14

Natalia E. Rolon Boytovich, Rodriguez Maria D.: Extraccion de un colorante a partir de Morus nigra

RECYT
Af0 22 / N° 33 / 2020 / 14-19

Optimizacion de las condiciones de extraccion de un colorante
natural a partir de Morus nigra

Optimization of the extraction conditions of a natural dye from Morus nigra

Natalia E. Rolon Boytovich 23 *, Maria D. Rodriguez 2
1- Facultad de Ciencias y Tecnologia (FaCyT). Universidad Nacional de Itapta (UNI). Abog.
Lorenzo Zacarias N° 255 ¢/ Ruta N° 1. Encarnacion, Itapla, Paraguay.

2- Laboratorio de Biotecnologia Molecular. Instituto de Biotecnologia de Misiones. Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y
Naturales (FCEQyN). Universidad Nacional de Misiones (UNaM). Ruta Nacional N° 12, Km 7,5. Posadas, Misiones, Argentina.
3- Laboratorio de Analisis de Agua y Alimentos de la Fundacién de Desarrollo e Investigacion
Cientifica y Tecnologica (DINCYT). Av. Mitre N° 2283. Posadas, Misiones, Argentina.

* E-mail: natyerb@gmail.com
Recibido el 29 de abril de 2018, Aprobado el 8 de noviembre de 2019.

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue optimizar el proceso de extraccién de un producto concentrado a partir de
Morus nigra para utilizarlo como colorante natural en alimentos. Los frutos de esta planta poseen antocianinas las
cuales son de interés para la industria alimentaria. Se utilizd un disefio experimental para optimizar la extraccion
del colorante y los factores a evaluar fueron la concentracion de etanol, la temperatura y el tiempo. Como resultado
del diseno, los factores de relevancia resultaron ser la concentracion de etanol y la temperatura, no asi el tiempo
de extraccion. Asi, se obtuvo una combinacién de variables que maximizo6 su recuperacion: concentracion de
etanol de 6,46% v/v, temperatura de 75° C y un tiempo de 30 min. Con estas condiciones 6ptimas, se podran
realizar extracciones de antocianinas, que generen mayores rendimientos, y, por lo tanto, puedan aplicarse como
colorante alimenticio.

Palabras clave: Colorante alimenticio; Antocianinas; Morus nigra,; Disefio factorial; Optimizacion.

Abstract

Introduccioén

The aim of this research was to optimize the extraction process of a concentrated product from Morus Nigra to
be later used as a natural food coloring. The fruits of this plant contain anthocyanins, which are of special interest
within Food Industry. To improve dye extraction, an experimental design was used and the factors under evaluation
were ethanol concentration, temperature and time. Consequently, ethanol concentration and temperature turned
out to be the relevant factors; but not timing. This design resulted in a combination of variables that maximized dye
recovery by obtaining 6.46% of ethanol concentration at 75 degrees centigrade within thirty-minute-time. These
anthocyanin extractions generate optimal conditions and, therefore, can be applied as food coloring.

Keywords: Food coloring, Anthocyanins; Morus nigra; Factorial design; Optimization.

golosinas, algunos postres, los snacks y las bebidas, entre
otros; se colorean artificialmente para hacerlos mas atrac-

El color en los alimentos es muy importante debido  tivos al consumidor.

a que es el primer contacto que el consumidor tiene con
ellos, por lo que es determinante para la aceptacién o
rechazo de los mismos [1], [2], y con frecuencia se lo
utiliza como un indice de calidad, frescura y buen estado.
Desafortunadamente, el color puede cambiar o perderse
durante los procesos tecnologicos o el almacenamiento.
Por esta razon, controlar, cambiar y estabilizar el color es
uno de los principales objetivos de los cientificos y los
tecndlogos en la rama de los alimentos.

Los alimentos que no tienen color propio, como las
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Desde la aparicion de los colorantes sintéticos en la
industria, los colorantes naturales fueron relegados, ya
que los primeros presentan mayor estabilidad y menor
costo. Sin embargo, desde hace unos afios la calidad y
variedad de los colores provenientes de fuentes naturales
ha mejorado notablemente, lo que ha permitido que su uso
aumente progresivamente, sobre todo en la industria de
los alimentos, ya que, en este campo, se buscan opciones
cada vez mas saludables y libres de compuestos quimicos
con potenciales efectos adversos sobre la salud. Se han
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desarrollado investigaciones en el campo de los colorantes
enfocandose principalmente en lo relacionado con toxici-
dad, efectos secundarios, obtencion de colorantes naturales
y sustitucién de los colorantes sintéticos [3].

