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Resumen

Un aspecto crucial en la evolucion del hombre lo constituy6 el aprender a curar
sus enfermedades a partir de lo que le proporcionaba la naturaleza; dentro de esos
elementos se destacan predominantemente los vegetales. Asi, el uso de las plantas
ha sido un contribuyente importante al desarrollo de la farmacoterapia moderna.
Debido a las condiciones fisicas y quimicas del ambiente marino, casi la to-
talidad de los organismos que habitan los mares exhiben una variedad de mo-
léculas con cualidades estructurales y quimicas Unicas, producto del desarro-
llo de mecanismos bioquimicos y fisiologicos, que incluyen la produccion
de compuestos bioactivos para propositos tales como la reproduccidn, co-
municacion, proteccion contra depredacion, infecciones y competencia [4].
El uso de organismos marinos, y en especial las algas, para la pro-
duccion de cosméticos se encuentra en auge en muchos paises. Exis-
te una gran variedad de productos cosméticos a nivel mundial,
por la evidencia de las propiedades beneficiosas de las algas como
promotores de la sintesis de fibras colagenas, antioxidantes, antiirritantes [6].
Especificamente, el extracto obtenido a partir de la angiosperma Thalas-
sia testudinum denominado BM-21, ha sido el mas estudiado y plantea un
gran interés por su accion dermorregeneradora y potente capacidad an-
tioxidante. Actualmente, las condiciones de obtencion del extracto son: re-
laciéon de material vegetal-volumen de disolvente 1:10, disolvente eta-
nol al 50 %, temperatura de extraccion 60 °C, tiempo de extraccion 4 h.
Si bien el BM-21 como materia prima ha resultado excelen-
te por sus propiedades, desde el punto de vista tecnoldgico se necesi-
ta mejorar la etapa de extraccion del proceso de produccion con el objeti-
vo de lograr una mayor extraccion del producto en el menor tiempo posible.
Palabras clave: pH, s6lidos solubles, vitamina C, mohos y levaduras, analisis
sensorial.
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1. Introduccion

Un aspecto crucial en la evolucion del
hombre lo constituyd el aprender a
curar sus enfermedades a partir de los
elementos que le proporcionaba la na-
turaleza. El uso de las plantas se instalo
como un aspecto importante en la histo-
ria de la medicina, como contribuyente
al desarrollo de la farmacoterapia mo-
derna. Mas alld de la gran diversidad
bioldgica, en los mares se encuentra
también una increible diversidad qui-
mica. Debido a las condiciones fisicas
y quimicas del ambiente marino, casi la
totalidad de los organismos que habi-
tan los mares exhiben una variedad de
moléculas con cualidades estructurales
y quimicas unicas, producto del desa-
rrollo de mecanismos bioquimicos y fi-
siologicos, que incluyen la produccion
de compuestos bioactivos para propo-
sitos tales como la reproduccion, co-
municacidn, proteccion contra depre-
dacion, infecciones y competencia [4].

El uso de organismos marinos, y en
especial las plantas y algas, para la ob-
tencién de compuestos bioactivos se
encuentra en auge en muchos paises.
Tomando en consideracion las enor-
mes posibilidades de utilizaciéon de
estos organismos en la industria asi
como su abundancia en las costas, se
han estudiado las potencialidades de
uso de los extractos obtenidos a partir
diferentes variedades de plantas ma-
rinas y algas. El analisis global de los
resultados obtenidos en los estudios
in vitro e in vivo permitié definir las
especies promisorias por sus perspec-
tivas de uso, especificamente, el extrac-
to obtenido a partir de la angiosperma
Thalassia testudinum ha sido el mas
estudiado y plantea un gran interés
por su potente capacidad antioxidan-
te atribuida a lo reportado en estudios

previos sobre la capacidad de esta
planta marina de producir una amplia
variedad de metabolitos de naturaleza
fenolica[8] a los cuales se le atribu-
yen una gran diversidad de acciones
farmacologicas. El objetivo del pre-
sente trabajo fue estudiar la influencia
de diferentes variables de operacion
sobre el proceso de extraccion de los
polifenoles de Thalassia testudinum.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materia prima

Fue colectado el material vegetal en el
litoral norte de la isla de Cuba, este se
separd del material extrafio, constitui-
do principalmente por Syringodium fi-
liforme, Penicilium sp. y otras algas. Se
someti6 a secado en estufa a 40 °C por
48 horas. La materia prima seca se mo-
1i6 en un molino de cuchillas hasta un
tamafio de particulas entre 4-10 mm. El
almacenamiento se realiz6 en bolsas de
polietileno negro, y se colocaron den-
tro de cajas en un lugar fresco y seco.

