de 10 mL, se sometió a sonicación hasta lograr su total solubilización y se 

enrasó con agua destilada (concentración: 7 mg/mL) 

Ensayo: Se usó el reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich) y la metodología descrita 

por Singleton et al. 51 con algunas modificaciones. Se colocaron 50 μL de agua destilada 

(blanco), de muestra o de ácido gálico (patrón) en tubos de ensayo de, aproximadamente, 

10 mL. Se adicionaron 2,5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich) al 10% y 450 

μL de agua destilada, se agitó con un vortex (Thermo Scientific, USA) y se dejó reposar 

durante 5 minutos. Posterior al tiempo de espera se adicionaron 2 mL de Na2CO3  al 7,5% se 

agitó nuevamente y se esperó durante 120 minutos. Las lecturas se realizaron a 765 nm 

utilizando microceldas de 2 mL y con la ayuda de un espectrofotómetro (UV-Visible 

SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific, USA). 

La cuantificación de fenoles totales se realizó mediante una curva de calibración con ácido 

gálico 10 mg/mL (Sigma Aldrich) en concentraciones de 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 mg/mL. 

Todas las diluciones y muestras fueron analizadas por triplicado. 

Los fenoles totales fueron determinados a partir de la curva de calibración que se obtuvo 

para el ácido gálico mediante un análisis de regresión lineal dando la siguiente ecuación: 

Absorbancia= 0,0200528 + 0,92912*concentración (coeficiente de correlación de 0,99668). 

II.4.4 Determinación de la capacidad secuestradora de radicales libres frente al 2,2-

difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)  

Preparación de la muestra: Se pesó 0,003 g de extracto seco, se llevó a un balón 

volumétrico de 10 mL, se sometió a sonicación hasta lograr su total solubilización y se 

enrasó con agua destilada (concentración: 0,3 mg/mL). 

Ensayo: La determinación de la actividad antioxidante se desarrolló mediante el método de 

Brand-Willians et al 52. La lectura se efectuó a 517 nm en un espectrofotómetro (UV-

Visible SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 Thermo Scientific, USA) usando 
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microceldas de 2 mL y empleando como blanco el metanol. El método se basó en medir la 

capacidad secuestradora del radical libre, luego de transcurridos 30 minutos de reacción. 

Para el ensayo se preparó una disolución de DPPH a 6 x 10-5 mol/L con metanol. De cada 

solución madre de concentración de 0,3 mg/mL se tomaron 100 μL y se le adicionaron 3,9 

mL de disolución de DPPH (A1) por separado. Para la preparación de la disolución 

correctora del color se tomaron 100 μL de cada solución madre y se mezclaron con 3,9 mL 

de metanol (A2). La solución control de DPPH fue preparada con 100 μL de metanol y 3,9 

mL de DPPH (A0). Todas las disoluciones se mantuvieron protegidas de la luz y a 

temperatura ambiente durante 30 minutos para, posteriormente, realizar la lectura en el 

espectrofotómetro. 

El porcentaje de secuestro de DPPH a los 30 minutos se determinó con la siguiente 

fórmula: 

% Secuestro de DPPH= [(1-(A1-A2)/A0] 

Donde: 

A0= Absorbancia de mezcla DPPH y metanol 

A1= Absorbancia de DPPH y el extracto 

A2= Absorbancia del extracto con metanol 

II.4.5 Determinación de antocianinas por el método de pH diferencial 

Preparación de la muestra: Fueron pesados 0,01 g de extracto seco y se llevó a un balón 

volumétrico de 10 mL, se sometió a sonicación hasta lograr su total solubilización y se 

enrasó con agua destilada (concentración: 1 mg/mL). 

Ensayo: El ensayo se realizó por triplicado a cada muestra, según protocolos de química 

analítica de alimentos 53. 

Se prepararon soluciones buffer de pH 1 con cloruro de potasio y pH 4,5 con acetato de 

sodio.  

Se tomó 1 mL de cada muestra preparada a una concentración: 1 mg/mL y se le adicionaron 

3 mL de cada buffer por separado. Se dejó en reposo durante 15 minutos y se procedió a la 
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lectura en un espectrofotómetro (UV-Visible SPECTROPHOTOMETER Evolution 201 

Thermo Scientific, USA) usando como blanco agua destilada. Las lecturas se hicieron en 

microceldas de 2 mL, a longitudes de onda de 510 nm y 700 nm. 

La absorbancia de las muestras fue calculada utilizando la siguiente fórmula: 

A = (A 510 - A 700)pH 1.0 - ( A 510 – A 700)pH 4.5 

La concentración del pigmento de antocianina monomérica de cada muestra fue calculada 

en base al pigmento cianidina-3-glucósido, mediante la siguiente fórmula: 

Antocianina monomérica (mg/L) = (A × MW × DF × 1000) / (ε × 1) 

Dónde: 

A= Absorbancia calculada 

MW= Peso molecular (cianidina-3-glucósido=449,2 g/mol) 

FD= Factor de dilución: 4 

ε= Capacidad de absorción molar de la cianidina-3-glucósido: 26900  

II.4.6 Análisis químico mediante cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada  a 

espectrometría de masas (CLAE-EM)  

Preparación de la muestra: Se pesaron 0,002 g de cada extracto seco en viales plásticos, 

se agregó 1 mL de metanol y se sonicó hasta su completa disolución. Las soluciones fueron 

filtradas a través de filtros de 0,2 µm de diámetro y se trasvasaron a viales de vidrio. 

Ensayo: Se utilizó un sistema UHPLC (Thermo Scientific, UltiMate 3000), equipado con 

una bomba cuaternaria, automuestrador, compartimiento de columna, un sistema DAD 

(Detector de diodos) DIONEX UltiMate 3000 RS; el mismo que esta acoplado a un 

espectrómetro de masas Thermo Scientific LTQ XL. El software computarizado que fue 

empleado para la realización de método y observación de los cromatogramas fue “Thermo 

Xcalibur”. 

Se usó una columna Accucore RP-MS C18 de fase reversa con un tamaño de 100 x 2,1 

mm; tp de 2,6 µm. Se trabajó con un flujo de 0,400 mL/min, presión desde 50 a 5000 psi, 



 

34 

 

temperatura de 35 ºC y 2 µL de volumen de inyección de las muestras.  La fase móvil 

estuvo conformada por acetonitrilo (B) y ácido fórmico al 0,1% (D) utilizando el método de 

elución en gradiente, iniciando con 2% (B) y 98% (D).  

En el espectrómetro de masas se usaron las siguientes condiciones: temperatura del capilar: 

225,00 ºC, voltaje capilar: -50,00 V y voltaje de Spray: 5,00 kV. El flujo utilizado en el 

procedimiento de atomización fue configurado por un gas principal: 34; gas auxiliar: 5 y un 

gas de barrido: 3 Unidades arbitrarias. 

Se estudiaron las fracciones de las muestras en modo positivo y en modo negativo, por 

medio del modo Full Scan con rangos de 100 – 1000 DA, en modo dependiente MS/MS, en 

modo UV con cuatro longitudes de onda: 250 nm, 280 nm, 330 nm, 520 nm y se utilizó el 

modo SIM para escanear iones específicos de las fracciones contenidas en las muestras 

estudiadas. 

II.5 Secado por atomización 

Para el estudio de secado por aspersión en el Spray Dryer (BÜCHI MINI SPRAY DRYER 

B-290, Suiza) se ensayaron cuatro condiciones diferentes, considerando para el proceso dos 

variables y dos niveles: 

1. Temperatura de entrada: 150 ºC  y 190 ºC 

2. Mezcla de encapsulantes: goma arábiga (G) y maltodextrina (MD), en 

relaciones G40%:MD60% y G60%:MD40%.  

En todos los experimentos realizados se mantuvo invariable la concentración del 

encapsulante en la mezcla (3%) y las condiciones de extracción. 

Para analizar la influencia del proceso de secado por atomización sobre las propiedades 

físico-químicas y la capacidad antioxidante de las microcápsulas resultantes, se realizaron, 

paralelamente, dos experimentos donde el secado del extracto se llevó a cabo con ayuda del 

rotoevaporador (temperatura del baño 40ºC). Estos dos experimentos difirieron solamente 

en la mezcla de encapsulantes utilizada. 

La nomenclatura asumida para cada experimento se muestra en la tabla 3. 
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Tabla 3: Experimentos realizados para evaluar el método de secado por atomización 

Nomenclatura Método de secado 

Temperatura 

de entrada 

(ºC) 

Porcentaje de encapsulante 

G (%) MD (%) 

M-1 Rotoevaporador (40°C) - 40 60 

M-2 Secado por aspersión 150 40 60 

M-3 Secado por aspersión 190 40 60 

M-4 Rotoevaporador (40°C) - 60 40 

M-5 Secado por aspersión 150 60 40 

M-6 Secado por aspersión 190 60 40 

 

Para el procedimiento de extracción se pesaron 30 g de cálices molinados y se llevaron a un 

erlenmeyer, se agregaron 60 mL de una mezcla agua:etanol (80:20) a 60 ºC y se mantuvo 

en reposo durante 15 minutos para humectar la muestra. Posterior a la humectación se 

añadieron 1,5 L del menstruo a la misma temperatura y se colocó en un baño ultrasónico a 

60 ºC durante 30 min. Luego de obtenidos los extractos se filtraron con ayuda de un 

embudo Büchner conectado a un kitasato y a una bomba de vacío (VACUUBRAND PC 

600, Germania). 

Del extracto se tomaron 300 mL para cada condición de secado, las que fueron mezcladas 

con 3% de encapsulantes de manera independiente, según los porcentajes establecidos. Los 

extractos con sus correspondientes aditivos, fueron sometidos al proceso de secado, 

siguiendo las condiciones antes descritas en la Tabla 3. 

Una vez obtenidos los extractos secos por ambos métodos, fueron almacenados en frascos 

de vidrio (M1 y M4) y en frascos de plástico con boca ancha (M2, M3, M5 y M6). Todos 
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fueron protegidos de la luz y mantenidos en un desecador a temperatura ambiente, hasta su 

correspondiente evaluación. 

 

II.5.1 Parámetros físico-químicos evaluados  

II.5.1.1 Determinación de grados Brix (°Bx) 

La determinación de °Bx se realizó en los seis experimentos previos al proceso de secado. 

La prueba se realizó por triplicado en un refractrómetro colocando una gota de muestra en 

la recamara del mismo.  

II.5.1.2 Determinación de humedad residual del extracto encapsulado 

La humedad residual se determinó siguiendo el procedimiento descrito en el epígrafe II.2.1. 

II.5.1.3 Determinación de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu   

Preparación de la muestra: Se pesaron 0,07 g del extracto seco y se llevó a un balón 

volumétrico de 10 mL, se sometió a sonicación hasta lograr su total solubilización y se 

enrasó con agua destilada (concentración: 7 mg/mL). 

Ensayo: Se realizó el mismo procedimiento descrito en el epígrafe II.4.4. 

II.5.1.4 Determinación de pH 

Preparación de la muestra: La preparación fue la misma descrita en el epígrafe II.4.2. 

Ensayo: El análisis fue realizado por triplicado en el pH-metro digital. 

II.5.1.5 Determinación de la capacidad secuestradora de radicales libres frente al 2,2-

difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)  

Preparación de la muestra: Se pesaron 0,1 g de extracto seco, se llevó a un balón 

volumétrico de 10 mL, se sometió a sonicación hasta lograr su total solubilización y se 

enrasó con agua destilada (concentración: 10 mg/mL). 

Ensayo: Se realizó el procedimiento antes descrito en el epígrafe II.4.5, pero utilizando una 

disolución de DPPH (0,1 mM) y empleando agua:metanol (80:20). 

II.5.1.6 Determinación de antocianinas por pH diferencial 
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Preparación de la muestra: Se pesaron 0,04 g del extracto seco obtenido por ambos 

métodos y se llevó a un balón volumétrico de 10  mL, se sometió a sonicación hasta lograr 

su total solubilización y se enrasó con agua destilada (concentración: 4 mg/mL). 

Ensayo: Se siguió la metodología antes descrita. 

II.5.1.6 Análisis químico mediante cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a 

espectrometría de masas (CLAE-EM)  

Preparación de la muestra: El análisis se realizó a los seis experimentos. Fueron pesados 

0,003 g de cada muestra en viales plásticos, se agregó 1 mL de metanol y se sonicó hasta su 

completa disolución. Posteriormente, se pasó la disolución por filtros de 0,2 µm de 

diámetro, conservándose el filtrado en viales de vidrio. 

Ensayo: El procedimiento utilizado se corresponde con el descrito en el epígrafe II.4.7. 

II.6 Análisis estadístico  

El análisis de la media y desviación estándar se realizó mediante el programa Excel 2016 

correspondiente al Office_Professional_Plus_2016. El procesamiento estadístico de los 

datos del análisis de regresión lineal se llevó a cabo con el paquete estadístico Statgraphics 

Plus versión 5.0. Los análisis estadísticos realizados en los estudios de extracción y secado 

se hicieron con el programa estadístico IBM SPSS Statistics versión 22.
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CAPÍTULO III: RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

III.1 Material vegetal y tratamiento poscosecha 

Los cálices de H. sabdariffa fueron recolectados en 2 cosechas en los terrenos de la Unidad 

Académica de Ciencias Agropecuarias (UACA). El tratamiento poscosecha inició con la 

selección, lavado y desinfección del material vegetal para descartar cualquier presencia de 

materia extraña (polvo, insectos) con el fin de evitar el deterioro de los compuestos 

presentes en la droga vegetal.  

Los cálices lavados se colocaron sobre una superficie aséptica durante 5 minutos para 

escurrir el exceso de agua y proceder a extraer el ovario que contiene a las semillas. 

Posteriormente, se realizó el secado de la droga en una estufa con recirculación de aire, lo 

que facilita la deshidratación del material vegetal en un menor tiempo. La materia prima 

objeto de estudio se caracteriza por tener un alto porcentaje de agua, por lo que mientras 

más rápida sea la deshidratación, menor será la posibilidad de que ocurran reacciones que 

propicien la degradación de los metabolitos secundarios.  

Una vez obtenida la materia seca se realizó la determinación de la humedad residual,  la 

que se encuentran dentro de los valores estimados en la norma NTE INEN 2392:2013 54, 

para material vegetal (<12%).  La materia prima será sometida, posteriormente, a diferentes 

estudios, por lo que debe garantizarse este parámetro, además de su correcto empaque y 

almacenamiento, para garantizar una debida conservación. Valores elevados de humedad en 

la materia vegetal, podrían propiciar el crecimiento de microorganismos tales como 

bacterias y hongos, así como la degradación de sus metabolitos por procesos enzimáticos 55. 