Dentro de los pigmentos de origen natural, se hallan
las antocianinas, que pueden obtenerse a partir de plantas
y vegetales que constituyen una fuente importante de
colorantes de la gama de los rojos y azules. El fruto de
la planta Morus nigra es bien conocido como una buena
fuente de antocianinas con diversas actividades biologicas
[4]. Este fruto constituye una buena fuente de pigmentos
rojos naturales, hidrosolubles, con potenciales usos en la
industria de alimentos, donde existe una demanda consi-
derable de colores naturales alternativos a los sintéticos,
como el rojo N° 40 [5].

El interés por estos pigmentos antocidnicos se da por
sus posibles efectos terapéuticos y benéficos, dentro de
los cuales se encuentran: prevencion de enfermedades
coronarias, efectos anticancerigenos, antitumorales, anti-
inflamatorios y antidiabéticos; ademas del mejoramiento
de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo. Las
propiedades bioactivas de las antocianinas abren una nueva
perspectiva para la obtencion de productos coloreados con
valor agregado para el consumo humano [5].

Por lo tanto, la extraccion de estos pigmentos a partir
de la mora es una alternativa comercial valida debido a que
los pigmentos antocianicos, pueden ser un sustituto eficaz
de los sintéticos, brindando a las personas mayor seguridad
en los productos que consumen [6].

El objetivo de este trabajo fue extraer un colorante
a partir de los frutos de Morus nigra, optimizando los
parametros que influyen en el proceso.

Materiales y Métodos

Obtencion de la Muestra: Para la obtencion de la
muestra se siguid el plan de muestreo sugerido por la
Norma Venezolana [7], correspondiente a la toma de
muestra de frutas y hortalizas. Estuvieron conformadas
por los frutos de la planta de Mora (Morus nigra), perte-
neciente a la familia de las moraceas. Fueron recolectadas
manualmente de distintos arboles de la zona centro de
Encarnacion, Paraguay.

Se seleccionaron los frutos que se encontraban en buen
estado, con la finalidad de obtener una muestra homogénea,
descartando para ello los frutos en inmadurez fisioldgica,
no enteros, malformados, con presencia de dafios por
insectos — plagas, con deformaciones, roturas, rajaduras,
raspaduras, manchados, podridos y con presencia de hon-
gos [8]. En la figura 1 se esquematiza los pasos seguidos a
lo largo de todo el experimento.

Trituracién y secado: Los frutos se pesaron y tritu-
raron con una procesadora de alimentos (Moulinex - slim
force - 700W) hasta obtener una pasta, con el fin de generar
mayor area superficial y asi facilitar el secado. La pasta

obtenida se secd en estufa a 60° C por 10 h para poder al-
macenarlas sin que se deterioren. En esta etapa se elimind
aproximadamente el 85% de humedad.

Obtencion de Seleccion de la L
la muestra materia prima —>  Titwracion ~ —> Secado
v J
Determinacion " Barrido Disefio
%il ngﬁ —>  Molenda — espectral experimental

J

\/

Determinacion

— iA
de fenoles Concentracion

—>  Extraccion

Figura N°1: Diagrama de flujo del experimento para la obtencion de
datos.

Determinacion del contenido de humedad: Se pesa-
ron 5 g de muestra seca y se colocaron en un humedimetro
(KERN - MLS) a fin de determinar el porcentaje de h-
medad presente. Esto se realizé por duplicado.

Molienda: Una vez seca la materia prima se procedid
con la molienda del material, utilizando un mortero de
porcelana. Esto se realizé para permitir ain mayor area
de contacto entre el solvente (etanol en agua destilada a
distintas concentraciones) y el material vegetal.

Barrido Espectral: Se ensayaron la concentracion de
solvente, temperatura y tiempo de extraccion segun los
puntos centrales del diseflo de experimentos; éstos fueron,
etanol 40% a 53° C durante 45 min. Se pesaron 0,5 g de
frutos secos y molidos tal como se describe anteriormente
y se colocaron en distintos tubos tipo Falcon de 15 mL,
se anadieron 10 mL de la concentracion etandlica en cada
tubo y se incubaron a las condiciones predichas. Una vez
transcurrido el tiempo se procediod al centrifugado. Con
el extracto obtenido se realiz6 un barrido espectral entre
200 — 700 nm a fin de determinar la longitud de onda de
mayor absorbancia de las antocianinas; teniendo en cuenta
dos bandas de absorcion en la region UV (260 — 280 nm)
y la region visible (490 — 550 nm) para este tipo de com-
puestos [9]. En base al barrido espectral se seleccionaron
las longitudes de onda de mayor absorbancia para medir el
contenido de antocianinas.

