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INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), de la familia de las malvéceas, es originaria de Africa, fue
introducida a México en la época colonial y desde entonces se ha cultivado en regiones calidas y
semicélidas de nuestro pais, siendo los estados de Guerrero, Oaxaca, Colima, Nayarit y
Campeche los principales productores. El céliz o flor es la parte que mas se aprovecha de la
planta; en México se utiliza en bebidas refrescantes, gelatinas y tés, asi como para la preparacion
de mermeladas, ates, jalea, cremas y otros derivados.

Los pigmentos abundantes en la flor de Jamaica son las antocianinas, que son responsables del
color rojo y de su capacidad antioxidante [1,2]. Las principales antocianinas identificadas en estas
flores son la cianidina-3-sambubidsido y la delfinidina-3-sambubidsido [3].

Las antocianinas presentan baja estabilidad durante el proceso y el almacenaje; la luz, el pH, la
temperatura, el oxigeno, el &cido ascoOrbico y los azlcares se consideran como factores
importantes que influyen en su degradacion o estabilidad [4]. En lo que respecta a la degradacion,
diversas investigaciones han descrito reacciones entre las antocianinas y especies oxidantes,
reductores, nucledfilos y electréfilos [5]; un ejemplo de éstas es la decoloracion, que se presenta
cuando se condensan ciertos aminodacidos, catequinas u otros nucleéfilos con sales de flavilio,
dando origen a productos incoloros, los cuales son reactivos y sufren cambios adicionales [6].

El i6n nitrito es uno de los nucledfilos que provoca la decoloracion de las antocianinas. Este idn
es un analito de suma importancia en la industria alimentaria, pues es utilizado como conservador
en los embutidos y es un elemento fundamental en la estabilidad del color en los productos en
salmuera. El color de estos productos conservados bajo vacio no es estable mas que en presencia
de una cantidad minima de nitrito residual. Por otro lado, el poder bacteriostatico del nitrito fue
demostrado en 1941, cuando se comprob6 que aumentaba principalmente en medio acido, y este
poder se ha reconocido frente a un gran niumero de cepas principalmente de Clostridia y algunos
Staphylococos. El poder inhibidor del nitrito depende de su concentracion, del pH, de la presencia
de nitratos, del nimero de bacterias, de la temperatura de almacenaje y del hecho de que el
producto haya sufrido un tratamiento térmico o no. Hacia 1976 se llegé a la conclusion de que
100 mg kg™ de nitrito incorporados a los productos sometidos a un tratamiento térmico son
suficientes para asegurar la proteccion antibotulinica, poco tiempo despues (1979) se demostro
que esta cantidad puede ser disminuida afiadiendo acido ascérbico.

Los métodos oficiales para la determinacion del nitrito en productos carnicos (NOM-122-SSA1-
1994 [7] y AOAC 973.31 [8]) implican, en su mayoria, procedimientos espectrofotométricos
basados en la reaccion de Griess, en la cual el nitrito reacciona con la sulfanilamida en medio
acido. El diazo compuesto formado reacciona con el clorhidrato de N-naftiletilendiamina (NED),
generando un compuesto de coloracion roja intensa [9]. Una de las desventajas que presenta la
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reaccion de Griess es que se lleva a cabo la formacion de colorantes de tipo azoico, los cuales
tienen un alto grado de toxicidad [10].

Debido a lo anteriormente expuesto y aprovechando las reacciones de degradacion de las
antocianinas, en el presente trabajo se realiza un disefio de experimentos de tipo factorial para la
determinacion de nitritos mediante la reaccion de degradacion de antocianinas con ién nitrito y se
comparan los resultados obtenidos con el método estandar (Método de Griess).

EXPERIMENTACION

Reactivos y soluciones

Todos los reactivos fueron utilizados tal como se recibieron. EI HCI y el NaNO, fueron obtenidos
de J.T. Baker. La muestra de flor de Jamaica fue obtenida en el supermercado. El agua
desionizada (18.2 MQ cm) utilizada para preparar las soluciones se tomd de un equipo Milli-Q de
Millipore. Se prepard una solucién patrén de ion nitrito 100 mg L™, pesando la cantidad adecuada
de NaNO, y disolviendo en agua desionizada, a partir de la cual se prepararon las soluciones
estandar utilizadas en los diferentes experimentos. NED: se disolvieron 0.2 g de diclorhidrato de
N-(1-naftil)-etilendiamina en 150 mL 15%(v/v) de acido acético. Sulfanilamida: se disolvieron
0.5 g de sulfanilamida en 150 mL de acido acético al 15% (v/v).