III.2 Procedimiento de extracción 

Para el estudio del procedimiento de extracción a emplear se utilizó el método de 

maceración. La maceración es un método de extracción sólido-líquido en donde se emplea 

un menstruo o disolvente, el cual, al ponerse en contacto con la matriz vegetal, propicia el 

fenómeno de difusión de los metabolitos del interior de las células al medio exterior. De 

acuerdo a la ley de la difusión molecular, para aumentar la velocidad de transporte de los 
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metabolitos a través del menstruo, se puede utilizar la agitación, ya que esta logra una 

mayor efectividad en el proceso, tomando el nombre de maceración dinámica 55,56.  

En el presente estudio se utilizó una versión de dicho proceso llamado extracción asistida 

por ultrasonido; esta facilita el ingreso del menstruo a las células del material vegetal, 

mediante la implosión de burbujas cavitacionales en la superficie de las células, generando 

la ruptura de la pared celular y facilitando la liberación de los metabolitos 57. 

Adicionalmente, este procedimiento favorece la rehidratación del tejido cuando se parte de 

materiales secos, al abrir los poros, lo cual a su vez acelera el transporte de los 

constituyentes solubles por difusión y procesos osmóticos 58. 

Dentro de las ventajas que ofrece este método, se encuentran: la reducción en los tiempos 

de extracción, disminución en el consumo de energía y costos, alta reproducibilidad de los 

experimentos y reducción en el consumo de disolventes 57. Como desventajas se plantea la 

disminución del poder de energía con el tiempo y la poca uniformidad en la distribución de 

la energía ultrasónica, ya que solo una fracción del líquido total experimenta la fuerza de 

cavitación 59. 

Un estudio realizado por Pinela et al. 21, demostró que la maceración ultrasónica resultó ser 

más efectiva en la extracción de los cálices de H. sabdariffa, en comparación con la 

extracción asistida con calor. Los autores concluyeron que se observó un mayor 

rendimiento en la extracción de antocianinas mediante la maceración ultrasónica a 

condiciones óptimas de tiempo, temperatura y menstruo (26,1 min., 25ºC y EtOH:agua 

39,1: 60,9) 21. 

Basado en la búsqueda bibliográfica realizada, se decidió evaluar dos condiciones en 

cuanto a disolvente de extracción (agua y la mezcla agua:etanol). En tal sentido, existen 

diversos trabajos que refieren el uso de agua, etanol, metanol y mezclas hidroalcohólicas en 

diferentes proporciones 21–25. Para definir el porcentaje del etanol en la mezcla se tuvo en 

cuenta, fundamentalmente, las recomendaciones de los especialistas de Büchi, quienes 

sugieren que, para procesar muestras de forma segura con aire comprimido, sin el empleo 

del Inert Loop, el menstruo a evaporar no debe contener más de un 20% de disolventes 

orgánicos.  
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Lógicamente, también se consideró que las antocianinas son los componentes mayoritarios 

en los cálices de H. sabdariffa, estas son moléculas de carácter polar, siendo los disolventes 

más comúnmente utilizados para su extracción, agua, mezclas hidroalcohólicas, etanol, 

metanol o acetona 60. De estos menstruos el más eficiente es el metanol, el que es un 20% 

más eficaz que el etanol y un 73% más efectivo que el agua 61, sin embargo, dada la posible 

utilización del producto final en la industria farmacéutica o alimentaria, se descartó el 

metanol por su toxicidad y se trabajó con etanol. La extracción con disolventes 

acidificados, especialmente con ácidos fuertes, puede causar la degradación de las 

antocianinas aciladas por hidrólisis, pudiendo destruir los enlaces glicosidados de la misma 

62.  

En relación a la temperatura empleada, también se han publicado múltiples investigaciones 

donde se realizan las extracciones a temperatura ambiente o utilizando calor (decocción) 24. 

En tal sentido se manejó como otra variable en el proceso, el uso de temperatura ambiente y 

de calor (60 °C). En este último caso, se decidió ese nivel tomando en consideración que el 

baño ultrasónico permite el trabajo hasta una temperatura de 69 °C y que uno de los 

menstruos es el etanol, cuyo azeótropo con el agua tiene una temperatura de ebullición de 

78,2 °C 63. Resulta interesante agregar que un incremento en la temperatura podría provocar 

la pérdida del azúcar del C-3 que forma parte del glicósido, con la subsecuente  apertura de 

anillo para dar lugar a las chalconas incoloras 64. 

En el supuesto caso de considerar el factor temperatura, independiente del tiempo de 

extracción, el número de experimentos a realizar resultaba muy elevado, por lo que se 

decidió evaluar en el proceso solo la combinación temperatura/tiempo, utilizando dos 

condiciones diferentes: 25 °C por 60 min. y 60 °C durante 30 min. Como consecuencia de 

todo el análisis realizado, el estudio de extracción se llevó a cabo con la realización de doce 

experimentos, tal como se describe en la tabla 2, donde se consideraron las 

correspondientes réplicas que le dan mayor fiabilidad al estudio. 

Los doce extractos obtenidos fueron llevados a sequedad mediante un rotoevaporador 

acoplado a un criostato y a una bomba de vacío, logrando la evaporación del disolvente a 

temperaturas bajas, lo que permite preservar la composición química del mismo sin 
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alteración 56. El conservar los extractos en estado seco, también facilita su almacenamiento 

del mismo por periodos de tiempo prolongados, previniendo la degradación de los 

metabolitos activos 65. Estudios plantean que incrementos en la actividad de agua del medio 

puede provocar degradación de las antocianinas, posiblemente debido a una mayor 

interacción entre el catión flavilio y el agua para formar la pseudobase inestable 6. 

Los extractos secos, además de ser almacenados en recipientes de vidrio a temperatura 

ambiente en un desecador, fueron debidamente protegidos de la luz, debido a que las 

antocianinas mayoritariamente presentes en H. sabdariffa son altamente inestables y muy 

susceptibles a la degradación por factores tales como: temperatura de almacenamiento, luz, 

oxígeno y pH 62.  

III.2.1 Parámetros físico-químicos evaluados en los extractos 

Para evaluar la influencia de los factores manipulados en la investigación (menstruo y 

relación tiempo/temperatura) se determinaron varios parámetros físico-químicos a los doce 

experimentos (cuatro condiciones y tres réplicas por cada condición evaluada), los que se 

muestran en la tabla 4. 

Como se puede apreciar en la tabla 4, los valores de rendimiento oscilaron entre 43,50% y 

50,09%. Al realizar la comparación estadística a través de la t de student, se pudo 

demostrar, con un nivel de confiabilidad del 95%, que ni el factor menstruo de extracción, 

ni la relación temperatura/tiempo de extracción tienen una influencia, estadísticamente 

significativa, en el rendimiento de extracción, debido a que el p-valor es mayor a 0,05. El 

resultado del análisis estadístico se presenta en el anexo 5. 

Resultados obtenidos por Anokwuru et al. 66, refieren que al agua es el disolvente que 

menor rendimiento logra, siendo superado por acetona, etanol y metanol, este último es el 

mejor menstruo de extracción mediante maceración de los cálices de flor de jamaica. Pinela 

et al. 21, indica que el mejor rendimiento (73.30±4.51%) de extracción en cálices de flor de 

jamaica fue obtenido mediante maceración ultrasónica con una mezcla de etanol:agua 

(71,4:28,6). Estos resultados pudieran estar influenciados, no solo por el disolvente y el 

método de extracción, sino también por factores intrínsecos y extrínsecos asociados, a la 

especie en su área de recolección.  
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De acuerdo a la determinación de pH se observó que estos valores no mostraron grandes 

variaciones. Sin embargo, según criterios estadísticos se determinó que, con un nivel de 

confianza del 95%, el p-valor es superior al nivel de significación (α=0,05) cuando se 

analizó la influencia del menstruo, pero si es estadísticamente diferente, al efectuar la 

comparación de medias respecto a la influencia de la relación temperatura/tiempo. En este 

último caso cuando se aplica una temperatura de 60 °C por 30 min., el pH experimenta un 

ligero ascenso a valores de 3,05. 

Los valores de pH obtenidos oscilan en el rango entre 2,88 a 3,07 (tabla 4), encontrándose 

estos entre los sugeridos en la literatura. Se plantea que valores de pH entre 2 y 4 suelen ser 

óptimos para conservar las antocianinas, las mismas que otorgan la coloración purpura y 

roja a la droga vegetal 62. 

El pH puede influir en la estructura y la estabilidad de las antocianinas. Cuando los valores 

de pH en soluciones acuosas resultan ser inferiores a 2, se favorece la forma estructural más 

estable (catión flavilio), apreciándose el color rojo intenso. Sin embargo a valores de pH 

superiores a 7, se presentan las formas quinoidales que dan lugar a una coloración púrpura 

y que se degradan rápidamente por oxidación 67. 

En otro sentido es lógico que los extractos presenten  pH que los caracteriza como  ácidos, 

pues los compuestos químicos mayoritarios de estos, son de naturaleza fenólica, lo que 

propician dicha acidez. 
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Tabla 4: Resultados de los análisis realizados a los extractos obtenidos de H. sabdariffa. 

Nº 

experimento 
Menstruo 

T(̊C)/t 

(min.) 
Rendimiento pH 

Fenoles totales 

mgEAG/g 

ESJ±DS 

DPPH  

(%)±DS 

Antocianinas mg ECG/g 

ESJ±DS 
°Bx 

1 A/E 25/60 43,88 2,97 113,60±2,02 22,63±1,06 66,58±4,88 0,66 

2 A 60/30 44,27 3,07 112,43±1,34 21,88±0,59 63,95±2,44 0,67 

3 A/E 60/30 44,08 3,05 112,95±3,62 22,96±2,32 69,02±2,95 0,69 

4 A 25/60 48,27 2,99 103,83±2,39 33,00±8,58 59,66±2,60 0,67 

5 A 25/60 46,91 3,04 104,69±2,11 24,69±1,04 63,00±1,70 0,67 

6 A/E 60/30 45,24 3,03 114,14±3,44 21,55±1,10 69,59±3,27 0,67 

7 A 60/30 46,40 2,98 113,91±1,34 19,91±1,27 70,80±2,31 0,66 

8 A/E 25/60 49,97 2,99 113,19±1,73 18,87±0,49 59,90±1,70 0,67 

9 A 60/30 50,09 3,05 110,48±0,79 24,27±2,51 77,16±1,41 0,67 

10 A/E 25/60 45,03 2,94 115,71±1,72 21,13±0,51 64,29±3,36 0,67 

11 A 25/60 43,50 3,02 102,42±0,38 29,01±4,50 60,09±1,97 0,67 

12 A/E 60/30 43,92 3,05 112,28±1,36 21,36±0,94 62,34±1,34 0,67 

Leyenda: A: agua, A/E: agua/etanol (80:20); ESJ: Extracto seco de jamaica; EAG: Equivalente de ácido gálico; ECG: Equivalente a 

cianidina-3-glucósido 
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Al analizar los °Bx, aunque el valor más alto lo presentó el experimento 3, el análisis 

estadístico realizado demostró que en ningún caso el p-valor es menor que 0,05, por lo que 

ninguno de los factores (menstruo y temperatura/tiempo) influyen sobre dicha medición. 

Los °Bx se relacionan con la cantidad de sólidos solubles que se encuentran en los 

extractos, indicando una relación especial con la presencia de azúcares, ácidos orgánicos en 

frutos 68.  

Otro de los parámetros determinados en los doce experimentos fue la cuantificación de 

fenoles totales equivalentes a ácido gálico (EAG). Para la detección de los compuestos 

fenólicos totales se utilizó el método de Folin-Ciocalteu, el cual emplea la transferencia de 

electrones desde el compuesto fenólico hacia el reactivo de Folin-Ciocalteu, reacción que 

tiene lugar en un medio alcalino 69. 

Los compuestos fenólicos juegan un papel importante en el crecimiento, reproducción y 

protección contra patógenos en las plantas 70. Para los seres humanos muestran un gran 

rango de efectos beneficiosos tales como: antiaterogénico, antiinflamatorio, antimicrobiano, 

antitrombótico, cardioprotectivo, presenta efectos vasodilatadores e incluso puede ser usado 

para la prevención y tratamiento contra el cáncer. La mayoría de sus efectos biológicos 

guardan una estrecha relación con su capacidad antioxidante 70,71. 

Estructuralmente, los compuestos polifenólicos están estructurados por un anillo aromático 

al que se encuentra unidos uno o más sustituyentes hidroxilos. Estos compuestos pueden 

encontrarse desde simples moléculas como ácidos fenólicos, hasta compuestos altamente 

polimerizados como los taninos 70,71. 

El contenido de fenoles totales, luego de someter los cálices a las diferentes condiciones de 

extracción se muestra en la tabla 4. 

La cuantificación de fenoles totales de los extractos va desde 102,42 a 115,71 mgEAG/g 

ESJ. Los extractos obtenidos de los experimentos 4, 5, 11 (A / 25 °C / 60 min.) presentaron 

las menores cantidades de fenoles totales; mientras que dichos experimentos bajo las 

mismas condiciones de temperatura y tiempo, pero realizándose la extracción con la mezcla 

hidroalcohólica (A/E / 25 °C / 1 h), lograron mayor extracción de dichos metabolitos.  
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Luego de realizar el análisis estadístico se pudo observar que sí existe una influencia 

estadísticamente significativa (confiabilidad del 95%) entre la variable disolvente de 

extracción y la cantidad de fenoles que se pueden extraer en cada procedimiento (p-valor 

resultó inferior a 0,05 (anexo 5). La variable temperatura/tiempo no presentó influencia 

alguna, sin embargo, al realizar la extracción con el disolvente hidroalcohólico (A/E), se 

pudo lograr una mayor extracción de compuestos fenólicos. 

Salazar-González et al. 72, mencionan que con la combinación etanol/agua como menstruo 

de extracción se obtienen la mayor cantidad de compuestos fenólicos. Anokwuru et al. 66, 

indican que los alcoholes son mejores disolventes para la extracción de compuestos 

fenólicos en cálices de H. sabdariffa comparados con el agua y acetonas. Según Sotomayor 

y Vargas 7, al realizar extracciones con etanol/agua en donde la proporción de etanol va 

incrementándose,  la cantidad de antocianinas y la cantidad de compuestos fenólicos tiende 

a comportarse de forma ascendente, encontrando como valor óptimo de 41,59 % de EtOH 

en la mezcla hidroalcohólica. Respecto a lo reportado por Miranda-Medina et al.  73, la 

mejor combinación de menstruo de extracción de compuestos fenólicos como antocianinas 

es 96% etanol y 4% agua.  

A continuación, se realizó la determinación de la capacidad antioxidante, a través del 

método del DPPH. En la actualidad existen múltiples técnicas que permiten la evaluación 

de la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos de plantas medicinales, siendo una 

de las más conocidas y empleadas, aquella que utiliza el radical libre 2,2-difenil-1-

picrilhidracilo 74. 

Diversos estudios hacen alusión a la actividad antioxidante que presenta H. sabdariffa  

evaluada por el método de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) 24,39,66,75–77. 