Diseiio experimental: Para evaluar el efecto de la
concentracion de etanol, la temperatura y el tiempo en la
extraccion del colorante, a partir de un peso fijo de frutos
de mora secos y molidos (0,5395 g), se ensay6 cada va-
riable independiente a 5 niveles (tabla 1). Las variables de
respuesta fueron las absorbancias a las longitudes de onda
de 285 y 525 nm y el contenido de fenoles totales.

Los ensayos se realizaron siguiendo un disefio de com-
puesto central 32 + estrellas, definido mediante software
estadistico Statgraphics Centurion XVI, con 17 corridas
en total y 7 grados de libertad para el error.
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Determinacion de fenoles: El contenido fendlico total
se determino utilizando el método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu [10] con modificaciones. Se realizé una
curva de calibrado con patrones de concentracion conocida
a partir de una disolucién madre de 900 ppm (0,045 g de
acido galico disuelto en 50 mL de agua destilada) y a
partir de ella se prepararon las diferentes diluciones por
duplicado.

Una vez preparadas las diluciones de la curva de cali-
brado, se afiadi6 a todos los tubos 3 mL de agua destilada,
40 pL del liquido correspondiente ya sea agua, patron o
muestra 'y 200 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma
- Aldrich) a todos los tubos, se homogenizé el contenido,
se dejo reposar por 5 min y se aiadié 600 pL. de Na2CO3
(Merck) al 20%, cerrando y agitando nuevamente. Se
llevaron los tubos a 40° C durante 30 min y, una vez frios,
se midi6 la absorbancia a 765 nm. El contenido total de fe-
noles se expresd como equivalente de acido galico GAE/g.

Extraccion: Se pesaron 35 g de mora seca y molida,
se agregaron a una solucion de 700 mL de etanol — agua al
6,43% v/v, y se llevd a 75 °C en baiio termostatico durante
30 min. Seguidamente se filtrd y lo obtenido se guardd en
un frasco color caramelo para evitar asi su exposicion a la
luz y al oxigeno.

Concentracion: Se realiz6 en un evaporador rotatorio al
vacio marca SENCO operando a 60° C y 0,8 atm durante 2
h aproximadamente, obteniéndose 50 mL de concentrado.

Validacion: Se hicieron extracciones, por triplicado,
bajo las condiciones predichas como 6ptimas, segun las
graficas de superficie de respuesta, siendo éstas para 285
nm: 6,46% de concentracion de etanol a 75,09° C y un
tiempo de 30 min; para 525 nm: la misma cantidad de
tiempo, pero a 55,6° C y 0% de etanol; y para los fenoles
totales una concentracion de etanol de 44,5%, a la tem-
peratura de 80° C y un tiempo de extraccion 30 min. Se
procedid a determinar las absorbancias y el contenido de
fenoles totales.

Resultados y Discusién
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Figura 2: Barrido espectral para detectar picos de maxima absorcién
de antocianinas en Morus nigra.

Barrido Espectral: Las muestras presentaron una hume-
dad de 7,92 + 0,01. El contenido de agua de las muestras
fue tomado en cuenta para los calculos de la cantidad de
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agua dependiendo de la concentracion de solvente en las
extracciones. Se procedio al barrido espectral entre los
200 y 700 nm a fin de determinar las longitudes de onda
de mayor absorbancia de las antocianinas. Las longitudes
de onda seleccionadas fueron de 285 y 525 nm, lo cual
concuerda satisfactoriamente con datos tedricos confirmados
en otros estudios, en donde se describe un pico maximo de
absorcion de 285 nm para piranoantocianinas [11] y 525 nm
para antocianinas [12], tal como se muestra en la figura 2.

Disefio Experimental: Para establecer la influencia de
las variables utilizadas sobre el proceso de extraccion del
colorante se realizaron una serie de ensayos siguiendo el
disefio de experimentos, basado en un diseflo compuesto
central 32 + estrellas, definido mediante el software
estadistico Statgraphics Centurion XVI. Los resultados
experimentales obtenidos al realizar las mediciones de las
absorbancias de los extractos utilizando dicho disefio se
presentan en la tabla 1; la cual contiene los promedios de
las absorbancias y el contenido fendlico.

