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RESUMEN

Justicia pectoralis Jacq. es ampliamente utilizada en la medicina tradicional cubana como sedante y ansiolitico. Sus componentes
principales, las coumarinas, de una reconocida actividad sedante, se emplean como marcadores en diversos extractos obtenidos a
partir de esta planta. El extracto hidroalcoholico al 30% se emplea como materia prima en la elaboraciéon de un jarabe. La
extraccion asistida por microondas es de reconocida importancia por la rapidez y la eficiencia en la obtencién de fito
constituyentes, comparado con los métodos convencionales y la metodologia de superficie respuesta es una herramienta estadistica
utilizada de manera exitosa para la evaluacion de los parametros de extraccion y sus interacciones. El objetivo del trabajo fue
optimizar la obtencion del extracto hidroalcoholico al 30% de Justicia pectoralis Jacq. mediante la energia de las microondas a través
de un disenio Box-Behnken bajo la Metodologia de superficie respuesta. Tres variables: potencia de irradiacion (540 — 900 W),
tiempo (2 — 5 min) y relaciéon disolvente material vegetal (10 — 20 mL/g) fueron consideradas como factores en el disefio de
superficie respuesta Box-Behnken de 15 corridas incluyendo 3 puntos centrales. El rendimiento de coumarinas fue utilizado como
variable respuesta. Las condiciones 6ptimas fueron 4 min de irradiacién a 540 W y una relacion disolvente/ material vegetal de 20
mL/g para un valor predicho de coumarinas totales de 0.48 %. Frente al método tradicional por reflujo (2 h y 0.42 mg/g % de
rendimiento) la extraccion asistida por microondas demostro significativos ahorros de tiempo con mayor recobrado de coumarinas.
Los resultados mostraron que la extraccioén asistida por microondas puede ser empleada como un método eficiente para la
obtencion de extracto hidroalcoholico de Justicia pectoralis Jacq.

Palabras claves: Justicia pectoralis Jacq., coumarinas, extraccion asistida por microondas, disefio Box- Behnken, Metodologia de
superficie respuesta.

ABSTRACT

Justicia pectoralis Jacq., widely used in traditional Cuban medicine as sedative and anxiolytic. Its main components, coumarins,
have a recognized sedative activity, are used as markers in various extracts obtained from this plant. The hydroalcoholic extract
30% is used as raw material in the preparation of syrup. Microwave assisted extraction is of recognized importance because of the
speed and efficiency in obtaining phytoconstituents compared to conventional methods and Response Surface Methodology is an
efficient statistical tool that has been successfully used in testing process parameters and their interactive effects. The objtetive of
this work was optimize the obtaining of the hydroalcoholic extract 30% of Justicia pectoralis Jacq. by means of microwave energy
through a Box-Behnken design under the response surface methodology. A Sanyo EM-T109SS modified domestic microwave oven
was used. Three variables irradiation power (540 — 900 W), time (2-5 min), and liquid to solid ratio (10 -20 mL/g) were regarded as
factors in the response surface design of Box-Behnken of 15 executions, including 3 center points. The yield of total coumarins was
used as the response variable. The optimal conditions were 4 min at 540 W and a liquid to solid ratio of 20 ml/g for a predicted
value of total coumarins of 0.48 mg/g. Compared to the traditional method by reflux (2 h and 0.42 mg/g), the EAM demonstrated
significant time savings, with greater recovery of coumarins. The results showed that microwave-assisted extraction can be used as
an efficient method to obtain hydroalcoholic extract of Justicia pectoralis Jacq.