El DPPH al ser un radical libres es capaz de reaccionar ante compuestos antioxidantes, 

mediante un proceso que involucra la cesión de un átomo de hidrógeno por parte de la 

sustancia antioxidante 74, lo que produce de forma progresiva la decoloración del DPPH 

desde un color púrpura hasta una coloración amarillenta. 
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Para la determinación de la actividad antioxidante, se cuantifico la capacidad secuestradora 

de radicales libres con el uso espectrofotometría UV, cuyos resultados fueron expresados 

en el porcentaje de secuestro a los 30 minutos los mismos que se muestran en la tabla 4. 

Al realizar la comparación de medias para los valores de porcentaje de secuestro del radical 

DPPH, asociado a los factores (variables independientes) temperatura/tiempo y disolvente, 

se pudo llegar a la conclusión que, con un 95,0% de nivel de confianza, ningún p-valor es 

inferior a 0,05, por lo que ninguna de las condiciones manipuladas tiene un efecto 

estadísticamente significativo sobre la capacidad secuestradora de radicales libres. 

La última variable independiente analizada fue la cuantificación de antocianinas, a través 

del método de pH diferencial. Los valores de antocianinas monoméricas obtenidos para los 

12 experimentos realizados, oscilaron entre 59,66 y 77,16 mg ECG/g ESJ.  

La comparación de medias a través de la t de student para ambos factores, con un nivel de 

confiabilidad de 95,0% se muestra en el anexo 5 se puede apreciar para el factor 

tiempo/temperatura el p-valor obtenido es inferior a 0,05; por lo que en este caso si existen 

diferencias estadísticamente significativas. Por tanto, se pudo concluir que, se logra extraer 

mayor cantidad de antocianinas de los cálices de jamaica, cuando el proceso se desarrolla a 

60 °C por un tiempo de 30 minutos. 

Con relación a la variable disolvente y su influencia en el contenido de antocianinas, 

aunque esta no mostró diferencias estadísticas entre los experimentos, existen estudios que 

refieren que las mezclas etanol:agua reflejan una mayor capacidad extractiva de cianidina-

3-glucósido por cada 100 g de cálices H. sabdariffa, presumiblemente atribuible a la 

afinidad entre la antocianina y el disolvente hidroalcohólicos (etanol:agua) 23. 

III.2.2 Análisis cromatográfico mediante CLAE-EM de los extractos de los cálices de 

H. sabdariffa 

Los doce experimentos realizados fueron también analizados mediante CLAE acoplada a 

espectrometría de masas. Dichos extractos corresponden a cuatro condiciones diferentes y 

cada una de ellas se realizó por triplicado.  
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Para evaluar si el proceso de extracción, con las variantes ensayas, ejercía alguna influencia 

en la composición química cualitativa, se realizó un análisis en diferentes etapas: 

1. Demostrar si entre las tres réplicas para una misma condición (menstruo y relación 

temperatura/tiempo) y a una misma longitud de onda (250, 280, 330 y 520 nm), 

existían diferencias cualitativamente, a través de los cromatogramas obtenidos para 

cada λ. 

2. Analizar, comparativamente, un experimento de cada una de las condiciones 

ensayadas, a través de los cromatogramas obtenidos para cada λ. 

3. Analizar comparativamente los doce experimentos por espectrometría de masas y 

mediante los cromatogramas correspondientes al pico base, tanto en el modo 

positivo como en el modo negativo. 

4. Luego de evidenciar la similitud entre todos los ensayos realizados, usando ambas 

técnicas de análisis, se realizó el estudio de caracterización química tomando como 

modelo una de las muestras. La identificación de los compuestos se realizó 

analizando la masa del ion molecular, los iones fragmentos y su espectro UV-

visible.  

Se procedió, en primera instancia, a demostrar cualitativamente si entre las réplicas para 

una misma condición y a una misma longitud de onda, existían diferencias cualitativamente 

apreciables. Debe acotarse que se emplea un detector de arreglo de diodos, por lo que en los 

cromatogramas solo se mostrarían señales propias de compuestos con grupos cromóforos 

conjugados, tales como los ácidos fenólicos y flavonoides que se refieren para la droga 

vegetal objeto de estudio 53.  

En los anexos 6, 7, 8, 9 se presentan los cromatogramas obtenidos para las 4 longitudes de 

ondas evaluadas en cada ensayo. Como se puede apreciar los cromatogramas obtenidos en 

condiciones similares de extracción y para una misma λ de absorción, son superponibles, 

por lo que sugieren la presencia de los mismos metabolitos. 

Posteriormente, se procedió a realizar la superposición de los experimentos 4, 1, 2 y 3, 

correspondientes a las condiciones de extracción 1, 2, 3 y 4, respectivamente. Tal como lo 
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muestra el anexo 10, no se aprecian cambios químicos cualitativos para una misma longitud 

de onda, entre los cuatro escenarios de extracción empleados.  

La elección de las longitudes de onda para la obtención de los cromatogramas obedece a 

que los flavonoides se caracterizan por presentar máximos de absorción en dos rangos del 

espectro UV, en la zona de 240 a 285 y en la zona entre 300 a 550 nm. Es importante 

resaltar que los distintos tipos de flavonoides pueden ser reconocidos por sus espectros UV. 

Un análisis más detallado de las señales presentes en los cromatogramas a las cuatro 

longitudes de onda, se muestra en la figura 1. El resultado expuesto corresponde al ensayo 

4. 

Al observar los cromatogramas obtenidos para las longitudes de onda de 250, 280 y 330 

nm, se puede apreciar que no existen grandes diferencias. En los tres casos se observan dos 

grupos de señales, uno entre 3,9 y 4,5 min. y un segundo con mayores tiempos de retención 

y mayor intensidad, entre 9,4 y 11,5 min., aproximadamente.  Este segundo grupo de 

señales, se sugiere correspondan a los compuestos de mayor abundancia en los extractos 

objeto de estudio, bajo dichas condiciones de análisis. 

En el cromatograma obtenido a 520 nm se logran visualizar, casi exclusivamente, dichas 

señales a tiempos de retención entre 9,7 y 11,22 min. Según se refiere en la literatura, las 

antocianinas presentan máximos de absorción en el espectro UV-Vis a diferentes valores, 

los que oscilan entre 496 y 547, en dependencia del disolvente en el que se presenten 53. 
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Figura 1: Cromatogramas UV a diferentes longitudes de onda (250, 280, 330 y 520 nm). 

Condición 1: Menstruo H2O:EtOH (80:20); T(̊C)/t (min.) 25/60 (ensayo 4) 
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Como sistema de detección adicional y para efectos de identificación estructural se 

procedió a la realización del análisis por espectrometría de masas de todos los experimentos 

realizados. Se puede observar que el cromatograma correspondiente al pico base de las 

doce muestras, presenta características muy similares, tanto en modo positivo (anexo 11) 

como en negativo (anexo 12). En ambos casos las señales de mayor interés e intensidad se 

presentan, aproximadamente, a tiempos de retención entre 9,4 y 11,0 min. 

El contar con un equipo de CLAE acoplado a un detector DAD, permite la obtención de los 

espectros de absorción de cada uno de los compuestos separados. En ausencia de 

estándares, dicha información espectral, favorece la identificación de los posibles 

metabolitos presentes en la muestra.  

Debe tomarse en consideración que cambios en la composición de la fase móvil pudieran 

propiciar cambios en el espectro de absorción de un mismo compuesto. Por ejemplo, se han 

apreciado valores de hasta 15 nm hacia longitudes de onda más bajas, cuando se sustituye 

el agua por el metanol. Por lo tanto, podría obtenerse espectros con ligeras diferencias en 
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sus máximos de absorción, para el mismo flavonoide en diferentes disolventes, lo que 

podría influir en la identificación precisa del compuesto 78.  

En tal sentido la combinación de CLAE con detección en línea por UV y EM resulta una 

herramienta muy valiosa para el análisis de productos naturales, especialmente en extractos 

donde existen complejas mezclas de productos naturales o metabolitos 78.  

Luego de evidenciar la similitud entre todos los ensayos realizados, se procedió al estudio 

de caracterización tomando como modelo una de las muestras (ensayo 4). En la figura 2 se 

puede apreciar el cromatograma UV a 250 nm (A), a 520 nm (B), el cromatograma del pico 

base en modo positivo (C) y negativo (D).  

Figura 2 Perfiles cromatográficos obtenidos para el ensayo 4 (condición 1). A: 

cromatograma UV a 250 nm, cromatograma UV a 520 nm (B), el cromatograma del pico 

base en modo positivo (C) y el cromatograma del pico base en modo negativo (D).  
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La identificación de los compuestos se realizó sobre la base del espectro UV-visible; de la 

masa del ion molecular y de los iones fragmentos referidos en la literatura, para extractos 

de los cálices de jamaica y utilizando un análisis espectrométrico similar.  
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Los compuestos identificados, con su correspondiente tR (tiempo de retención), λmax 

(máximos de absorción en el espectro UV), [M+H], [M-H] e iones fragmentos 

correspondientes a cada modo de ionización (MS2), se presentan en los anexos 13 y 14. 

En el modo positivo (anexo 13) solo pudieron ser identificados cinco compuestos: un fenol 

simple (ácido-5-cafeoilquínico), las dos antocianinas más referidas para la especie 

(delfinidina-3-sambubiósido y cianidina-3-sambubiósido) y dos glicósidos de flavonoles 

(miricetina-3-sambubiósido, quercetina-3-sambubiósido), estos últimos con señales de muy 

baja intensidad.  

En el modo negativo (anexo 14) se identificaron mayor cantidad de metabolitos, tales 

como: una lactona del ácido hidroxicítrico (ácido hibiscus), ácidos fenólicos (ácido-5-

cafeoilquínico y sus isómeros 3 y 4; ácido-5-O-coumaroilquínico y su isómero el ácido-3-

O-coumaroilquínico y el ácido cafeoilshikímico, además de un isómero de este). En este 

modo también pudieron ser identificadas las antocianinas antes referidas (delfinidina-3-

sambubiósido, cianidina3-sambubiósido) y varios glicósidos de flavonoles tales como 

miricetin-3-arabinogalactósido, quercetina-3-sambubiósido, quercetina-3-O-rutinósido, 

quercetina-3-O-glucósido, kaempferol-3-O-rutinósido, un derivado de la quercetina 

glicosidada y el kaempferol-3-(p-coumaroil glucósido). 

Como se pudo apreciar las antocianinas pudieron ser identificadas en ambos modos de 

ionización, eluyendo entre 9,6 y 10,4 min., aproximadamente. Para su identificación, en 

primer lugar, se procedió a un análisis de su espectro de masas en modo positivo y 

negativo. 

Con el m/z 597 (9,74 min., modo positivo, figura 3 A) y m/z 595 (9,56 min., modo 

negativo figura 3 B) se detectó la presencia de la delfinidina-3-O-sambubiósido, siendo, 

además, consistente con los fragmentos obtenidos para dicha molécula (MS2) a un m/z de 

303 (100%) en el modo positivo y m/z 355 (100%), 300 y 301 (modo negativo), los cuales 

corresponden a la pérdida del azúcar (figura 3 C y D, respectivamente). 

Aunque no fue posible demostrar la existencia de dicho compuesto con su estándar de 

referencia, se pudo observar que sus máximos de absorción en el espectro UV-visible están 

alrededor de los 278 y 523 nm (figura 3 E), lo cual concuerda con los resultados obtenidos 
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por otros autores, quienes plantean que la λmax de la delfinidina-3-O- sambubiósido se 

presenta alrededor de los 280 nm y 520 nm 35,79,80. 

Figura 3: Espectros de masa en ambos modos de ionización (A: modo positivo; B: modo 

negativo), iones fragmentos identificados (C: modo positivo; D: modo negativo) y espectro 

UV de la delfinidina-3-O-sambubiósido (E). 
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e1neg2 #959 RT: 9,56 AV: 1 NL: 3,74E4
F: ITMS - c ESI d Full ms2 595,27@cid35,00 [150,00-610,00]
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B 

Debe acotarse que con igual m/z de 595, a un tiempo de retención de 11,86 min. y en el 

modo de ionización negativo se identificó la quercetina-3-sambubiosido (figura 4 A). Los 

iones fragmentos de m/z 300 (100%), 463, 445, 301 permiten sugerir dicha estructura, lo 

que concuerda con la literatura especializada (figura 4 B) 28,35,80,81. Dicho flavonol 

glicosidado se presenta en muy baja concentración casi imperceptible en los 

cromatogramas a las diferentes longitudes de onda analizadas (anexo 10). 

Figura 4: Espectro de masa en modo negativo (A) e iones fragmentos identificados de 

quercetina-3-sambubiósido (B) 
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e1neg2 #1191 RT: 11,88 AV: 1 NL: 4,46E3
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Otra de las antocianinas identificadas con un m/z 581(10,41 min., modo positivo, figura 5 

A) y m/z 579 (10,25 min., modo negativo, figura 5 B), así como los fragmentos 

correspondientes para ambos modos de ionización, m/z 287 (figura 5 C) y m/z 339 (100%) 

y 205 (figura 5 D), respectivamente, sugiere la presencia de cianidina-3-O-sambubiósido.  

De manera similar, aunque no se contó con su estándar de referencia, se pudo observar que 

sus máximos de absorción en el espectro UV-visible están alrededor de los 280 y 517 nm 

(figura 5 E), lo cual concuerda con los resultados obtenidos por otros autores 35,79–81. 

Ambos tipos de antocianinas han sido reportadas con anterioridad en extractos de H. 

sabdariffa y son responsables de la fuerte pigmentación de sus extractos35,79–81. Diversos 

autores han reportado que ambas antocianinas suelen ser las que prevalecen, resultando 

superior la concentración de la delfinidina-3-O- sambubiósido 79.  
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A 

Figura 5: Espectros de masa en ambos modos de ionización (A: modo positivo; B: modo 

negativo), iones fragmentos identificados (C: modo positivo; D: modo negativo) y espectro 

UV de cianidina-3-O-sambubiósido (E) 
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A menor tiempo de retención (3,9 y 4,4 min., aproximadamente) se observa en el espectro 

UV (250 nm) (figura 2 A) unas señales, cuyos valores de m/z en ambos modos de 

ionización y máximos de absorción al UV, sugieren la presencia del ácido cafeoilquínico y 

sus isómeros. El ácido clorogénico (ácido-5-cafeoilquínico) y su isómero el ácido 

neoclorogénico (ácido-3-cafeoilquínico) se identificaron de mejor manera en el modo de 

ionización negativo, mostrando en el cromatograma del pico base señales con igual m/z a 

tiempos de retención entre 3 y 4 minutos (figura 6 A y B). La presencia de ambos isómeros 

puede ser sustentada a través de los iones fragmentos (MS2), ya que diversos autores 

refieren que en ambos el pico base (100%) es el de m/z 191, además de los m/z 179, 135, 

161, 173 (figura 6 C) 92,95. Adicionalmente, al analizar el espectro UV-vis, para tales 

señales se apreciaron dos máximos de absorción 300 y 327, los cuales son informados en la 

literatura para tales isómeros (figura 6 D) 80–82. 