Equipo

La temperatura fue controlada con un bafio recirculador de LAUDA Brinkmann. Todas las
medidas se realizaron utilizando un espectrofotometro marca Perkin EImer modelo Lambda 40
con celdas de cuarzo de 1 cm de paso Optico, a una longitud de onda de 515 nm para el método
propuesto y de 540 nm para el método estandar.

Obtencidn de la muestra

Para preparar el extracto se pesaron 50 g de flor de Jamaica, previamente secada a temperatura
ambiente durante una semana, y se agregaron aproximadamente 700 mL de agua desionizada, se
mantuvo en reposo durante una noche y se filtrg; el filtrado se transfirié a un matraz volumétrico
de 1 L y se agregd agua hasta completar el volumen. El contenido total de antocianinas en el
extracto se realizo utilizando el método de pH diferencial [11], para lo cual se prepararon 2
soluciones del extracto, una a pH 1 y la otra a pH 4.5, y se obtuvieron los espectros UV-Vis
correspondientes en una ventana espectral de 250 a 750 nm. Este experimento se realiz6 durante
varios dias con el fin de determinar si habia cambios significativos del contenido de antocianinas
en los extractos que pudieran modificar la reproducibilidad del método.

Curvas de calibracion

A partir de la solucién de nitritos de 100 mg L™ se prepararon otras de 0 (blanco) a 5 mg L™,
agregando HCI 1 mol L™ (pH final de 1), un volumen conocido de extracto (obteniendo una
medida de absorbancia en un blanco entre 0.7 y 0.8 u.a.) y completando el volumen a 25 mL.
Disefio experimental

Para obtener los principales factores en la determinacion de nitritos por degradacion de las
antocianinas se llevé a cabo un disefio experimental (2%), en el cual los factores de control fueron
el ultrasonido (US), el tiempo (t) y la temperatura (T); los tres factores de control se trabajaron a
dos niveles [-, +] (Tabla 1).

De acuerdo a los factores de control, se obtiene un niimero de 2° (8) experimentos, los cuales se
Ilevaron a cabo por duplicado; la respuesta a optimizar fue la pendiente (sensibilidad del método).
Para realizar los experimentos, las combinaciones se aleatorizaron. En la Tabla 2 se presentan las
combinaciones y el orden en que se realizaron los experimentos.
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Tabla 1. Condiciones utilizadas en el disefio factorial.

Factor controlado | Cddigo de Nivel
Factor Bajo (-) Alto (+)
t (min) A 5 10
T (°C) B Ambiente 60
UsS C Sin con

Tabla 2. Combinaciones de los factores y orden en que se llevaron a cabo los experimentos.

Combinacién A Fa(étor C Orden | Combinacion A Fathor C Orden
1 - - - 7 bc - + + 1
a + - - 8 ac + - + 6
b - + - 3 ab + + - 2
c - - + 4 abc + + + 5

Anélisis de muestras reales

Los resultados cuantitativos para muestras de embutidos fueron obtenidos con el método oficial
basado en la reaccion de Griess (método estandar) y el método basado en la reaccion de
decoloracion entre el extracto crudo de flor de Jamaica y el idbn NO,™ (método propuesto).
Tratamiento de la muestra

Se tomaron como muestras reales embutidos comerciales de los cuales se realizaron 3 réplicas de
cada uno. Para el tratamiento de la muestra se picaron finamente cerca de 30 g de muestra
pesados con exactitud (%DER=0.66, n=6), y se transfirieron a vasos de precipitados de 250 mL.
Después se agregd 50 mL de agua calentada a 80°C y se mantuvo la mezcla en calentamiento
durante 15 minutos y después fue transferida a un matraz volumétrico de 200 mL. Se adiciond
suficiente agua caliente hasta llegar a un volumen cercano a 150 mL. El matraz se mantuvo en
bafio de vapor durante 2 h, agitandose ocasionalmente. La solucion se enfrio a temperatura
ambiente, y se le afiadieron 10 mL de suspension de AI(NH;)(SQO,),, después fue centrifugada
para aclararla (17500 rpm, por 25 minutos); y ya clarificada se transfirié a un matraz volumétrico
de 200 mL y finalmente el volumen fue completado con agua desionizada. De cada una de las
réplicas se tomaron 2 alicuotas, una para desarrollar el método propuesto y otra para el método
estandar (Método de Griess).