El disolvente utilizado fue etanol de
96° Merck

2.2.

2.2.1 Extraccion del contenido total
de polifenoles totales presentes en la
Thalassia testudinum.

Metodologia

Se utilizd un extractor Soxhlet, em-
pleando como disolvente etanol al
50 %, durante un tiempo de 16 ho-
ras. Se emplearon 10 g de mate-
rial vegetal y 500 mL de disolvente.

2.2.2 Seleccion del mejor disolvente
de extraccion

Para la seleccion del mejor disolvente
se pesaron en una balanza técnica 6,7
g de material vegetal los que corres-
ponden a una relacion material vegetal
— volumen de disolvente de 1:15 con
el objetivo de evitar la saturacion del
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disolvente [12,13] y se colocaron en
tres erlenmeyer. Se le agregd al pri-
mero y al segundo una mezcla hidro-
alcoholica al 25 % y 50 % respectiva-
mente y el ultimo se prepar6 con agua
destilada solamente. Posteriormente,
se colocaron las muestras en una za-
randa Gallenkamp a una temperatura
de 60 °C, con una velocidad de agita-
cion de 214 min-1, durante 1h. Segui-
damente, se separd el extracto del re-
siduo vegetal mediante filtracién bajo
presion reducida, a través de un lienzo
como medio filtrante. A las muestras
obtenidas se les determind el conte-
nido de solidos y polifenoles totales.

2.2.3 Estudio de la influencia de los
parametros de operacion en el pro-
ceso de extraccion

Para la evaluacién de la influencia de
los parametros de operacion, se utili-
z6 un diseno factorial 32 de superficie
de respuesta. Con este disefo se eva-
lué la influencia de la temperatura y
la relacion material vegetal-volumen
de disolvente en la extraccién de po-
lifenoles y el contenido de solidos. Se
utilizaron tres relaciones diferentes de
material vegetal-volumen de disolven-
te: 10 g(1:10), 6,7 g (1:15) y 5 g (1:20)
y como disolvente etanol al 50%. Se
mantuvo constante el tiempo del ex-
perimento y la velocidad de agitacion.
Como variables de respuesta se selec-
cionaron el contenido de solidos tota-
les (%) y de polifenoles (%). En las
(Tablas 1 y 2) se muestran los niveles
de las variables estudiadas y la matriz
experimental del disefio.

2.2.4 Cinética del proceso de extrac-
cion

Una vez definida la mejor relacion ma-
terial vegetal-volumen de disolvente,

asi como la temperatura se procedio
a determinar el tiempo de extraccion,

tomando muestras a las 0,5; 1; 2; 3 y
4 h. para la determinacion del conteni-
do de polifenoles. Se utilizé un reactor
de tipo tanque agitado con capacidad
de 4 L, operado a 60 °C de tempe-
ratura, empleando como disolvente
una mezcla hidroalcohédlica al 50 %.

2.2.5 Secado de las muestras

Las muestras se concentraron en un
rotoevaporador BUCHI R-124 hasta
alcanzar un contenido de soélidos to-
tales mayor al 10 %. El secado de las
muestras se realizd en un secador por
atomizacion de laboratorio modelo
Biichi B 191, Flawil, Switzerland. La
temperatura de entrada fue de 140 °C
y la de salida de 80 °C, tomados de un
trabajo anterior[2].