Con relación al ácido criptoclorogénico (ácido 4-cafeoilquínico), no se puede evidenciar de 

manera similar su presencia, sin embargo, al profundizar en los espectros de la señal que 

sale alrededor de 9 min. (Figura 6 A) se puede apreciar que existe una coelución de tal 

metabolito con la antocianina. Justo al inicio de la señal el espectro de masas de la corriente 

iónica principal, muestra el m/z el 353 y el m/z 595, este último característico de la 

delfinidina-3-O-sambubiósido. Adicionalmente, para dicho ion de m/z de 353, se pueden 

observar λmax de 300 y 237 en el espectro UV-visible.  

Ácidos como el 3-, 4- y 5-cafeoilquínicos han sido identificados en diversos extractos de 

los cálices de jamaica 80–82. 
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Figura 6: Espectros de masa modo de ionización negativo (A y B), iones fragmentos 

identificados (C) y cromatograma UV del ácido clorogénico y sus isómeros 
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e1neg2 #940 RT: 3,13 AV: 1 NL: 7,88E3 microAU
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El resto de los metabolitos fueron identificados atendiendo, básicamente, a la masa de su 

ion molecular y los correspondientes iones fragmentos obtenidos en el modo de ionización 

negativo (anexo 14)Anexo 14. Para estos compuestos fenólicos que eluyeron por encima de 

los 11 min., las señales en los cromatogramas UV a 250 nm fueron de muy baja intensidad, 

lo cual no permitió la correcta apreciación de sus correspondientes espectros de absorción ( 

Figura 2). 
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Todos los compuestos identificados en el presente estudio, han sido referidos en la 

literatura para la droga vegetal objeto de estudio, incluso utilizando igual método de 

separación y caracterización, tal como se refiere en las citas acotadas en los anexos 1 y 3. 

Luego de evaluar la influencia de las dos condiciones o variables establecidas (menstruo y 

temperatura/tiempo), sobre la composición química, se pudo concluir que: 

 Los factores manipulados en el estudio no mostraron influencia alguna sobre la 

cantidad de sólidos solubles (°Bx) extraídos, el rendimiento del proceso de 

extracción ni sobre la capacidad de captación de radicales libres. 

 La mayor extracción de compuestos fenólicos (mgEAG/g ESJ) se obtuvo al utilizar 

como menstruo la mezcla agua:EtOH (80:20). 

 La mayor extracción de los pigmentos antocianinas (mg ECG/g ESJ) se obtuvo al 

realizar la extracción a 60 °C por un tiempo de 30 min.  

 El análisis de CLAE-EM pudo confirmar que en todos los experimentos existe una 

composición química cualitativamente similar, pudiendo sugerirse en todos los 

casos que las antocianinas: delfinidina-3-sambubiósido y cianidina-3-sambubiósido, 

son las responsables de las señales de mayor intensidad en los cromatogramas, tanto 

en modo positivo como en modo negativo. 

Por todo lo antes expuesto se tomó la decisión de elaborar los extractos que serían 

sometidos al secado por atomización, utilizando como menstruo la mezcla agua:EtOH 

(80:20), una temperatura de 60 °C y por un tiempo de 30 min. Fundamentalmente, se 

consideró la capacidad extractiva de compuestos fenólicos, de antocianinas en particular y 

el ahorro en tiempo cuando se emplea temperatura de 60 °C.  

III.3 Microencapsulación por Spray Dryer 

La composición química fundamental de los extractos acuosos e hidroalcohólicos de los 

cálices de H. sabdariffa, como se pudo constatar, resultan ser los compuestos fenólicos, 

siendo las antocianinas las que se encuentran de forma mayoritaria. El aprovechamiento de 

este tipo de compuestos, debido a las propiedades terapéuticas y la incorporación de estos a 
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diferentes productos en el campo de la industria alimenticia, ha motivado su investigación 

desde diversos puntos de vista 7. 

Las antocianinas son compuestos altamente sensibles, ante cambios de temperatura, 

incidencia de la luz, pH, oxígeno, iones metálicos, enzimas y demás factores, lo que trae 

como consecuencia que presenten una corta durabilidad 49,83, siendo esta la principal 

limitante en su aplicación y en el aprovechamiento de sus propiedades 84.  

La microencapsulación por Spray Dryer es una técnica útil para disminuir el daño de los 

compuestos sensibles, ya que atrapa estas sustancias en el interior de una matriz, 

generándose una barrera y formando una cápsula que favorece su conservación y 

estabilidad 7,73,84–86. Esta técnica es comúnmente utilizada, de hecho cerca del 80-90% de la 

encapsulación de antocianinas se realiza mediante secado por atomización 49. 

En el estudio actual se realizó una evaluación preliminar de secado por aspersión del 

extracto hidroalcohólico, obtenido mediante maceración por sonicación a 60 °C durante 30 

min. Se realizaron cuatro experimentos, sin réplicas, considerándose, solo dos variables de 

estudio, la temperatura de entrada del extracto a la cámara de secado y la proporción de la 

mezcla de encapsulantes (goma arábiga y maltodextrina). Se consideró un estudio 

preliminar, pues es la antesala para realizar un diseño experimental que permita la 

optimización de las condiciones de secado para dicho extracto. Lógicamente, buscando que, 

luego del proceso de secado, se logre la menor pérdida de los principios activos y que estos 

sean estables durante un tiempo considerable. La selección de las condiciones (variables 

independientes de estudio) se realizó sobre la base de los artículos publicados al respecto 

para dicha planta, u otras, cuya composición química mayoritaria fueran las antocianinas.  

Según González-Palomares et al. 87, una temperatura de entrada de 190 °C, usando  el 

Spray Dryer como método de secado de extractos de H. sabdariffa, mostró la más alta 

concentración de compuestos volátiles y la más baja concentración de compuestos 

degradados, en comparación con otras temperaturas ensayadas en el mismo estudio (150 

°C, 160 °C, 170 °C, 180 °C, 200 °C, 210 °C). 

Idham et al. 88, publicaron la microencapsulación por Spray Dryer de un extracto 

hidroalcohólico de H. sabdariffa utilizando temperaturas entre 100-150 °C. Salazar-
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González et al. 89, utilizaron un secador por aspersión con EtOH:agua de cálices de flor de 

jamaica usando temperaturas de aire de entrada de 180 ºC. Sotomayor et al. 7, secaron 

extractos hidroalcohólicos de cálices a diferentes concentraciones de H. sabdariffa con 

temperaturas de entrada desde 153 ºC a 198 ºC. 

Para disminuir la degradación de los metabolitos bioactivos es muy común el uso de 

sustancias encapsulantes 87. Diferentes biopolímeros son utilizados como encapsulantes de 

antocianinas, entre los que se encuentran: goma arábiga, inulina, proteína de suero, proteína 

aislada de soya, maltodextrina, entre otros 49,90. 

Los encapsulantes manejados en el estudio actual fueron maltodextrina y goma arábiga. La 

maltodextrina es un carbohidrato muy usado, de bajo costo,  soluble en agua, de baja 

viscosidad, que protege de la oxidación y no aporta color a las sustancias a encapsular, 

permitiendo la conservación de la integridad de las antocianinas durante el proceso de 

encapsulación 49,91,92. La goma arábiga ha sido utilizada durante años, siendo una buena 

opción para la formación de emulsiones estables y para evitar la volatilización de 

compuestos 88. 

La maltodextrina ya ha sido utilizada anteriormente en mezcla con la goma arábiga, para la 

encapsulación de antocianinas de H. sabdariffa. Según Idham et al.  88, la combinación de 

maltodextrina y goma arábiga logró la mayor eficiencia de encapsulación del 99,87%, 

seguido por maltodextrina con un 99,69% y goma arábiga con 98,4%.  

Adicionalmente, las mezclas de maltodextrina y goma arábiga han mostrado formación de 

partículas más homogéneas 93, menores cambios en las coloraciones de las antocianinas 

encapsuladas y un mayor tiempo de vida útil 88. 

Mezclas de 60% maltodextrina y 40% goma arábiga han sido usadas para la encapsulación 

de proantocianinas con una eficiencia de encapsulación de 99%, en semillas de uvas 94. De 

acuerdo con Burin et al. 95, la mezcla maltodextrina/goma arábiga como material 

encapsulante de las antocianinas de uvas Cabernet Sauvignon, logró alargar la vida media y 

disminuyó la degradación de las mismas. 

Existen algunos estudios de microencapsulación de diversos extractos de H. sabdariffa, 

mediante secado por atomización; por ejemplo, extractos obtenidos con etanol-agua (50:50) 
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89,96, etanol-agua (50:50) con 2% de ácido cítrico 88, etanol-agua (42:58) 7, metanol-agua 

(30:70) 87 y agua 97.  En otro sentido, los encapsulantes más empleados para tal proceso Hn 

sido son goma de mezquite 89,96, almidón-alginato 7, maltodextrina 88,97, goma arábiga, 

maltodextrina-goma arábiga (40:60) 88. 

Por todo lo antes expuesto se decidió evaluar la incidencia sobre diferentes propiedades 

físico-químicas de dos mezclas en proporciones diferentes de maltodextrina y goma 

arábiga. Según la revisión realizada, el extracto de los cálices de H. sabdariffa que se 

sometió al secado por atomización, no ha sido referido con anterioridad. La combinación 

del encapsulante maltodextrina-goma arábiga (60:40), tampoco ha sido ensayada en tales 

extractos.   

III.3.1 Estudio del proceso de secado por aspersión 

Con el objetivo de evaluar la influencia del proceso de secado por atomización sobre las 

propiedades físico-químicas y biológicas de las microcápsulas resultantes, se realizaron, 

además de los cuatro experimentos de encapsulación, dos ensayos en donde el secado del 

extracto se llevó a cabo a baja temperatura y vacío (rotoevaporador). Por tanto, como 

resultado final se obtuvieron seis experimentos (Tabla 3). 

Luego de someter los extractos a cada una de las condiciones de secado, se pudo apreciar 

que los extractos con encapsulantes secados mediante el rotoevaporador, mostraron una 

textura viscosa, pegajosa y resultaron de coloración rojo-rosado intensa. Sin embargo, los 

extractos con encapsulantes secados por Spray Dryer se presentaron como polvos de 

coloración rojo-rosado, pero de tonalidad más pálida. La diferencia en apariencia, 

evidentemente, se atribuye al proceso de secado. En la técnica de secado por atomización 

tiene lugar una inmediata evaporación del disolvente que entra a la cámara de secado en 

forma de finas gotículas. Aunque con frecuencia se considera un proceso de deshidratación, 

precisamente, su mayor utilidad es que logra encapsular o revestir al extracto con el 

material encapsulante. De esta manera, se crea una fina película que recubre a los 

compuestos bioactivos, brindándole no solo protección ante factores medioambientales, 

sino también impidiendo su aglomeración 49,88; a diferencia del secado por rotoevaporador 

que solo elimina el disolvente del extracto, sin que se genere  la barrera protectora. 
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Los resultados de los análisis realizados a los diferentes experimentos se muestran en la 

tabla 5Tabla 5. 

III.3.2 Parámetros físico-químicos evaluados en los microencapsulados 

Con relación a los °Bx los valores más altos de este parámetro corresponden a M-2 y M-3, 

los mismos que contenían la mezcla de encapsulantes                                                                

G40:MD60, mientras que M-5 y M-6 mostraron valores menores. La cantidad de 

maltrodextrina en la mezcla es proporcional a los °Bx, debido a que este encapsulante es un 

carbohidrato complejo soluble que provoca un aumento de los sólidos solubles. 

Precisamente, la maltodextrina se reporta como un aditivo para generar el aumento del 

rendimiento de las sustancias a secar  98. 

La determinación de humedad residual, como se puede apreciar en la tabla 5, solo se 

determinó en los extractos obtenidos a través del secado en el Spray Dryer. El porcentaje de 

humedad residual resultó ser inferior cuando se aplicó una temperatura de entrada del 

extracto de 190 °C, independientemente de la mezcla de encapsulantes utilizada (M3 y 

M6). Lo anterior se atribuye a que cuando la temperatura es más elevada existe una mayor 

tasa de transferencia de calor entre las partículas, conllevando a un mayor porcentaje de 

evaporación de la humedad y por consiguiente a una eliminación de agua de forma más 

rápida 99. Lógicamente, paralelo a ello debe ser analizada la incidencia que pudiera tener 

sobre los metabolitos bioactivos, el empleo de altas temperaturas, aun cuando se logren 

bajos porcentajes de humedad residual. 

Este comportamiento también ha sido observado por Silva et al. 93,  quienes planteaban que 

bajas temperaturas de entrada no producen un secado apropiado, causando aglomeración en 

los polvos de Myrciaria jaboticaba. Similares resultados fueron encontrados por Mishra et 

al. 99, en donde, al aumentar la temperatura de secado de 125 °C a 200 °C, se produjo una 

disminución significativa del contenido de humedad residual de los polvos de jugo de 

Emblica officinalis de 6,3 a 3,8%. 
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Tabla 5: Análisis físico-químicos realizados a los extractos obtenidos de H. sabdariffa, conteniendo la correspondiente mezcla 

encapsulante. 

Muestras ̊Brix 

Temp. 

Salida 

(1±°C) 

Hr±DS 

Masa de 

polvo final  

(g) 

Fenoles 

totales 

(mg EAG/g 

ES)±DS 

Antocianinas 

(mg ECG)/g 

ES)±DS 

DPPH  

(%)±DS 

M-1 

G40/MD60 T=40 °C 
____ ____ ____ ____ 34,13± 0,689 14,29±0,09 91,80±0,99 

M-2 

G40/MD60 T=150 °C 
9,7 64  

4,71±0,2

2 
9,9 28,28±0,461 14,61±0,06 90,42±0,17 

M-3 

G40/MD60 T=190 °C 
9,7 82 

3,97±0,8

4 
9,8 28,36±0,385 14,16±0,06 87,59±0,94 

M-4 

G60/MD40 T=40 °C 
____ ____ ____ ____ 32,01±0,857 13,68±0,19 85,89±0,44 

M-5 

G60/MD40 T=150 °C 
9,4 44 

6,66±0,1

5 
8,4 31,09±0,535 15,07±0,21 84,51±0,42 

M-6 

G60/MD40 T=190 °C 
9 71 

5,08±0,3

0 
9,5 28,67±0,267 13,88±0,08 83,02±1,28 

Leyenda: Hr= Humedad residual, G=Goma arábiga, MD=Maltodextrina 
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Adicionalmente, se pudo apreciar que cuando se utilizó la combinación G40/MD60, los 

valores de humedad residual, para ambas temperaturas de entrada del extracto, fueron 

inferiores, lo que resulta de gran interés para lograr una mejor conservación de los polvos 

obtenidos.  Al existir valores elevados de humedad relativa en la materia vegetal, podría 

propiciarse el crecimiento de microorganismos tales como bacterias y hongos, así como la 

degradación de sus metabolitos por procesos enzimáticos 100. No obstante, la humedad 

residual lograda para la combinación G60/MD40 no sería un criterio para descartar el 

empleo de esta combinación, se precisan estudio de estabilidad posteriores, pues los polvos 

obtenidos no mostraron características organolépticas inadecuadas.   