Keywords: Justicia pectoralis Jacq., coumarins, microwave assisted extraction, Box-Behnken desing, Response surface
methodology.
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INTRODUCCION
Justicia es el género mas grande de la familia Acanthaceae, con aproximadamente 400
especies que se distribuyen en regiones pantropicales y tropicales (The Plant List, 2014).
Nativa de América Latina, la Justicia pectoralis Jacq. en Cuba es popularmente conocida
como Tilo y se emplea por sus propiedades ansioliticas y sedativas (Rodriguez-Chanfrau et
al., 2008; Venancio et al., 2011; Ribeiro et al., 2020). Sus metabolitos principales son las
coumarinas 1,2 benzopirona y la umbeliferona reportadas en altas concentraciones en sus
partes aéreas y se emplean en el control de la calidad de extractos acuosos e hidroalcélicos
obtenidos a partir de esta planta. (Angonese et al., 1992; Barros et al., 1997; Oliveira y
Andrade, 2000; Govin et al., 2003 Rodriguez-Chanfrau et al., 2008; Rodriguez-Chanfrau et
al., 2013; Rodriguez-Chanfrau et al., 2014, Rodriguez-Chanfrau ez al., 2016)
En Cuba, desde 1992, esta especie esta incluida en el arsenal terapéutico del sistema
nacional de salud cubano como sedante en afecciones nerviosas (Minsap, 1992). En el
Formulario Nacional de Fitofarmacos y Apifarmacos de Cuba, de 2017, aparece un jarabe
formulado con extracto fluido 30% de partes aéreas de la planta indicado para el insomnio,
ansiedad y depresion. (Cruz, 2017)
La obtencién de extractos estandarizados de manera mas econOmica, segura y amigable
con el medio ambiente, ha guiado a las investigaciones para el desarrollo de nuevos
meétodos y tecnologias, superiores a los métodos convencionales de extraccion. Por tanto,
son objeto de investigacion continua con el fin de optimizar, entre otros, los procesos de
extraccion, con la mejora o sustitucion de las tecnologias tradicionalmente empleadas.
(Mandal et al., 2007; Chan et al., 2013; Chemat y Cravotto, 2013; Bagade et al., 2021)
Las microondas son radiaciones electromagnéticas no ionizantes, su principal efecto,
cuando interactian con un material receptivo, es de naturaleza térmica. La rapidez en el
calentamiento es la principal ventaja de las microondas frente a los métodos
tradicionalmente empleados, también reduce los volumenes de extraccion, permite obtener
altos recobrados de los compuestos de interés y no contamina el medio ambiente. Mediante
la aplicacion de esta tecnologia mas limpia y segura, se logran procesos extractivos de
mayor factibilidad econdémica constituyendo aspectos deseables de alcanzar en todo
proceso de extraccidén, su empleo es objeto de creciente interés en la extraccion de
fitoconstituyentes con probadas actividades farmacoldgicas. (Mandal et al., 2007; Chan et
al., 2013; Chemat y Cravotto, 2013; Bagade et al., 2021)
La extraccién asistida por microondas (EAM) estd influenciada por varios factores como el
tiempo de irradiacion, potencia, naturaleza del disolvente, la relacion disolvente/material
vegetal, temperatura, asi como la interaccion de todos los factores, por lo que es necesario
adoptar una optimizacion estadistica para determinar las condiciones mas favorables de
funcionamiento. (Dahmoune et al., 2014)
La metodologia de superficie respuesta (MSR) es un método estadistico que usa datos
cuantitativos de un disefio experimental para determinar o resolver simultaneamente
ecuaciones multivariadas. La MSR puede generar un modelo matematico y tener en cuenta
las posibles interrelaciones de las variables a evaluar mientras se minimiza el numero de
experimentos (Song et al., 2011) siendo particularmente util en un disefio con mas de dos
factores que permiten la reduccion considerable de los costos de funcionamiento y tiempo
(Cheok et al., 2012). Para la planificacion experimental, la seleccion de un disefio Box-
Behnken (BBD) tiene como ventajas que es uno de los disefios experimentales mas
eficientes, puesto que no contiene combinaciones por lo que de forma simultanea todos
factores estan en sus niveles mas bajos o mas altos, por tanto, es util para evitar los
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experimentos bajo condiciones extremas donde a menudo se obtienen resultados
insatisfactorios. (Dahmoune et al., 2014)

Hasta donde sabemos, no existe ningun reporte en la literatura cientifica sobre la
optimizacion del procedimiento empleando la energia de las microondas para la extraccion
de coumarinas a partir de hojas de Justicia pectoralis Jacq. Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio es optimizar las condiciones de la EAM en la obtencién de extracto
hidroalcoholico de Justicia pectoralis Jacq. por un BBD de la MSR y comparar con el reflujo
como proceso de extraccion convencional.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se emplearon hojas desecadas y fragmentadas (3 - 5 mm de tamafio de particulas) de
Justicia pectoralis Jacq., procedentes de la Estaciéon Experimental de Plantas Medicinales

"Dr. Juan Tomas Roig" de San Antonio de los Bafios, e identificadas con el numero de
herbario 4636.