Tabla 1: Disefio compuesto central 32 + estrellas para evaluar la
concentracion de etanol, la temperatura y el tiempo de extraccion de
antocianinas de Morus nigra.

Corrida | % Etanol | Temperatura | Tiempo 2:5b:m sfslﬁm fg::lleg?
1 16 70 54 0,653 0,433 1,170
2 0 53 45 0,599 0,453 1,106
3 40 53 30 0,579 0,41 1,406
4 16 70 36 0,739 0,556 1,518
5 64 36 36 0,517 0,351 1,160
6 64 70 36 0,585 0,336 1,379
7 64 36 54 0,485 0,316 1,068
8 16 36 36 0,603 0,48 1,213
9 64 70 54 0,662 0,459 1,483
10 40 25 45 0,371 0,294 1,267
1 40 80 45 0,619 0,429 1,313
12 16 36 54 0,562 0,451 1,384
13 40 53 60 0,622 0,461 1,541
14 80 53 45 0,300 0,259 0,985
15 40 53 45 0,625 0,395 1,259
16 40 53 45 0,585 0,483 1,342
17 40 53 45 0,584 0,433 1,554

Anélisis de varianza para las distintas variables de respuesta

Se realizo el analisis de varianza para la concentracion
de etanol, la temperatura y el tiempo de extraccion sobre
las antocianinas observadas a 285 nm. La concentracion
de etanol y la temperatura tuvieron un valor-p menor que
0,05; indicando esto que son estadisticamente significati-
vos con un nivel de confianza del 95,0%.

Para las antocianinas detectadas a 525 nm, la concentra-
cion de etanol tuvo un valor-p menor que 0,05; indicando
que es estadisticamente significativo sobre la variable
respuesta, con un nivel de confianza del 95%, resultando
no significativas la temperatura y el tiempo.

El analisis de varianza para fenoles totales indico que la
concentracion de etanol en su expresion cuadratica tuvo un
valor-p menor que 0,05; indicando que es estadisticamente
significativa, con un nivel de confianza del 95%, resultando
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no significativas la temperatura y el tiempo.
En el diagrama de Pareto, figura 3, se muestran los
graficos de Pareto para el disefio estadistico.
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Figura 3: Diagrama de Pareto estandarizado para las respuestas A)
para las antocianinas detectadas a 285 nm, B) para las antocianinas
detectadas a 525 nm y C) para los fenoles totales, extraidas de Morus
nigra.

Como se puede corroborar en la (figura 3 A), la
temperatura y la concentracion de etanol influyen tanto
positiva como negativamente en la absorbancia a 285 nm
del colorante, respectivamente. En cambio, en la absor-
bancia a 525 nm so6lo la concentracion de etanol tuvo un
efecto negativo estadisticamente significativo, (figura 3 B).
Respecto a los fenoles totales (figura 3 C), la concentracion
de etanol en su expresion cuadratica tuvo efecto negativo
estadisticamente significativo. Un factor cuadratico nega-
tivo y estadisticamente significativo, indica que la variable
respuesta disminuy6 cuadraticamente, a medida que el
nivel del factor se incrementaba [13].

En base a las corridas del disefio experimental y los
datos obtenidos de las variables respuesta, se ajustd un
modelo para cada una de las variables (ecuaciones 1, 2
y 3). Estas ecuaciones permiten calcular cada variable de
respuesta en funcion de las variables independientes (con-
centracion de etanol, la temperatura y el tiempo), e indican

de qué manera se comportaria cada una de las respuestas
manipulando dichas variables.

Abs285 = 0,592 — 0,059*OH + 0,065*T — 0,0007*t —
0,032*OH? + 0,002*OH*T + 0,021*OH*t — 0,016*T?> +
0,008*T*t + 0,02*t> (1)

Abs525 = 0,434 — 0,057*OH + 0,030*T + 0,001*t —
0,019*OH? + 0,009*OH*T + 0,03*OH*t — 0,017*T? +
0,008*T*t + 0,009*t* (2)

Fenoles (g/L) = 1,382 — 0,029*0OH + 0,059*T +
0,005%t — 0,112*OH? + 0,068*OH*T + 0,024*OH*t —
0,026*T2 — 0,040*T*t + 0,039%t> (3)

Donde:

T: Temperatura (° C)

t: Tiempo (min)

OH: Concentracion de etanol (%)

A partir de las ecuaciones (1), (2), y (3); se analiz¢ la
influencia de las variables de proceso estudiadas. Para ello,
se elaboraron diferentes graficos de superficie de respuesta
(figura 4). Dado que se trabajo con tres factores (concen-
tracion de etanol, temperatura, y tiempo de extraccion)
y tres variables de respuestas (absorbancias a 285 nm,
absorbancias a 525 nm y fenoles totales), los graficos se
obtuvieron manteniendo uno de los factores constantes en
el punto central y variando los otros dos.