Por otra parte se observa un mayor porcentaje de humedad residual en los tratamientos con 

mezcla de encapsulantes en los cuales existe mayor cantidad de goma arábiga, resultados 

similares fueron obtenidos por Páramo et al. 101, para el secado por aspersión de ajo usando 

goma arábiga como material de encapsulación. De manera similar lo indican Nadaff et al. 

102, en el secado por aspersión de jugo de naranja se obtuvo mayor humedad residual en los 

tratamientos trabajados con goma arábiga en comparación con los procesados con 

maltodextrina. 

Colateralmente, cuando se aplican valores elevados de temperatura de entrada del extracto 

a la cámara de secado, se observa un incremento de la temperatura de salida del producto 

seco y se previene la pegajosidad del extracto en las paredes del secador. Como se puede 

observar en la tabla 5 la temperatura de salida en ambos experimentos cuando se utiliza 190 

°C resulta ser más elevada (M3 y M6). 

En otro sentido, cuando la temperatura de entrada es más alta también se obtiene mayor 

cantidad de polvo seco. Los estudios preliminares, parecen indicar que cuando se utiliza la 

mezcla G40/MD60, es decir, mayor cantidad de MD, se favorece el rendimiento en el 

proceso de secado. Este resultado se podría confirmar cuando se realicen réplicas con cada 

una de las condiciones ensayadas.  

Para evaluar la incidencia de ambos factores (encapsulante y la relación 

temperatura/tiempo), se tomaron las variables independientes (fenoles totales, antocianinas 
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y actividad antioxidante) con los cuales se realizó un análisis multifactorial a través del 

programa estadístico SPSS (versión 22).  

Dichos parámetros se consideraron como los de mayor impacto, sobre todo, desde el punto 

de vista biológico, ya que de ellos depende su uso en la terapéutica. 

Como se puede apreciar en el anexo 15, el factor temperatura incide de manera significativa 

sobre la cantidad de fenoles y de antocianinas presentes en el producto final, así como, 

sobre la capacidad secuestradora del radical libre DPPH. Al analizar cada una de estas 

variables, con una confiabilidad del 95%, se obtuvo un p-valor inferior a 0,05, por lo que se 

puede inferir que, al menos en uno de los grupos de análisis la media difiere 

estadísticamente de la media de la población. 

Analizando cómo influye la temperatura con relación al contenido de fenoles totales, se 

pudo apreciar que este es más elevado cuando se seca el extracto a través del 

rotoevaporador (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.figura 7 A). Sin 

embargo, al evaluar dicho parámetro utilizando el secado por atomización, la temperatura 

más elevada (190 °C), es con la que se obtiene un producto final con la menor 

concentración de compuestos fenólicos. Este resultado podría ser atribuido a la sensibilidad 

de algunos compuestos fenólicos al ser sometidos a elevadas temperaturas de secado 89, 

Dicho resultado es congruente con lo obtenido por Mishra et al. 99, donde el contenido de 

fenoles totales de Emblica officinalis, secado por Spray Dryer, disminuye en la medida en 

que aumenta la temperatura de entrada de 125ºC a 175ºC. Según Jiménez-Aguilar et al. 103, 

plantea un pérdida de compuestos fenólicos del 26% en extractos etanólicos de arándanos 

cuando la temperatura de entrada del extracto de secador es de 160 ºC.  

En relación a la cuantificación de antocianinas, resultó que a la temperatura de 150 °C se 

obtuvo la mayor cantidad de dichos metabolitos, valores que difieren estadísticamente, de 

los obtenidos cuando se realizó el secado a 40 y 190 °C. Estas dos condiciones no 

presentaron diferencias significativas entre sí (figura 7 B). Arrazola et al. 84, mencionan que 

el ascenso de la temperatura de entrada desde 150 a 202 ºC, produce un incremento en la 

degradación de antocianinas, debido a su alta sensibilidad ante temperaturas elevadas. De 

forma semejante Ersus y Yurdagel 91, evaluaron el contenido de antocianinas posterior a un 
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proceso de secado por aspersión y mencionan que temperaturas de entrada superiores a 160 

ºC hasta 180 ºC, causan mayores pérdidas de estos compuestos. Espinoza et al. 104, muestra 

que mediante Spray Dryer, la mejor temperatura de entrada para el secado de flores de 

mastuerzo es de 160 ºC, ya que conserva la mayor cantidad del pigmento. 

Para el análisis de la capacidad secuestradora del radical libre DPPH se observó que, entre 

las tres condiciones de temperaturas ensayadas, existieron diferencias significativas (figura 

7 C), mostrando mayor capacidad antioxidante los extractos secados en el rotoevaporador, 

seguidos de los obtenidos a 150 °C. Es decir, se pudo apreciar un comportamiento 

congruente con la cuantificación de fenoles totales. Mientras mayor es la concentración de 

compuestos fenólicos, mayor en la capacidad antioxidante y esto se logró cuando el 

extracto se secó a baja temperatura. Bajo las condiciones del secado por atomización, el 

empleo de una temperatura de entrada de 150 °C, lograría mejores resultados que cuando se 

ingresa el extracto a la cámara en temperaturas muy elevadas. 
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Figura 7: Influencia de la temperatura sobre el contenido fenoles (A), antocianinas (B) y 

actividad antioxidante (C). 

A 

 

B 

 

C 

 

Nota: Letras diferentes denotan que existen diferencias estadísticamente significativas, 
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donde el p-valor es inferior a 0,05, con un nivel de confiabilidad del 95%. 

Al realizar un análisis similar, pero con relación a la mezcla de encapsulante, se encontró 

que dicho factor influyó de manera significativa, con una confiabilidad del 95%, sobre el 

contenido de antocianinas y sobre la actividad antioxidante por el método del DPPH. Para 

ambos resultados el p-valor fue inferior a 0,05.  

Posteriormente, se realizó el análisis integrado de cómo influyen las dos variables 

independientes sobre las variables dependientes, a través de gráficos de triple entrada 

Figura 8: Gráfico de triple entrada de las variables independientes (A: fenoles totales, B: 

antocianinas, C: actividad antioxidante) frente a las combinaciones ensayadas de 

encapsulante y temperatura de entrada. 

A B 

 

 

 

C 
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En la figura 8 A, se puede apreciar que en la medida que se incrementa la temperatura de 

secado, disminuye la cantidad de compuestos fenólicos equivalentes a ácido gálico 

presentes en los extractos secos. Incluso puede notarse que esa disminución es mucho más 

acentuada cuando el encapsulante que se utiliza es la combinación G40/MD60; lo que 

pudiera sugerir, preliminarmente, que este encapsulante no logra una buena protección de 

los metabolitos de naturaleza fenólica, siendo superior la combinación que posee mayor 

porcentaje de goma arábiga, Lo anterior guarda relación con lo informado por Mishra et al. 

99, en donde el contenido de fenoles totales se ve significativamente reducido cuando la 

concentración de maltodextrina aumenta. Adicionalmente, se observa que, a 190 °C, 

usando ambos tipos de encapsulante, los valores de fenoles totales no difieren 

apreciablemente, siendo los más bajos. 

Al observar la Figura 8figura 8 B, donde se analiza el comportamiento del contenido de 

antocianinas equivalentes a cianidina glucósido (ECG), se aprecia que, a la temperatura de 

150 °C con ambos encapsulantes, se logra una mayor concentración de antocianinas. Según 

Ersus y Yurdagel 91, una temperatura de entrada elevada (>160–180 °C) causa una mayor 

pérdida de antocianinas en extractos de Daucus carota L. 

Si se analiza en base al encapsulante, el resultado sugiere que la combinación G60/MD40 

podría ser la que logre una mayor protección de dichos metabolitos, pero solo a 150 °C, lo 

que llama la atención que no ocurra de la misma manera para el resto de las temperaturas. 

Este resultado merita ser verificado, sobre todo, cuando se realicen réplicas para dichas 

condiciones en el secado por atomización.  

Salazar-González, et al 89, demostraron que la goma de mezquite, ejerce un efecto protector 

sobre las antocianinas encontradas en la flor de jamaica cuando es usado como 

encapsulante en el secado por aspersión. Dicha goma es un polisacárido cuyas propiedades 

químicas y funcionales son similares a las de la goma arábiga, siendo de gran aplicación en 

la industria de los alimentos, bebidas y farmacia 105. 

La valoración de la incidencia de los factores en estudio, sobre la actividad antioxidante, se 

muestra en la figura 8 C. Para esta variable se puede apreciar visiblemente que en la medida 
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que se incrementa la temperatura, la actividad antioxidante disminuye significativamente, 

para ambos tipos de encapsulante. Sin embargo, los valores resultan ser superiores cuando 

se emplea la combinación G40/MD60.  

Para determinar cuáles son las condiciones más apropiadas que lograrían preservar la 

mayor cantidad de metabolitos bioactivos y como consecuencia la actividad antioxidante, 

se realizó el análisis por Anova de un factor para la variable que combinaba todas las 

posibles opciones de agente encapsulante y la relación temperatura/tiempo. Los resultados 

se muestran en la figura 9. 

Al analizar la figura 9 A, correspondiente a la cantidad de fenoles presentes en los extractos 

secos, se pudo apreciar que los procesos donde se realizó la concentración con el 

rotoevaporador, independientemente de la matriz encapsulante utilizada, fueron los que 

presentaron mayor porcentaje de fenoles totales. Cuando el extracto se sometió a secado 

por atomización la combinación de 150 °C y G60/MD40 (2-2) mostró el segundo mejor 

comportamiento, siendo estadísticamente diferente a la combinación 1-1 (40 °C y 

G40/MD60, pero similar a la 1-2 (40 °C y G60/MD40). Lo anterior resulta de gran 

importancia pues denota que usando la matriz G60/MD40, no hubo afectación aparente de 

dichos metabolitos por efecto de la temperatura, lográndose un producto con mayor 

concentración del encpasulante bioactivo. En otro sentido haciendo un análisis de las 

condiciones de secado, solo con el uso del Spray Dryer, coincide que el mejor encapsulante 

en sentido general es la combinación G60/MD40. 
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Figura 9: Comportamiento de cada una de las variables independientes (A: fenoles totales, 

B: antocianinas, C: actividad antioxidante) frente a las combinaciones ensayadas de 

encapsulante y temperatura de entrada. 

A 

 

B 

 

Combinaciones 

1-1 40 °C G40/MD60 

1-2 40 °C G60/MD40 

2-1 150 °C G40/MD60 

2-2 150 °C G60/MD40 

3-1 190 °C G40/MD60 

3-2 190 °C G60/MD40 

Nota: Letras diferentes denotan que existen diferencias 

estadísticamente significativas, donde el p-valor es inferior 

a 0,05, con un nivel de confiabilidad del 95%. 

C 

 

 

En la figura 9 B, relacionada con la cuantificación de las antocianinas, se pudo observar 

que la mejor opción también es la mezcla G60/MD40, trabajada a 150 °C, la cual difiere 

estadísticamente del resto de los experimentos. Resultados obtenidos por Zhang et al. 94 , 
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mostraron que la condición óptima para la microencapsulacion de las proantocianinas de 

jugo y semillas de uvas fue la mezcla 60% maltodextrina y 40% goma arábiga, lo que 

podría explicarse debido a que la maltodextrina y la goma arábiga forman interacciones 

químicas que facilitan la retención de las antocianinas. Según Shahidi y Naczk 106, las 

antocianinas pueden formar complejos con polisacáridos cuando el catión flavilio interactúa 

con las dextrinas, previniendo de esta forma su transformación y formando enlaces estables. 

Al centrarse el análisis solo en el proceso de encapsulación, las mejores condiciones son 

aquellas donde se trabaja a 150 °C, lo cual coincide con lo obtenido por Nayak y Rastogi 

107, en el secado por aspersión de Garcinia indica, siendo la temperatura de entrada óptima 

los 150 ºC. 

Por último, se realizó el análisis integrado con relación a la capacidad antioxidante que 

mostraron los extractos, luego de ser sometidos a las diferentes condiciones de secado 

figura 9 C. En este sentido las mejores condiciones fueron la combinación 1-1 (40 °C, 

G40/MD60) y la 2-1 (150 °C, G40/MD60), entre las cuales no existe diferencias 

estadísticas significativas. Los extractos con la mezcla encapsulante de mayor cantidad de 

MD, resultaron ser los que presentaron mejor capacidad antioxidante. Este comportamiento 

resultó inverso a cuando se evaluó el contenido de fenoles totales (figura 9 A), pues en este 

caso, aunque la temperatura de 150 °C también fue la mejor, la mezcla con mayor cantidad 

de goma, logró los mejores resultados. 

III.3.3 Análisis cromatográfico mediante CLAE-EM luego de realizar el secado por 

atomización  

De manera similar al estudio antes realizado en el epígrafe III.2.2, se procedió al análisis 

cromatográfico de los encapsulados obtenidos. En este caso se realizó una comparación 

entre el extracto con los correspondientes aditivos (secado con ayuda de un 

rotoevaporador), y los encapsulados obtenidos con iguales mezclas de encapsulantes. 

Paralelamente, se realizó la comparación entre las cuatro condiciones de secado utilizadas, 

buscando en todos los casos si hubo afectación química cualitativa de los extractos. 

En el anexo 16 se presentan los cromatogramas obtenidos para las 4 longitudes de ondas 

evaluadas (250, 280, 330, 520 nm) de los ensayos M-1, (extracto con G40/ MD60 secado 
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por rotoevaporador) y de los experimentos de secado por atomización a las dos condiciones 

establecidas M-2 (temperatura de entrada 150  ̊C) y M-3 (temperatura de entrada 190  ̊C). 

Como se puede apreciar los cromatogramas obtenidos para las mezclas de igual 

composición y a la misma λ de absorción, son muy similares. Lo anterior sugiere que no 

ocurrieron cambios cualitativos luego de someterlos al secado por atomización, donde las 

temperaturas son muy elevadas en comparación con el extracto concentrado mediante el 

rotoevaporador. 

Algo similar sucede cuando se analiza la otra mezcla de encapsulante (G60/MD40). Al 

parecer no hay cambios cualitativos cuando se compara el secado o concentración mediante 

rotoevaporador (M-4) con los dos secados mediante el Spray dryer ( M-5 y M-6)( anexo 

17). 

Finalmente, se procedió a comparar, también mediante espectrofotometría UV, si al 

cambiar la mezcla encapsulante y someterla a secado por atomización, hubo cambios 

apreciables en la composición química cualitativa. Para tal análisis el anexo 18 muestra la 

superposición de los experimentos M-2, M-3, M-5 y M-6. Se puede apreciar que bajo una 

misma longitud de onda los cromatogramas resultan ser superponibles, lo que sugiere que 

los parámetros utilizados en el secado, parecen no provocar cambios químicos cualitativos 

en el extracto. 