Estudio de la influencia de la potencia y el tiempo de extraccion mediante la extraccion
asistida por microondas

El proceso de extraccion se llevo a cabo en un horno de microondas doméstico modificado,
SHARP-4A56M, con un nivel de potencia maxima de 900 W, acoplado a un condensador.
Los parametros estudiados fueron: potencia, tiempo de irradiacion y relaciéon disolvente/
material vegetal.

La evaluacidn los parametros de operacion se realizé mediante la MSR donde se emple6 un
disefio Box-Behnken de 15 experimentos incluyendo 3 puntos centrales, utilizando como
disolvente etanol 30%. Los niveles de los factores estudiados fueron para el tiempo entre 2 y
5 min, para la potencia entre 540 y 900 W y para la relacién disolvente/ material vegetal
entre 10y 20 mL/g.

Se emplearon 20 g de material vegetal en todos los casos. Los experimentos se realizaron en
un reactor de cristal esférico de un litro de capacidad (conectado a un condensador de
serpentin enchaquetado en posicidén de reflujo) dentro de la cavidad del horno, colocado en
el sitio de mayor radiacién determinado previamente (Pérez, 2012). Al finalizar el proceso
se separd el extracto del residuo vegetal utilizando gasa, se filtré bajo presion reducida a
través de telo filtrante.

A los resultados del disefio se les realizo un analisis de varianza (ANOVA) para determinar
las variables con diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. Ademas,
se realizd un analisis de regresidon multiple para determinar a partir del coeficiente de
determinacion (R?) y del coeficiente de determinacion ajustado (Adj. R?) si existe buena
correlacion entre los resultados obtenidos. Para el calculo del punto 6ptimo, se ajustd un
polinomio de segundo orden para la correlacidon entre las variables independientes y la
variable respuesta (rendimiento de polisacdridos totales).

Extraccion por el método tradicional

La extraccién por el método tradicional de reflujo se llevd a cabo en un reactor de cristal de
fondo esférico de 1 L de capacidad donde se utiliz6 20 g de material vegetal, con una
relacion 20 mL/g de etanol al 30 %, durante 2 h a reflujo. Después se separo el extracto del
residuo vegetal utilizando gasa, se filtro bajo presion reducida a través de telo filtrante. El
ensayo se realizé por duplicado.
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Determinacion del contenido de coumarinas totales

El contenido de cumarina se determiné en los extractos por cromatogragia liquida de
alta resolucién (CLAR) en un cromatoégrafo KNAUER, modelo Smarline (Berlin,
Alemania) bajo las siguientes condiciones cromatograficas: Columna: columna
Lichrospher® 100, RP 18 (5 um, 250 mm X 4 mm, Merck, Alemania). Temperatura de
la columna: 25°C, Flujo: 1 mL/min, Detector: UV, Longitud de onda: 274 nm,
Volumen de inyecciéon de 20 pL, Fase mévil: metanol: agua (40:60). (Rodriguez et al.,
2008)

Rendimiento de coumarinas totales
El rendimiento de coumarinas expresados en porcentaje (%) se calcul6 por la siguiente
férmula: (Paulucci ez al., 2012)

coumarinas extraidas (g)
Rendimiento de coumarinas (%) = , % 100
material vegetal empleada (g)

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion de la potencia y el tiempo de extraccion

Para lograr la méaxima eficiencia de extraccion de coumarinas, fue necesario crear un
disefio de experimento (DoE) para encontrar los parametros de operacion apropiados,
donde se optimizaron los siguientes tres factores, temperatura, tiempo de extraccidén y
relacion disolvente/ material vegetal. Esto se realizo bajo un disefio Box- Behenken de
la metodologia de superficie respuesta. En la tabla 1, se muestran las corridas
experimentales del disefio en forma aleatoria con los resultados de la variable respuesta,

donde se evidencia que los rendimientos de coumarinas varian desde 0.023% hasta
0.047%.