Determinacion de nitritos (Método de Griess)

De la solucién patrén de nitritos de 100 mg L™ se prepararon estandares de 0 a 1 mg L™, llevando
el volumen necesario a un matraz volumétrico de 25 mL; a cada uno de ellos se le agregd 1.25
mL de reactivo de NED y después de 5 min se le afiadio 1.25 mL de solucion de sulfanilamida,
aforando con agua desionizada hasta completar el volumen. Transcurridos 5 min se tomo la
lectura de absorbancia de cada uno de ellos a una longitud de onda de 540 nm. Para la
determinacion de nitritos en las muestras reales, se tomaron 10 mL de cada una de las soluciones
finales transfiriéndolos a matraces volumétricos de 25 mL y dandoles el mismo tratamiento que a
los estandares.

Determinacion de nitritos (Método propuesto)

De acuerdo a los resultados obtenidos del disefio de experimentos, se prepararon soluciones en el
intervalo de 0-4 mg L™ a partir de la solucién de nitritos de 100 mg L™, agregando 2.5 mL de
HCI 1 mol L* (para obtener un pH de 1), y la cantidad de extracto requerida para que en la
solucion blanco diera una lectura de absorbancia entre 0.7 y 0.8 u.a.; completando el volumen
con agua desionizada a 25 mL. Los matraces se colocaron en un bafio termostatizado a 60°C
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durante 5 minutos. Después de este tiempo se tomaron las lecturas de absorbancia de cada uno de
ellos a una longitud de onda de 515 nm. Para las muestras reales se tomaron 25 mL de cada una
de las soluciones finales y se trasfirieron a matraces volumétricos de 50 mL, agregando 5 mL de
HCI 1 mol L™ y el volumen requerido de extracto (de acuerdo al factor de dilucién), agregando
agua desionizada para completar el volumen. Después de esto se le realizd el mismo
procedimiento que a los estandares.

RESULTADOS Y DISCUSION

Método propuesto para la determinacion de nitritos en embutidos

El contenido total de antocianinas en el extracto, calculado mediante el método de pH diferencial,
y utilizando datos espectroscépicos de la Cianidina-3-glucésido [11] fue de 463.40 mg L™. De
acuerdo con estos resultados, considerando que la reaccion entre la antocianina y el ion nitrito es
equimolar, tomando como antecedentes las reacciones que se llevan a cabo con otros nucledéfilos,
y que las antocianinas mayoritarias en el extracto de flor de Jamaica son la Cianidina-3-
sambubiosido y la Delfinidina-3-sambubidsido, se propone el esquema de reaccion mostrado en
la Figura 1.

NO,
Especie: aducto antocianina-nitrito
color: incolora

Especie: i6n flavlio
color: rojo
Figura 1. Esquema propuesto para la reaccion entre las antocianinas presentes en el extracto de
flor de Jamaica y el i6n nitrito. Donde: Rs= H (para Cianidina) y OH (para Delfinidina); R1=
sambubiosido.

Efecto de los factores en la respuesta

El pH se fijo en 1.0, debido a que bajo estas condiciones se tiene al ién flavilio como especie
predominante, favoreciendo los ataques nucleofilicos [11]. Este i6on presenta una banda de
absorcion en la region del UV-Vis (Amax=515 nm) que va disminuyendo conforme el i6n nitrito
degrada a la antocianina, facilitando la determinacion del i6n nitrito. En la Tabla 3 se presentan
los resultados obtenidos de cada uno de los experimentos, en funcion a la respuesta que se
pretende optimizar (pendiente).

Tabla 3. Pendientes medias obtenidas para cada uno de los experimentos realizados (n=2). La
codificacion utilizada en las combinaciones viene dada de la Tabla 2.

Combinacion Pendiente %DER Combinacion Pendiente %DER
1 -0.1023 0.21 bc -0.1179 0.14
a -0.1090 0.06 ac -0.1161 0.12
b -0.1138 2.34 ab -0.1159 0.12
C -0.1019 2.64 abc -0.1296 0.49