Para completar el análisis anterior, de manera análoga a como se realizó en el estudio de 

extracción, se efectuó la comparación entre los seis experimentos, pero en esta ocasión 

mediante la espectrometría de masas, en ambos modos de ionización. En los anexos 19 y 20 

se observa que entre los cromatogramas del pico base obtenidos para un mismo modo de 

ionización y entre las muestras con similar composición de encapsulantes, no existen 

cambios cualitativamente apreciables.    

Finalmente, se realizó la identificación de los compuestos de manera análoga a lo antes 

realizado para los extractos. El análisis se sustentó en el espectro UV-visible; la masa del 

ion molecular y los iones fragmentos referidos en la literatura, para extractos de los cálices 

de jamaica, utilizando similar método espectrométrico.  
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Dada la similitud existente entre las muestras se tomó como modelo la M-1 para demostrar 

si los compuestos presentes coinciden con los antes referidos para los extractos. 

Los resultados permitieron llegar a la conclusión que, en el modo de ionización positivo, 

continúan siendo las señales más prominentes del cromatograma iónico principal las dos 

antocianinas: delfinidina-3-sambubiósido y cianidina-3-sambubiósido, las que estuvieron 

presentes en todos los experimentos. De igual manera se identificó, con señales muy 

débiles, los dos glicósidos de flavonoles miricetin-3-sambubiósido, quercetin-3-

sambubiósido, lo que coincide con lo descrito en el anexo 13. 

En el modo de ionización negativo se pudieron identificar los mismos compuestos antes 

referidos en los experimentos del 1 al 12 (anexo 14) resaltando la presencia de las 

antocianinas.  

De dicho análisis se puede concluir que luego de someter el extracto, con sus 

correspondientes encapsulantes, al secado mediante atomización por Spray Dryer, no se 

evidencian cambios cualitativos que permitan establecer diferencias entre las muestras 

analizadas. Aparentemente, el usar una temperatura de entrada del extracto de 150 o 190 

°C, no se afecta la composición química cualitativa del mismo; como tampoco se afecta con 

el uso de los dos tipos de combinaciones encapsulantes.  

Trabajos posteriores estarán encaminados a la cuantificación de los metabolitos 

mayoritarios, haciendo uso de la CLAE-EM. De esta manera podría definirse la influencia 

de las condiciones de secado (temperatura y agentes encapsulantes) en la concentración en 

el producto final de los metabolitos de interés.  

Haciendo un análisis integral, con el secado por rotoevaporador se puede apreciar que, 

tanto en el contenido de fenoles como en la actividad antioxidante, este método resulta ser 

el mejor. Lógicamente, el sentido de este experimento fue solo comparar cuánto podría 

afectarse químicamente el extracto, luego de ser sometido a las condiciones de 

deshidratación con el Spray Dryer.  

Organolépticamente, en este último, el polvo que se obtiene ofrece ventajas en cuanto a su 

posible manipulación como ingrediente activo de otras formas farmacéuticas. 
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Adicionalmente, la mayor ventaja estaría dada en la estabilidad que dicho encapsulado les 

propiciaría a los metabolitos, sobre todo, de interés terapéutico, sin descartar su posible 

empleo como colorantes en la industria tanto farmacéutica como alimentaria.  

Analizando solo el proceso de secado por atomización, las menores afectaciones se 

lograron al utilizar 150 °C en las tres variables analizadas, sin embargo, la mezcla 

G60/MD40, favoreció la presencia de compuesto fenólicos en general y de antocianinas en 

particular. La capacidad antioxidante resultó ser mejor cuando se empleó la combinación 

G40/MD60.  

Con relación al estudio por CLAE-EM, se pudo apreciar que no existen cambios en el 

orden cualitativo, por lo que se recomienda realizar una cuantificación que brinde criterios 

más concluyentes respecto a la cantidad de los metabolitos bioactivos de mayor interés que 

serían las antocininas. 

Se debe considerar que el estudio realizado es preliminar, donde las variables analizadas y 

los factores manipulados brindaron información valiosa para proseguir la investigación con 

un diseño experimental. Para darle continuidad a la investigación, se sugiere realizar el 

diseño experimental con posibles variables tales como: temperatura de entrada (nunca 

superior a 150 °C según los resultados actuales) y proporción del encapsulante en el 

extracto a secar (valores superiores a 3%, porcentaje no manipulado en la investigación 

actual). 

Con relación a las variables independientes, se sugiere la determinación del rendimiento del 

proceso, la evaluación de la capacidad antioxidante por más de un método analítico, para 

darle mayor fiabilidad al resultado de la investigación y la influencia del proceso sobre el 

color, lo que tributaría de manera más directa, en este último caso, a su uso como colorante 

natural. Lógicamente, los estudios de estabilidad de tales extractos microencapsulados, 

sería otro aspecto en el que se trabajaría, una vez concluido el diseño experimental. 
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CAPÍTULO IV: CONCLUSIONES 

● Al evaluar la incidencia del disolvente de extracción y la relación temperatura/tiempo, 

en el proceso de extracción por maceración ultrasónica, se pudo determinar que no 

hubo diferencias estadísticamente significativas en los valores de pH, sobre la cantidad 

de sólidos soluble (°Bx) extraídos, ni en la capacidad secuestradora de radicales libres, 

de los extractos elaborados.  

● De los dos disolventes evaluados, el agua fue el que logró mayor rendimiento de 

extracción, independientemente de las condiciones de tiempo y temperatura. Con 

relación a la cuantificación de fenoles totales, la mayor extracción de estos se obtuvo al 

utilizar como menstruo la mezcla agua:EtOH (80:20), sin embargo, al realizar la 

extracción a 60 °C por un tiempo de 30 min., se logró mayor extracción de los 

pigmentos antocianinas. 

● El análisis cromatográfico mediante CLAE-EM permitió la identificación, de las 

antocianinas delfinidina-3-sambubiósido y cianidina-3-sambubiósido, como los 

compuestos responsables de las señales más relevantes, bajo las condiciones de 

análisis; acompañadas de ácidos fenólicos y flavonoides glicosidados, como 

metabolitos minoritarios. Según las diferentes condiciones de extracción, la 

composición química de los extractos, desde el punto de vista cualitativo, no sufrió 

alteración. 

● La mejor condición de extracción para los cálices de jamaica, fue el empleo de la 

mezcla agua:EtOH (80:20), una temperatura de 60 °C y por un tiempo de 30 min.  

● Las menores afectaciones, al utilizar el secado por atomización, se obtuvieron con la 

temperatura de 150 °C en las tres variables fundamentales analizadas (fenoles totales, 

antocianinas y actividad antioxidante). 

● La mezcla encapsulante G60/MD40, favoreció la presencia de compuestos fenólicos 

totales y de antocianinas. La capacidad antioxidante resultó ser mejor cuando se 

empleó la combinación G40/MD60. El estudio cromatográfico por CLAE-EM, 
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demostró que no existieron cambios cualitativos en ninguno de los experimentos 

realizados. 
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CAPÍTULO V: RECOMENDACIONES 

● Los resultados obtenidos sirven como base para realizar un diseño experimental 

donde se analizarán variables como la temperatura de entrada (inferior a 150 °C) y 

la proporción de encapsulante en la mezcla (mayor al 3%).  

● Cuantificar los metabolitos mayoritarios presentes en los extractos de los cálices de 

H. sabadariffa mediante cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a 

espectrometría de masas. 

● Se sugiere evaluar la capacidad antioxidante por otras técnicas, para sustentar su 

empleo en la terapéutica. 

● Valorar la influencia del proceso de secado sobre el color del producto final, lo que 

tributaria de manera más directa, a su empleo como colorante natural.   

● Realizar el estudio en el tiempo de los parámetros físico-químicos medidos a los 

microencapsulados, para evaluar la influencia de las condiciones de secado en la 

estabilidad del producto final. 
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ANEXOS 

Anexo 1: Métodos y condiciones de extracción utilizados en los cálices de H. sabdariffa L. 

Métodos 

Condiciones 

Citas 
Menstruo 

Tiempo 

(min) 

Temperatura 

(ºC) 

Extracción por 

maceración 

dinámica 

asistida con 

ultrasonido 

Etanol:agua (20,3:79,7) 

30-35 

11,5 

21 

36,5 

Etanol:agua (79,7; 20,3) 
11,5 

36,5 

Etanol:agua (50: 50) 

3 

45 

24 

Etanol 24 

Agua 24 

Extracción por 

maceración 

dinámica con 

calor 

Acetona, Acetona: ácido 

fórmico 4% 
25 60 108 

Etanol:agua (80:20) 25 60 81 

Etanol:agua (50:50) y 

(70:30%) 
25 

120 23 

Etanol:HCl (85:15%) 25 

Etanol (96%) 25 

Etanol 40% 

60 60 

109 

50 60 

40 60 

Etanol 80% 
60 60 

50 60 

Agua 

40 60 

60 60 

50 60 

100 5 81 



 

80 

 

50 30 25 

25 120 23 

Extracción por 

decocción 

Agua 100 10 

24 

Agua con 1% ácido 

fórmico 
100 10 

Metanol 64,7 10 

Metanol con 1% ácido 

fórmico 
64,7 10 
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Anexo 2: Principales compuestos químicos identificados en cálices de H. sabdariffa 

 

ácido hibiscus 

 

ácido 5-O-cafeoilshikímico 

 

ácido 3-O-cafeoilquínico 

 

ácido 4-O-cafeoilquínico 

 

ácido 5-O-cafeoilquínico 

 

R=OH   delfinidina-3-sambubiósido 

R=H      cianidina-3-sambubiósido 

 

 

R1= Glu-Xyl, R2=R3=OH Miricetin-3-sambubiósido 

R1= Glu-Xyl, R2= OH, R3=H quercetin-3-sambubiósido 

R1= Rutinósido, R2= OH, R3=H quercetin-3-O-rutinósido 

R1= Glu, R2= OH, R3=H quercetin-3-O-glucósido 

R1= Rutinósido, R2= H, R3=H kampferol-3-O-rutinósido 

R1= p-coumarilglucósido, R2= R3=H kampferol-3-(p-coumaril glucósido) 
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Anexo 3: Métodos de análisis utilizados para la identificación de compuestos químicos en 

los cálices de H. sabdariffa. 

Extracto Compuestos identificados 
Método 

analítico 

Acuoso 

ácido clorogénico y sus isómeros, ácido 

cafeíco, delfinidina-3-O-sambubiósido, 

cianidina-3-O-sambubiósido, delfinidina-3-O-

glucósido, cianidina-3-glucósido, miricetina-

3-arabino galactósido, quercetina-3-

sambubiósido, quercetina-3-rutinósido, 

kaempferol-3-O-rutinósido, ácido 

hidroxicatéquico, ácido hibiscus, ácido 

hidroxicítrico 

HPLC-DAD 

ESI/MS 77,83 

HPLC-DAD-

ESI/MS 82 

HPLC-DAD 28 

HPLC/UV/VIS 

LC-MS 25 

Hidroalcohólico 

(80:20) 

ácido clorogénico e isómeros, delfinidina-3-

O-sambubiósido, cianidina-3-O-

sambubiósido, delfinidina-3-O-glucósido, 

miricetina-pentosilhexósido, quercetina-

pentosilhexósido, quercetina-3-rutinósido, 

quercetina-3-glucósido, kaempferol-3-O-

rutinósido 

HPLC-DAD-

ESI/MS 81 

Acuoso con 1% 

ácido fórmico delfinidina-3-O-sambubiósido, cianidina-3-O-

sambubiósido, delfinidina-3-O-glucósido, 

cianidina-3-glucósido, quercetina, luteolina 

HPLC/UV/VIS 

LC-MS 24. 

HPLC 110 
Metanólico con 1% 

ácido fórmico 

Metanólico 

delfinidina-3-O-sambubiósido, cianidina-3-O-

sambubiósido, delfinidina-3-O-glucósido, 

cianidina-3-glucósido, quercetina, luteolina 

HPLC/UV/VIS 

LC-MS 24. 

HPLC 110 
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Anexo 4: Condiciones de secado por atomización de diferentes extractos vegetales 

Sustancia a secar 
Temperatura 

de entrada °C 

Temperatura 

de salida °C 
Encapsulante Cita 

Opuntia ficus-indica 110 - 140 - Grenetina:maltodextrina 56 

Tropaeolum majus L. 

(antocianinas) 
150 , 160, 170 - Maltodextrina 104 

Passiflora mollisima 

Baley 
170 90 Maltodextrina 111 

Hibiscus sabdariffa L. 

150, 160, 170, 

180, 190, 200, 

210 

80 - 87 

93,3, 99,1, 

98,8, 103, 

101,8, 111,2 

- - 112 

180 104 Goma de mezquite 89 

153, 176, 192, 

198 
- Almidón:alginato 7 

Jugo de piña y jamaica 
140, 160, 180, 

200 
88 Maltodextrina 97 

Euterpe oleracea Mart. 140 78 

Maltodextrina, goma 

arábiga, almidón de 

tapioca 

113 
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Anexo 5: Análisis estadístico t de student para los extractos  

t de student para los extractos según el factor menstruo 

Estadísticas de grupo 

Parámetro Menstruo de extracción N Media 
Desviación 

estándar 

Media de error 

estándar 

PH Agua:Etanol (8:2) 6 3,0050 ,04550 ,01857 

Agua 6 3,0250 ,03507 ,01432 

Rendimiento Agua:Etanol (8:2) 6 45,3533 2,33570 ,95355 

Agua 6 46,5733 2,45519 1,00233 

Fenoles totales 

(mgEAG/g ESJ) 

Agua:Etanol (8:2) 6 113,6450 1,18866 ,48527 

Agua 6 107,9600 4,90255 2,00146 

DPPH (%) Agua:Etanol (8:2) 6 21,4167 1,44518 ,58999 

Agua 6 25,4600 4,79754 1,95859 

Antocianinas (mg 

ECG/g ESJ) 

Agua:Etanol (8:2) 6 65,2867 3,81632 1,55801 

Agua 6 65,7767 6,86458 2,80245 

Grados brix Agua:Etanol (8:2) 6 ,6717 ,00983 ,00401 

Agua 6 ,6683 ,00408 ,00167 

 

Prueba de muestras independientes 

 

Prueba de Levene de calidad 

de varianzas prueba t para la igualdad de medias 

F Sig. t gl 

Sig. 