2.3 Técnicas analiticas utilizadas

2.3.1 Determinacion del contenido
de solidos totales por un método gra-
vimétrico

Se utilizé un método gravimétrico, se
basa en la determinacién de la varia-
cion de la masa, debido a la pérdida o
eliminacion de sustancias volatiles por
la accién del calor, mediante un proce-
so de evaporacion de la porcion de en-
sayo y secado del residuo en un horno
Heraeus UT 6060 estufa, hasta masa
constante. Se pesan aproximadamente
en Balanza analitica Sartorius R 200 D,
2 mL del extracto en una capsula, pre-
viamente secada y tarada. Las mues-
tras se secan a 105 °C en una estufa
de aire recirculado aproximadamente
3 horas, seguidamente en una deseca-
dora hasta que alcance la temperatura
ambiente. Para obtener la masa cons-
tante entre una pesada y otra se realiza
esta operacion hasta que la diferencia
de peso entre las dos ultimas pesadas
se encuentran dentro de la exactitud
requerida (< 0,2 mg) lo que indica que
se alcanzo6 el peso constante. El experi-
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mento se realiza por triplicado.
La cantidad de solidos totales ex-
presados en porciento (%) se cal-
cula por la siguiente formula:
055t = 22— F %100

I_J'
Donde:
Pr: masa de la capsula o pesafiltro mas
el residuo (g)
P: masa de la capsula vacia (g)
V: Peso del volumen de liquido o del
solido si es polvo
100: factor para expresar el resultado
en porcentaje
La cantidad de solidos obtenidos a
partir de la masa de material vege-
tal expresada en por ciento (%) es:

% St
T
100 s

MV

% SE -100
Donde:

% SE: Porcentaje de solidos extraidos
respecto al material vegetal (%)

% St: Solidos totales (%)

Vf: Volumen final del extracto (mL)
100: Factor para expresar el resultado
en porcentaje
p: Densidad del extracto (g/mL)

MYV: Masa de material vegetal utiliza-
da para la extraccion (g).

2.3.2 Determinacion de polifenoles
totales

El método se basa en la reaccion entre
los anillos aromaticos del grupo feno-
lico y el acido fosfomolibdico — fos-
fotungstico (reactivo de Folin — Cio-
calteau). Se prepararon disoluciones
estandar de diferentes concentraciones
de pirogalol con agua destilada. A cada
una de estas disoluciones se le agrega-
ron 480 pL de agua destilada, 48 pL de
reactivo de Folin- Ciocalteau y 576 uL
de una solucion de carbonato de sodio
al 29 % (p/v) para construir la curva de

calibracion. Posteriormente se pre-
pararon las muestras tomando 96 pL
del extracto y las mismas cantidades
de agua destilada, reactivo de Folin —
Ciocalteau y disolucion de carbonato
de sodio. Se realiz6 una dilucion 1/5 en
todos los casos, excepto en el extracto
acuoso. Se dejo en reposo durante 30
minutos para que ocurra la reaccion y
se desarrolle el color del complejo y
se midio la absorbancia en un espec-
trofotometro UV- visible, a 760 nm
usando como blanco agua destilada.

2.3.3 Determinacion del rendimiento
de secado.

El rendimiento se determind a par-
tir del balance de materiales don-
de se considera que la masa de pro-
ducto a la entrada debe ser igual a
la de la salida, y que no existe acu-
mulacion de producto en el interior
del equipo ni pérdidas al exterior.

W

Xw
L D
XL Secador Xp
Donde:

R: Rendimiento

L: Masa de la corriente de liquido que
se alimenta al equipo

X, : Composicion de la corriente de li-
quido de alimentacién

W: Masa de agua evaporada

X+ Composicion del producto en la
corriente de agua evaporada

D: Masa de polvo obtenido

X,,: Composicion del polvo obtenido
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El balance de materiales global queda
de la forma: L=W+D

El rendimiento se calcula por la rela-
cion entre la salida y la entrada.

D - Xd

L - Xl

- 100

2.4 Analisis estadistico de los resul-
tados

Los resultados fueron analizados es-
tadisticamente con el Software STAT-
GRAPHICS PLUS Version 5.1 1994
—2001 a partir del analisis de varianza,
diagramas de Pareto y los graficos de
efectos principales y de interacciones.

3. RESULTADOS Y DISCU-
SION

3.1 Estudio de la influencia de las
condiciones de extraccion

3.1.1 Influencia de la concentracion
de disolvente

En la figura 1 se puede apreciar que
entre los diferentes disolventes em-
pleados al determinar el contenido
de solidos totales no existe diferencia
significativa, no sucediendo lo mismo
en el caso de los polifenoles que se ex-
traen mucho mejor utilizando etanol al
50 %. Este resultado coincide con lo
reportado por la literatura para otros
productos naturales que poseen dentro
de su composicion polifenoles [40].