Asimismo, se calcularon los efectos de cada factor en la respuesta (efectos individuales) asi como
los efectos de las diferentes interacciones [12]. Para contrastar si cada uno de los efectos es
significativo (Ho: el factor no afecta la respuesta), se compararon cada uno de los cuadrados
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medios (CM) con el CM residual, Fcy; el CM residual para esta serie se obtuvo del ANOVA de
dos vias de las medidas individuales, teniendo un valor de 1.17x10® (P=0.05). Los resultados que
se obtuvieron se presentan en la Tabla 4. De acuerdo al nimero de grados de libertad, se obtiene
una F¢=8.073 (P=0.05), lo cual indica que los efectos significativos sobre la pendiente son los
de los factores t, T y t-T (Fca>Fcrit). De hecho, se puede observar que el US es el Unico factor que
no tiene un efecto significativo sobre las respuestas; ademas de que la interaccion entre los tres
factores no es significativa. Dado que el US no es un factor que tenga un efecto significativo, los
experimentos que se considerarian para seleccionar las mejores condiciones son: 1, a, b y ab, con
pendientes de -0.1022, -0.1090, -0.1138 y -0.1159. Por otro lado, de acuerdo a resultados
obtenidos previamente del estudio cinético de la reaccion de degradacion de antocianinas con ién
nitrito, se encontrd que a 5 minutos la reaccion se completa, por lo que para los experimentos
siguientes se selecciona el experimento b (t=5 min, T=60°C y sin US), teniendo como ventaja
que el analisis se lleva a cabo en menos tiempo.

Tabla 4. Efecto de los factores en la respuesta y comparacion con el cuadrado medio residual
(CM=1.17x107).

Factores Efecto Cuadrado medio Fea
us -6.58x10°° 8.65x10° 7.41

t -8.60x10°° 1.48x10* 12.68

T -1.13x10? 2.57x10™ 21.98
US-t -5.80x10°® 6.73x10° 5.76
US-T -6.58x10°° 8.65x10° 7.41
t-T -8.60x10°° 1.48x10™ 12.68
US-t-T -1.65x10° 5.44x10° 0.47

Parametros analiticos del método propuesto

Bajo las condiciones de t = 5 min, T = 60°C y sin US, se realizaron las curvas de calibracion
utilizando soluciones estandar en el intervalo de concentraciones entre 0 y 5 mg L™ de nitrito y
realizando cinco réplicas de cada una de ellas, construyéndose la curva de calibracién a partir de
las absorbancias medias. Los parametros de regresion de las curvas de calibracion se muestran en
la Tabla 5.

Tabla 5. Parametros de regresion de las lineas de calibrado, absorbancia vs concentracion de

NO, (mg L™).
Parametro Valor Parametro Valor
Desv. estandar residual, s, 0.023 Pendiente, b+ts, -0.1118+0.0074
NUmero de estandares, n 6 Intervalo lineal (mg L) 0.57-4.0
Coeficiente de correlacion, r? 0.9960 Limite de deteccion (mg L™) 0.48
Ordenada en el origen, atts, | 0.8878+0.018 | Reproducibilidad (g/oDER, n=5, 2 mg 2.16
L)

Analisis de muestras reales

Se determind la concentracién de ion nitrito en todas las muestras utilizando ambos métodos
(estandar y propuesto), el contenido medio de dicho analito, para ambos métodos se muestran en
la Tabla 6. Con la finalidad de evaluar la existencia de diferencias significativas entre los dos
métodos, se compararon los resultados obtenidos del meétodo estandar con los del método
propuesto. Para ello se llevd a cabo una prueba de significacion t, suponiendo varianzas
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diferentes [12], y con la hipotesis nula Hy que no habia diferencias significativas entre la media
de los resultados obtenidos con el método estandar (x1) y la media de los resultados obtenidos

con el método propuesto ( X, ).El valor de tcy = 0.04 se compar6 con el valor t; (5) = 2.57 para

los grados de libertad correspondientes con un nivel de significacion del 95 %. Ya que tea < terit,
se acepta la hipdtesis nula, es decir, que los datos obtenidos mediante ambos métodos no difieren
significativamente.

Tabla 6. Contenido medio de NO," (expresado como mg de NaNO, por kg de muestra).

Muestra Método estandar (%DER, n=3) Método propuesto (% (DER, n=3)
1 8.16 (2.36) 8.57 (2.82)
2 8.54 (2.26) 9.05 (2.67)
3 8.35 (2.31) 8.81 (2.75)
4 2.62 (0.64) 2.21 (2.58)
5 2.65 (0.64) 2.10 (2.72)
6 2.63 (0.64) 2.15 (2.65)

CONCLUSIONES

El anélisis estadistico de los resultados obtenidos del disefio experimental que se realizd
demuestra que los principales efectos de los factores los presenta el tiempo de reaccién y la
temperatura, siendo el segundo el que tiene el mayor efecto.

Haciendo un andlisis estadistico entre las concentraciones de nitrito obtenidas por los dos
métodos (estandar y propuesto) se demuestra que no difieren significativamente a un nivel de
significacion del 95%. De acuerdo con los resultados obtenidos se propone el uso de un método
mas barato y con generacion de residuos que se pueden considerar no téxicos, a diferencia de los
gue se obtienen en la reaccion de Griess (generacion de diazo compuestos).
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