(bilateral) 

Diferencia de 

medias 

Diferenci

a de 

error 

estándar 

95% de intervalo de 

confianza de la diferencia 

Inferior Superior 

PH Se asumen varianzas 

iguales 
1,047 ,330 -,853 10 ,414 -,02000 ,02345 -,07225 ,03225 

No se asumen varianzas 

iguales 
  -,853 9,391 ,415 -,02000 ,02345 -,07272 ,03272 

Rendimiento Se asumen varianzas 

iguales 
,128 ,728 -,882 10 ,399 -1,22000 1,38344 -4,30250 1,86250 

No se asumen varianzas 

iguales 
  -,882 9,975 ,399 -1,22000 1,38344 -4,30354 1,86354 

Fenoles totales 

(mgEAG/g ESJ) 

Se asumen varianzas 

iguales 
31,948 ,000 2,760 10 ,020 5,68500 2,05945 1,09626 10,27374 

No se asumen varianzas 

iguales 
  2,760 5,586 ,035 5,68500 2,05945 ,55374 10,81626 

DPPH (%) Se asumen varianzas 

iguales 
5,904 ,035 -1,977 10 ,076 -4,04333 2,04552 -8,60104 ,51437 

No se asumen varianzas 

iguales 
  -1,977 5,900 ,096 -4,04333 2,04552 -9,06918 ,98251 

     Antocianinas 

(mg ECG/g ESJ) 

Se asumen varianzas 

iguales 
2,353 ,156 -,153 10 ,882 -,49000 3,20642 -7,63435 6,65435 

No se asumen varianzas 

iguales 
  -,153 7,821 ,882 -,49000 3,20642 -7,91354 6,93354 

Grados brix Se asumen varianzas 

iguales 
1,125 ,314 ,767 10 ,461 ,00333 ,00435 -,00635 ,01302 

No se asumen varianzas 

iguales 
  ,767 6,674 ,469 ,00333 ,00435 -,00705 ,01371 
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Anexo 5: Análisis estadístico t de student para los extractos (continuación) 

t de student para los extractos según el factor temperatura/tiempo 

Estadísticas de grupo 

Parámetro 
Relación 

temperatura/tiempo 
N Media 

Desviación 
estándar 

Media de error 
estándar 

PH 
60/30 6 3,0383 ,03125 ,01276 

25/60 6 2,9917 ,03545 ,01447 

Rendimiento 
60/30 6 45,6667 2,35817 ,96272 

25/60 6 46,2600 2,56989 1,04915 

Fenoles totales 

(mgEAG/g ESJ) 

60/30 6 112,6983 1,32498 ,54092 

25/60 6 108,9067 5,87008 2,39645 

DPPH (%) 
60/30 6 21,9883 1,48784 ,60741 

25/60 6 24,8883 5,25875 2,14687 

Antocianinas (mg 

ECG/g ESJ) 

60/30 6 68,8100 5,28802 2,15882 

25/60 6 62,2533 2,84145 1,16002 

Grados brix 
60/30 6 ,6717 ,00983 ,00401 

25/60 6 ,6683 ,00408 ,00167 

Prueba de muestras independientes 

 

Prueba de Levene de 

calidad de varianzas prueba t para la igualdad de medias 

F Sig. t gl Sig. (bilateral) 

Diferencia de 

medias 

Diferencia de 

error estándar 

95% de intervalo de 

confianza de la diferencia 

Inferior Superior 

PH Se asumen 

varianzas iguales 
,078 ,786 2,419 10 ,036 ,04667 ,01929 ,00368 ,08965 

No se asumen 

varianzas iguales 
  2,419 9,845 ,036 ,04667 ,01929 ,00359 ,08975 

Rendimiento Se asumen 

varianzas iguales 
,306 ,592 -,417 10 ,686 -,59333 1,42392 -3,76602 2,57936 

No se asumen 

varianzas iguales 
  -,417 9,927 ,686 -,59333 1,42392 -3,76919 2,58252 

Fenoles 

totales 

(mgEAG/g 

ESJ) 

Se asumen 

varianzas iguales 
58,560 ,000 1,543 10 ,154 3,79167 2,45674 -1,68229 9,26563 

No se asumen 

varianzas iguales 
  1,543 5,508 ,178 3,79167 2,45674 -2,35230 9,93564 

DPPH (%) Se asumen 

varianzas iguales 
6,323 ,031 -1,300 10 ,223 -2,90000 2,23115 -7,87130 2,07130 

No se asumen 

varianzas iguales 
  -1,300 5,795 ,243 -2,90000 2,23115 -8,40649 2,60649 

     

Antocianinas 

(mg ECG/g 

ESJ) 

Se asumen 

varianzas iguales 
,975 ,347 2,675 10 ,023 6,55667 2,45075 1,09606 12,01727 

No se asumen 

varianzas iguales 
  2,675 7,665 ,029 6,55667 2,45075 ,86197 12,25136 

Grados brix Se asumen 

varianzas iguales 
1,125 ,314 ,767 10 ,461 ,00333 ,00435 -,00635 ,01302 

No se asumen 

varianzas iguales 
  ,767 6,674 ,469 ,00333 ,00435 -,00705 ,01371 
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Anexo 6: Cromatogramas UV a diferentes longitudes de onda. Condición 1: Menstruo H2O; T(̊C)/t (min.) 25/60 (ensayos: 4, 5, 11) 
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Anexo 7: Cromatogramas UV a diferentes longitudes de onda. Condición 2: Menstruo H2O:EtOH (80:20); T(̊C)/t (min.) 25/60 

(ensayos: 1, 8, 10) 
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Anexo 8: Cromatogramas UV a diferentes longitudes de onda. Condición 3: Menstruo H2O; T(̊C)/t (min.) 60/30 (ensayos: 2, 7, 9) 
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10,32

10,794,46
14,2511,26

11,460,86 4,05
8,97 13,782,09 13,35 14,557,92 15,361,23 7,622,69 6,095,79

9,71

0,64
9,47

10,32

4,46
11,26

4,02 11,46
8,972,09 13,7813,35

14,557,92 15,361,23 7,652,69 6,095,703,25

9,71

0,64
9,46

10,32

4,46
11,26

11,46
8,972,09 13,4512,50 14,557,91 15,361,23 7,582,69 6,105,713,28

NL:
8,67E4

UV_VIS_2  
UV 2 e7

NL:
8,58E4

UV_VIS_2  
UV 2 e8

NL:
9,00E4

UV_VIS_2  
UV 2 e9

 

λ=330 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

u
A

U

9,46

0,63

9,92

4,46

10,31
4,04

14,2511,260,86 11,468,97
13,4512,92 14,557,937,59 15,037,235,09 5,762,47 3,531,90

9,46

0,63

9,92

4,46

10,31
4,02

11,260,86 8,97
11,89 13,4613,35

14,558,637,927,62 15,034,99 5,772,44 3,471,89

9,46

0,63

4,47

10,31
4,03

11,260,86 11,46

13,4513,35
14,568,627,927,61 15,034,93 5,712,471,91 3,33

NL:
8,83E4

UV_VIS_3  
UV 3 e7

NL:
8,54E4

UV_VIS_3  
UV 3 e8

NL:
9,15E4

UV_VIS_3  
UV 3 e9

 

λ=520 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

100000

u
A

U

9,71

10,33

0,63

10,830,86

11,24 11,60 12,44 13,197,47 14,266,265,084,183,121,56 2,12

9,71

10,33

0,63

11,23 11,88 12,37 13,157,847,266,544,45 14,305,993,472,511,88

9,71

10,33

0,63

0,86

11,23
11,79 12,53 13,317,92 14,287,135,67 6,373,21 4,794,251,64 2,06

NL:
1,01E5

UV_VIS_4  
UV 4 e7

NL:
9,97E4

UV_VIS_4  
UV 4 e8

NL:
1,04E5

UV_VIS_4  
UV 4 e9
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Anexo 9: Cromatogramas UV a diferentes longitudes de onda. Condición 4: Menstruo H2O:EtOH (80:20); T(̊C)/t (min.) 60/30 

(ensayos: 3, 6, 12) 

λ=250 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000

45000

50000

55000

60000

65000

70000

75000

80000

u
A

U

0,64

9,46 9,70

10,31

11,26
4,46

14,25 14,6711,46 11,894,03 8,96
0,84 13,7813,35

8,64 15,361,79 2,47 7,923,24 4,90 7,356,08

0,64

9,46

10,31

11,26
4,46

14,254,02 11,46
0,85 13,7813,45

8,62 15,361,78 2,46 7,923,23 5,03 6,08 7,35

0,64

9,46

10,31

11,26
4,46

14,25
11,464,04

0,85 13,4513,35
8,63 15,361,23 2,08 2,47 7,934,91 6,10 7,29

NL:
7,30E4

UV_VIS_1  
UV e10

NL:
7,63E4

UV_VIS_1  
UV e11

NL:
8,09E4

UV_VIS_1  
UV e12

 

λ=280 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

100000

110000

u
A

U

9,70

9,46

0,64
10,32

4,46
10,78 14,25

11,264,030,86 2,09 8,97 11,89 13,4613,35 14,567,911,23 15,367,592,69 6,095,693,23

9,70

9,46

10,320,64

4,46
10,78

11,26
2,08 8,96 11,89 13,4613,35 14,567,911,23 7,58 15,366,082,69 5,663,24

9,70

9,46

10,32
0,64

4,46
10,78

11,46
0,86 2,09 8,97 11,89 13,46

14,567,911,23 7,63 15,362,70 6,095,703,26

NL:
9,40E4

UV_VIS_2  
UV 2 e10

NL:
1,05E5

UV_VIS_2  
UV 2 e11

NL:
1,15E5

UV_VIS_2  
UV 2 e12

 

λ=330 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

100000

110000

u
A

U

9,45

0,63

9,91
4,46

10,31
4,03

14,2511,46
0,86 8,96

13,4611,89
14,568,627,917,58 15,034,96 5,752,46 3,551,90

9,45

0,63

9,924,46

10,314,02
11,46

0,86
11,89 13,4613,35

8,617,92 14,567,58 15,034,97 5,672,471,89 3,40

9,46

0,63

4,46

10,31
4,04

11,46
0,86

13,4611,89
14,568,627,927,60 15,034,90 5,772,46 3,591,91

NL:
9,58E4

UV_VIS_3  
UV 3 e10

NL:
1,06E5

UV_VIS_3  
UV 3 e11

NL:
1,18E5

UV_VIS_3  
UV 3 e12

 

λ=520 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

100000

110000

120000

130000

u
A

U

9,70

10,33

0,63

0,86 10,84

11,23 11,74 12,538,22 13,717,736,796,083,96 5,574,573,472,751,31 1,73 14,52

9,70

10,32

0,63

10,84
11,23 12,04 12,758,02 14,117,406,865,314,273,942,501,43

9,70

10,33

0,63

10,84
11,23 12,04 12,76 13,857,757,156,164,953,951,33 3,622,24 14,66

NL:
1,10E5

UV_VIS_4  
UV 4 e10

NL:
1,23E5

UV_VIS_4  
UV 4 e11

NL:
1,35E5

UV_VIS_4  
UV 4 e12
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Anexo 10 Superposición de los cromatogramas obtenidos, a diferentes valores de longitud de onda, para un ensayo correspondiente a 

cada condición de extracción: experimento 4 (condición 1), 1(condición 2), 2 (condición 3), 3 (condición 4). 

λ=250 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000

45000

50000

55000

60000

65000

70000

u
A

U

0,64

9,44
9,70

10,32

11,264,40
14,66

14,2411,453,97
0,84 13,7713,428,93 15,35

2,071,06 8,297,515,995,622,68

0,64

9,719,46

10,31

4,46

11,464,04
13,7813,34

15,362,081,07 2,47 7,933,25 7,335,12 5,73

0,64

9,71

10,32

11,26
4,46

14,2511,89
8,97 13,4312,24

15,361,07 1,79 2,47 7,953,24 7,354,89 5,77 6,09

0,64

9,46

13,7813,35
15,361,79 2,47 7,927,603,24 4,90 6,08

NL:
7,14E4

UV_VIS_1  
UV E1a

NL:
6,60E4

UV_VIS_1  
UV e4

NL:
7,66E4

UV_VIS_1  
UV e7

NL:
7,30E4

UV_VIS_1  
UV e10

 

λ=280 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

u
A

U

9,70

0,64

9,44

10,33

4,40 10,78

14,2411,260,86 3,972,07 11,45
13,778,94 13,34 14,557,84 15,352,68 7,541,07 5,995,583,37

9,71

9,46

10,32
0,64

4,46

11,264,04 11,462,09
13,468,97 11,98 14,567,91 15,367,601,23 2,69 6,095,713,23

9,71

0,64 9,47

4,46

8,97 13,782,09 13,35 14,557,92 15,361,23 7,622,69 6,095,793,25

9,70

9,46

0,64
10,32

4,46
10,78

11,264,03
2,09 8,97 11,89 13,4613,35 14,567,911,23 15,367,592,69 6,095,693,23

NL:
7,63E4

UV_VIS_2  
UV 2 E1a

NL:
9,24E4

UV_VIS_2  
UV 2 e4

NL:
8,67E4

UV_VIS_2  
UV 2 e7

NL:
9,40E4

UV_VIS_2  
UV 2 e10

 

λ=330 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

u
A

U

9,43

0,63

9,90

4,40

3,97
0,86 10,30

11,45 14,24
8,93 11,89 13,7713,347,84

9,45

0,63

9,91

4,46

4,04

0,86 10,78

14,567,61 15,034,99 5,722,47 6,111,91 3,46

9,46

0,63

4,46

4,04
0,86 10,788,97

11,89 13,4512,927,937,59 14,747,235,09 5,762,47 3,531,90

9,45

0,63

9,91

11,260,86 8,96
13,4611,89 13,35

8,627,917,58 14,744,96 5,752,46 3,551,90

NL:
8,18E4

UV_VIS_3  
UV 3 E1a

NL:
9,43E4

UV_VIS_3  
UV 3 e4

NL:
8,83E4

UV_VIS_3  
UV 3 e7

NL:
9,58E4

UV_VIS_3  
UV 3 e10

 

λ=520 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

100000

u
A

U

9,71

10,33

0,63

0,86 10,83

11,22 11,72 12,540,95

9,71

10,33

0,63

11,22 11,69 12,537,93 13,587,423,88 5,00 14,476,572,321,81 5,333,07

9,71

11,60 12,13 13,07 14,067,476,265,084,183,121,56 2,12

9,70

10,33

0,63

10,84

11,23 11,74 12,428,22 13,547,736,796,083,96 5,574,573,472,751,31 1,73 14,52

NL:
8,87E4

UV_VIS_4  
UV 4 E1a

NL:
1,08E5

UV_VIS_4  
UV 4 e4

NL:
1,01E5

UV_VIS_4  
UV 4 e7

NL:
1,10E5

UV_VIS_4  
UV 4 e10

 Nota:  

 Condición 1.- Agua; 25 °C/60 min 

 Condición 2.- Agua/EtOH (80:20); 25 °C/60 min 

 Condición 3.- Agua; 60 °C/30 min 

 Condición 4.- Agua/EtOH (80:20); 60 °C/30 min 
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Anexo 11: Análisis de los espectros de masas en modo positivo (Full MS) 