3.1.2 Influencia de la temperatura y
la relacion material vegetal-volumen
de disolvente.

En la tabla 3 se muestran los resultados
de las diferentes corridas del disefio
experimental.

En la figura 2 a partir del diagrama de
Pareto, el andlisis de varianza, el grafi-
co de efectos principales para el conte-
nido de polifenoles y el grafico de Su-

Analisis de varianza
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cusdrads Medieo  |Rozdn-F Falor-F
Enfre grupos 236332 30 (312704 44523 00000
Intra grupos  |10,3632 9 |115135
Total (Corr)  [2373.88 14
Medias y55,0% de FisherL50D
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perficie de Respuesta Estimada se pue-
den determinar los pardmetros 6ptimos
en el proceso de obtencion del extracto.

Teniendo en cuenta el analisis de va-
rianza, se analizd que existen una in-
fluencia significativa de los parame-
tros estudiados. Se demostro que la
interaccion entre la relacion material
vegetal-disolvente y la temperatura
influyen en el contenido final de poli-
fenoles, evidenciandose por los valo-
res de probabilidad menores que 0,05.

Al analizar el diagrama de Pareto, se
observa que en primer lugar, la inte-
raccion entre la relacion material ve-
getal-disolvente y la temperatura es el
parametro operacional que mas influye
sobre el contenido final de polifenoles.
El segundo lugar lo ocupa la relacion
material vegetal-disolvente, demos-
trando que con una mayor relacion se
lograra una mayor extraccion de estos

compuestos. En el grafico de los efec-
tos principales se puede apreciar que
trabajando a una mayor relacion ma-
terial vegetal volumen de disolvente
se puede obtener un mayor contenido
final de polifenoles, pero en el caso
de la temperatura se reportan valores
cercanos entre 60 °C y 80 °C, por lo
que se decide trabajar a una menor
temperatura para ahorrar energia y evi-
tar la degradacion de los polifenoles.

Teniendo en cuenta la influencia que
ejerce cada uno de los factores estudia-
dos y segtn el grafico de superficie de
respuesta se selecciono en el caso de la
relacion material vegetal-volumen de
disolvente el nivel alto (1:20) y en el
caso de la temperatura el nivel bajo (60
°C). Con estos niveles se alcanz6 el
mayor contenido final de polifenoles.

3.1.3 Cinética del proceso de extrac-
cion
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Los mayores valores del contenido de
polifenoles fueron obtenidos entre la
primera y segunda hora de extraccion
(Figura 3), lo cual indica que no es ne-
cesario mantener el proceso de extra-
ccidén por un tiempo mayor. Ademas
se corrobord que en este periodo de
tiempo se recupera el contenido de

polifenoles posibles a extraer que en
este caso se determind por extraccion
con Soxhlet siendo de 44,75 + 2,66
%. Por tanto como no se observa di-
ferencia significativa en la cantidad
de polifenoles extraidos entre la pri-
mera y segunda hora se puede fijar
una hora como tiempo de extraccion.
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Fig. 3: Cinética del proceso de extraccion de polifenoles

3.1.4 Evaluacion del proceso de
Secado por atomizacion

Los rendimientos del proceso de seca-
do se encuentran entre un 80 y 90 %
(Figura 4), lo que indica que con los
parametros de operacion preestableci-
dos no ejercen una influencia negativa
en el proceso de secado.

Se demostré que el mejor disolvente
en el proceso de obtencion del extracto
de la planta marina Thalassia testudi-
num es el etanol a una concentracion
del 50 %, mediante el cual se logra ext-
raer un contenido de polifenoles de un
46,28 %.

Las variables Optimas del proceso de
obtencion del extracto son: relacion
material vegetal-volumen de disolven-
te 1:20 y temperatura 60 °C, con las
cuales se obtiene un contenido de poli-
fenoles de un 52 %.

Trabajando con un tiempo de extrac-
cion de 1 h se alcanzaron valores de
polifenoles de 48,08 %, siendo este
valor muy cercano al obtenido en el
extractor Soxhlet, de 44,75 + 2,66 %.
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