Se puede observar que, para la interaccion entre la
concentracion de etanol y la temperatura de extraccion,
el maximo en la variable respuesta se obtuvo en un
rango cercano para ambas absorbancias, sin embargo, se
observa también un desplazamiento a niveles mayores en
la superficie correspondiente a fenoles totales. Resultados
similares se observaron en la interaccion entre el tiempo y
la temperatura de extraccion, donde las graficas para ambas
absorbancias son similares y la zona con mayor valor de la
variable respuesta corresponde a los niveles altos de ambas
variables. Para fenoles totales, sin embargo, los valores
maximos corresponden a niveles altos de temperatura y
bajos de tiempo de extraccion. En la tabla 5 se observan
los valores 6ptimos de cada variable estudiada segun las
gréficas de superficie de respuesta.

Tabla 2: Valores Optimos para maximizar la obtencion de antocianinas
en extractos obtenidos a partir de Morus nigra.

Factores Niveles Valores 6ptimos
Bajo Alto 285nm | 525nm | Fenoles totales
Etanol (%) 0 80 6,46 0 44,8
Temp. (°C) 25 80 75,09 55,6 80
Tiempo (min) 30 60 30 30 30

Validacion: Para validar el modelo y el resultado
maximo obtenido, se realizd una nueva prueba con 3 repe-
ticiones usando los valores obtenidos en la tabla 2, siendo
éstas para 285 nm; 6,46% de concentracion de etanol a
75,09° C y un tiempo de 30 min; para 525 nm, la misma
cantidad de tiempo pero a 55,6° Cy 0% de etanol; y para
los fenoles totales una concentracion de etanol de 44,8%,
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Figura 4: Superficie de respuesta estimada para la absorbancia a 285nm, a 525 nm y fenoles totales de extractos obtenidos a partir de Morus nigra.

a la temperatura de 80° C y un tiempo de extraccion 30
min. La validacion dié como resultado los valores que se
muestran en la tabla 6 y que se comparan con los 6ptimos
tedricos proyectados segun las graficas de superficie de
respuesta para todas las condiciones.

Tabla 6: Comparacion de valores 6ptimos teoricos y experimentales
de las antocianinas detectadas y los fenoles totales para extractos de
Morus nigra.

Condiciones Valor tedrico Valor experimental
285nm 0,759 0,642 + 0,083
525nm 0,582 0,157 + 0,301
Fenoles totales (GAE/g) 1,629 1,581 + 0,034

Con respecto a la concentracion de etanol, las condicio-
nes optimas fueron de 6,46 y 0% para ambas longitudes de
onda estudiadas y coinciden con el trabajo realizado por
Vicente Castillo [14], en donde realizaron extracciones de
antocianinas con distintos solventes, siendo el etanol el
extractante menos apropiado.
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Por su parte, en la optimizacion de las condiciones
de extraccion de antocianinas de batata morada, autores
lograron la mejor extraccion a 80° C [15]; mientras que
otros autores, al estudiar la extraccion de anocianinas a
partir de maiz morado, obtuvieron que la mejor tempe-
ratura de extraccion fue 75° C [16]; coinicidiendo dichas
temperaturas con este trabajo para las antocianinas medidas
a 285 nm y los fenoles totales.

El tiempo de 30 min, coincide con lo predicho por
Markakis que recomienda utilizar altas temperaturas y
cortos tiempos de procesamiento para una mejor retencion
del pigmento [17].

Mediante este disefio se pudo determinar que para la
extraccion del colorante los factores de relevancia resulta-
ron ser la concentracion de etanol y la temperatura, no asi
el tiempo de extraccion.
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Conclusion

Mediante el empleo de disefios experimentales se pudo
estudiar diferentes variables, analizar sus interacciones, y
establecer cudl es la que influye significativamente sobre la
extraccion de antocianinas de Morus nigra. Se observéd que
los factores de relevancia resultaron ser la concentracion de
etanol y la temperatura, no asi el tiempo de extraccion. Con
estas condiciones Optimas, se podran realizar extracciones
de antocianinas, que generen mayores rendimientos, y, por
lo tanto, puedan aplicarse como colorante alimenticio.
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