Ensayo Cromatogramas del pico base 

 RT: 0,00 - 16,01

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

50

100

0

50

100

0

50

100

0

50

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

0

50

100

0

50

100
9,74

10,36
0,59

14,29
11,28 13,634,44 11,91 15,148,337,015,721,94 3,932,881,13

9,74

10,38

0,59 14,290,70
11,28 13,6212,224,48 14,488,994,12 4,98 7,836,462,18 2,53 7,20

9,74

10,39

0,59
14,290,70

11,28 12,22 13,624,48 15,103,03 8,415,841,67 4,05 6,97 7,98

9,74

10,38

14,280,59
11,31 12,21 13,614,521,71 9,00 15,443,742,37 5,07 6,35 7,797,44

9,77

10,37

0,59 14,27
11,30 13,6512,204,52 9,00 15,281,71 4,09 8,063,03 5,46 7,016,66

9,77

10,38

14,280,59
11,314,48 13,629,01 12,211,71 15,444,132,30 6,205,19 6,63 7,48

NL: 5,18E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
E1a

NL: 5,34E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
e2

NL: 4,60E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
e3

NL: 6,52E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
e4

NL: 6,99E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
e5

NL: 7,50E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
e6

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RT: 0,00 - 16,01

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

50

100

0

50

100

0

50

100

0

50

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

0

50

100

0

50

100
9,77

10,38

0,59 14,28
11,31 13,6212,224,52 9,000,81 15,294,092,68 8,295,65 6,70 7,752,18

9,74

10,38

0,59 14,28
11,31 13,669,004,520,81 11,94 15,292,14 4,08 4,983,42 6,00 7,28 7,63

9,74

10,38

14,280,59 0,70 11,31 12,21 13,629,004,524,08 15,915,411,32 8,062,57 6,70

9,74

10,38

0,59 14,28
11,319,004,520,93 13,8111,941,94 14,706,044,093,19 7,25 8,805,53

9,75

10,36

14,300,59
11,280,97 13,639,014,48 11,914,05 7,955,30 6,471,71 2,64 14,647,45

9,75

10,39

14,300,59
11,339,010,93 4,52 13,8411,927,215,73 8,424,05 6,16 15,113,271,99

NL: 6,36E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
e7

NL: 6,30E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
e8

NL: 6,51E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
e9

NL: 6,96E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
e10

NL: 5,93E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
e11

NL: 6,34E5

Base Peak m/z= 
50,00-1000,00 F: ITMS + c ESI 
Full ms [150,00-1000,00]  MS 
e12

 

 

 

 

 

 

4 

5 

11 

1 

8 

10 

2 

7 

9 

3 

6 

12 
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Anexo 12: Análisis de los espectros de masas en modo negativo (Full MS) 

Ensayo Cromatogramas del pico base 

 RT: 0,00 - 16,01

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

50

100

0

50

100

0

50

100

0

50

100

0

50

100

0

50

100
0,65

9,56 9,66 11,16 14,2913,810,86 11,848,903,37 14,618,353,791,20 7,686,966,215,522,59

0,65

9,589,41 10,22 11,16 14,2913,810,88 11,848,853,50 14,593,90 7,973,10 6,801,18 5,735,19

0,70

9,76 10,35 11,309,500,95 14,2913,8111,914,53 8,924,07 14,602,47 7,925,73 6,31

0,68

9,77 10,34 11,319,48 14,300,95 13,8211,924,52 14,608,864,061,74 2,39 7,996,986,504,92

0,69

9,74 10,37 11,299,50 14,2813,820,96 11,934,51 14,604,05 8,821,73 2,38 7,906,384,90

0,69

9,76 10,36 11,309,49 14,290,94 13,8311,944,48 14,614,02 8,811,70 2,37 7,955,55 6,22

NL: 7,77E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS E1neg2

NL: 8,99E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS e2neg

NL: 7,72E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS e3neg

NL: 8,24E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS e4neg

NL: 8,18E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS e5neg

NL: 9,05E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS e6neg

 

 

 

 

 

 

 RT: 0,00 - 16,02

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

50

100

0

50

100

0

50

100

0

50

100

0

50

100

0

50

100
0,69

9,73
10,389,49 11,308,99 14,2913,810,94 11,924,48 14,594,061,08 8,372,47 6,405,55

0,68

9,75 10,38 11,309,490,95 14,2913,8111,944,48 14,614,12 8,652,52 7,955,43 6,28

0,69

9,789,70 10,37 11,30 14,290,94 8,99 13,8111,944,53 14,591,08 4,05 8,302,49 7,056,185,52

0,69

9,77 10,36 11,309,50 14,300,94 13,8211,924,49 14,594,09 8,842,51 7,955,17 6,656,28

0,69

9,74 10,39 11,309,49 14,290,94 13,8311,934,52 14,608,854,101,32 2,51 7,915,13 7,155,73

0,69

9,72 10,37 11,299,49 14,2813,820,96 11,494,49 14,608,894,031,74 2,49 7,885,90 6,395,48

NL: 7,46E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS e7neg

NL: 8,95E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS e8neg

NL: 7,71E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS e9neg

NL: 7,29E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS e10neg

NL: 8,34E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS e11neg

NL: 8,08E5

Base Peak m/z= 50,00-1000,00 
F: ITMS - c ESI Full ms 
[150,00-1000,00]  MS e12neg
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Anexo 13: Compuestos identificados utilizando la CLAE con detector de arreglo de diodos 

acoplada a espectrometría de masas con ionización en modo positivo 

 

Compuesto 
tR 

(min) 
λ max 

[M+H] 

(m/z) 
MS2 

ácido 5-cafeoilquínico80 4,45 323, 300 (h)80 355 163 

delfinidina-3-sambubiósido35,80,81 9,76 524, 278 22,28,35,80–82 597 303 

cianidina-3-sambubiósido35,80,81 10,37 519, 280 22,28,35,80–82 581 287 

miricetina-3-sambubiósido80 11,30 - 613 319 

quercetina-3-sambubiósido80 11,93 - 597 303 
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Anexo 14: Compuestos identificados en todos los experimentos (E1-E12) utilizando CLAE 

con detector de arreglo de diodos acoplada a espectrometría de masas con ionización en 

modo negativo 

Compuesto 
tR 

(min) 
λ max 

[M-H] 

(m/z) 
MS2 

ácido hibiscus28,35,80,82 0,72 - 189 127 

ácido 5-cafeoilquínico80–82 3,5-4,5 
300 (h), 

32779,80,82 
353 

191, 179, 173, 161, 

135 

ácido 3-cafeoilquínico80–82 3,5-4,5 
300 (h), 

32779,80,82 
353 

191, 179, 173, 161, 

135 

ácido 4-cafeoilquínico 80–82 9,99 
300 (h), 

32779,80,82 
353 

191, 179, 173, 161, 

135 

ácido 5-O-coumaroilquínico 7,67 - 337 191, 173, 163, 119 

ácido 3-O-coumaroilquínico 10 - 337 191,163,119 

delfinidina-3-O-

sambubiósido 28,35,79,80 
9,61 278,52435,79 595 355,300,301 

cianidina-3-O-

sambubiósido35,79,80 
10,35 281,51835,79 579 339,285 

miricetin-3-

arabinogalactósido28,35 
11,25 - 611 317, 316 

ácido cafeoilshikímico22,79–

82 
11,60 - 335 161, 135 

ácido cafeoilshíkimico 

(isómero) 22,79–82 
11,80 - 335 161, 135 

quercetina-3-

sambubiósido28,35,80,81 
11,86 - 595 463, 445, 300, 301 

quercetina-3-O-

rutinósido22,28,79–82 
12,27 - 609 301 

quercetina-3-O-

glucósido22,35,80,81 
12,42 - 463 301 

kaempferol-3-O-

rutinósido22,28,35,79–81 
12,85 - 593 285 
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derivado de quercetina 

glicosidada22,35,79,81,82 
14,15 

- 

 
609 463 

kaempferol-3-(p-coumaroil 

glucósido)35 
14,60 - 593 447, 285 

h: La señal se visualiza como un hombro. 
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Anexo 15: Procesamiento estadístico de Anova multifactorial del proceso de 

microencapsulación 

Pruebas de efectos inter-sujetos 

Origen Variable dependiente 

Tipo III de suma 

de cuadrados gl 

Cuadrático 

promedio F Sig. 

Modelo corregido Fenoles totales (mg EAG/g 

ES) 
85,982a 5 17,196 53,499 ,000 

Antocianinas (mg ECG/g ES) 3,784b 5 ,757 41,853 ,000 

Actividad antioxidante (60 

min.) (%) 
174,429c 5 34,886 30,724 ,000 

Interceptación Fenoles totales (mg EAG/g 

ES) 
16666,694 1 16666,694 51850,764 ,000 

Antocianinas (mg ECG/g ES) 3671,102 1 3671,102 203010,272 ,000 

Actividad antioxidante (60 

min.) (%) 
136891,793 1 136891,793 120560,530 ,000 

Temperatura Fenoles totales (mg EAG/g 

ES) 
67,235 2 33,618 104,586 ,000 

Antocianinas (mg ECG/g ES) 2,799 2 1,399 77,388 ,000 

Actividad antioxidante (60 

min.) (%) 
38,094 2 19,047 16,775 ,000 

Encapsulante Fenoles totales (mg EAG/g 

ES) 
,504 1 ,504 1,569 ,234 

Antocianinas (mg ECG/g ES) ,094 1 ,094 5,192 ,042 

Actividad antioxidante (60 

min.) (%) 
134,535 1 134,535 118,485 ,000 

Temperatura * Encapsulante Fenoles totales (mg EAG/g 

ES) 
18,243 2 9,121 28,377 ,000 

Antocianinas (mg ECG/g ES) ,891 2 ,446 24,647 ,000 

Actividad antioxidante (60 

min.) (%) 
1,800 2 ,900 ,793 ,475 

Error Fenoles totales (mg EAG/g 

ES) 
3,857 12 ,321   

Antocianinas (mg ECG/g ES) ,217 12 ,018   

Actividad antioxidante (60 

min.) (%) 
13,626 12 1,135   

Total Fenoles totales (mg EAG/g 

ES) 
16756,533 18    

Antocianinas (mg ECG/g ES) 3675,104 18    

Actividad antioxidante (60 

min.) (%) 
137079,848 18    
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Anexo 16: Cromatogramas UV del extracto con encapsulante secado por rotoevaporación (M-1, G40/MD60) y de las dos 

condiciones de secado por atomización (M-2, temperatura de entrada 150  ̊C; M-3, temperatura de entrada 190  ̊C) 

λ=250 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

5000

10000

15000

20000

25000

u
A

U

0

5000

10000

15000

20000

25000

u
A

U

0

10000

20000

30000

u
A

U

M-1

0,64

9,47

9,72

10,31

14,674,46 11,26
11,894,020,79 8,98 13,7812,44 15,368,651,08 7,953,552,47 4,88 7,305,51

M-2

Iones con m/z 353

0,64

9,47

9,72

10,31

14,674,47 11,26
0,80 4,04 11,898,980,93 13,7812,44 15,368,651,80 3,59 7,924,93 5,47 6,37 7,25

M-3
0,64

9,47

9,72

10,31
14,67

4,46 11,26
0,80 11,894,01 8,980,93 13,7812,44 15,368,651,79 7,923,57 5,01 5,50 7,246,03

NL:
3,26E4

UV_VIS_1  
UV m1a

NL:
2,93E4

UV_VIS_1  
UV m2

NL:
2,87E4

UV_VIS_1  
UV m3

 

λ=280 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

5000

10000

15000

20000

25000

u
A

U

0

5000

10000

15000

20000

25000

u
A

U

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

u
A

U

M-1

0,63

9,729,47

10,32

4,46
0,86 4,02 11,26 11,468,98 13,78 14,2513,35 14,677,937,600,94 2,09 3,57 4,80 7,282,46 6,11

M-2

Iones con m/z 353

0,63

9,47

10,32

4,47
0,86 4,04 11,26 11,468,98 13,7813,35 14,25 14,677,940,94 7,602,10 2,44 3,57 4,80

M-3

0,63

9,72

10,32

4,46
0,86

4,02 11,26 11,468,98 13,7813,46 14,257,93 15,367,662,091,24 4,733,552,49 5,74 6,05

NL:
3,18E4

UV_VIS_2  
UV 2 m1a

NL:
2,97E4

UV_VIS_2  
UV 2 m2

NL:
2,93E4

UV_VIS_2  
UV 2 m3

 

λ=330 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

10000

20000

30000

u
A

U

0

10000

20000

30000

u
A

U

0

10000

20000

30000

u
A

U

M-1

9,47

0,63

4,46
9,920,86 4,02 10,31 11,26 11,468,98

13,7813,35 14,258,627,937,60 14,684,843,59 5,792,461,88

M-2

Iones con m/z 353

9,46

0,63

4,48
9,920,86

4,04 10,31 11,268,98 11,89 13,7813,35 14,258,637,957,60

M-3

9,46

0,63

4,46
9,920,86

4,02 10,31 11,26 11,468,98
13,7813,34 14,258,627,947,66 14,653,62 4,810,95 2,47 5,412,10 6,17

NL:
3,84E4

UV_VIS_3  
UV 3 m1a

NL:
3,60E4

UV_VIS_3  
UV 3 m2

NL:
3,38E4

UV_VIS_3  
UV 3 m3

 

λ=520 nm 

RT: 0,00 - 16,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Time (min)

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

u
A

U

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

u
A

U

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

u
A

U

M-1

9,720,63

10,33

0,86

10,878,63 11,188,07 12,15 12,937,615,795,093,362,82 4,45 13,822,311,54

M-2

Iones con m/z 353

0,63 9,72

10,33

0,86

10,858,62 11,17

M-3

0,63
9,72

10,33

0,86

10,888,54 11,418,00 12,17 13,033,112,67 5,40 6,980,95 5,954,883,80 13,632,11

NL:
3,17E4

UV_VIS_4  
UV 4 m1a

NL:
3,03E4

UV_VIS_4  
UV 4 m2

NL:
3,03E4

UV_VIS_4  
UV 4 m3

 



 

98 

 

Anexo 17: Cromatogramas UV del extracto con encapsulante secado por rotoevaporación (M-4, G60/MD40) y de las dos 

condiciones de secado por atomización (M-5, temperatura de entrada 150  ̊C; M-6, temperatura de entrada 190  ̊C) 
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Anexo 18: Cromatogramas UV de las cuatro condiciones de secado por atomización (M-2, M-3, M-5 y M-6) 
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Anexo 19: Cromatograma del pico base del extracto con encapsulante secado por 

rotoevaporación (M-1, G40/MD60) y de las dos condiciones de secado por atomización 

(M-2, temperatura de entrada 150  ̊C; M-3, temperatura de entrada 190  ̊C) 
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Anexo 20: Cromatograma del pico base del extracto con encapsulante secado por 

rotoevaporación (M-4, G60/MD40) y de las dos condiciones de secado por atomización 

(M-5, temperatura de entrada 150  ̊C; M-6, temperatura de entrada 190  ̊C) 
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