Tabla 1. Resultados del disefio experimental

Relacion

Corrida disolveflte Tiempo . Rendimient'o

experimental /material (min) Potencia (W)  de Coumarinas
vegetal totales (%)
(mL/g)

1 15 5 540 0.046

2 15 2 540 0.042

3 10 2 720 0.038

4 10 5 720 0.023

5 10 3.5 540 0.036

6 20 2 720 0.047

7 15 2 900 0.042

8 10 3.5 900 0.037

9 20 3.5 540 0.045

10 20 5 720 0.046

11 15 5 900 0.043

12 20 3.5 900 0.046

13-15* 15 3.5 720 0.045 £ 0.0014

* promedio de los tres experimentos expresados como X£SD.
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Mediante la aplicacion del analisis de regresion multiple a los datos experimentales, las
variables respuestas y las variables independientes se correlacionan a un polinomio de
segundo orden como se muestra en la siguiente ecuacion:

Rendimiento de coumarinas = 0.0531944 + 0.0471667* Relacion disolvente/material
vegetal - 0.0169444*time - 0.00000694444*Potencia - 0.0017*Relacion
disolvente/material vegetal ~2 + 0.00466667* Relacién disolvente/material vegetal
*Tiempo - 0.00888889* Tiempo”2

El analisis de variancia (ANOVA) del modelo de regresion cuadratico muestra que los
valores del coeficiente de determinacion (R?) y del coeficiente de determinacion
ajustado (Adj. R?) fueron 83 y 70 % de manera respectiva, lo que sugiere un alto grado
de correlacion entre los valores observados y predichos, indicativo de un buen ajuste
para este tipo de sistema. De igual modo se evidencido que el parametro que tiene
influencia estadisticamente significativa sobre la variable respuesta es la relacion
disolvente /material vegetal y su interaccion cuadratica (p<0,005).

Un factor critico es el volumen del disolvente a emplear en los procesos de extraccion.
La cantidad debe ser suficiente para asegurar que el vegetal el material se sumerja por
completo en el disolvente durante todo el tiempo de extraccién. En el intervalo
estudiado, el rendimiento de coumarinas se incrementa rapidamente al aumentar la
relacion disolvente/ material vegetal hasta un maximo, lo que se corroboré mediante el
diagrama de Pareto (figura 1)

Standardized Pareto Chart for Rendimiento de coumarinas

A:relacion

>

AA

AB

B:tiempo

C:potencia :|

1 1 1 1 1 1 1

0 1 2 3 4 5 6
Standardized effect

Fig. 1. Diagrama de Pareto para el rendimiento de polisacdridos totales

donde se puede observar que su influencia es en forma positiva. En el grafico de efectos
principales (figura 2) se observa que el rendimiento aumenta al aumentar la relacion
disolvente/material vegetal hasta un punto méaximo donde subsiguientemente
comienza a declinar. En general, una mayor relacién del volumen de disolvente al
material vegetal puede ser muy eficaz en los métodos de extraccidbn convencionales.
Por el contrario, en MAE una relacién mas alta puede disminuir el rendimiento de la
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recuperacion. Cuando la cantidad de disolvente es demasiado alta, el disolvente
absorbe mas energia de microondas y la absorcion de energia de microondas por parte
de la materia prima disminuye, lo que provoca una disminucién en la capacidad de las
microondas para romper las células de la materia prima y el rendimiento de los
metabolitos de interés. (Wang y Weller, 2006; Mason et al., 2011; Salomon S et al.,
2016; Zhang et al., 2021)

Main Effects Plot for Rendimiento de coumarinas
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Fig. 2. Grdfico de efectos principales para el rendimento de coumarinas

Al analizar el tiempo no se evidencié un efecto estadisticamente significativo sobre el
rendimiento de coumarinas bajo las condiciones de estudio (figura 1), sin embargo, a
medida que se incrementa se observa que aumenta el rendimiento hasta un maximo
(figura 2) lo cual podria explicarse debido a que el aumento del tiempo de extraccion
incrementa la efectividad del proceso debido a que la accién de las microondas
favorece la penetracién del disolvente dentro de la matriz s6lida. Esta penetracion se
lleva a cabo de forma répida al inicio del proceso de extraccion debido a la ruptura
celular provocando la desabsorcion de las coumarinas, difundiéndolos al medio
circundante (Prakash y Manikandan, 2012;Aourach et alet al., 2021). Ulterior a ese
méaximo el rendimiento decae, lo cual presupone que una exposicion de tiempo
excesiva pudiera provocar la degradaciéon de los polisacaridos debido la alta
temperatura interna que se genera por la accién de las microondas. (Prakash et al.,
2016; Zhao et al., 2013)

Los resultados del grafico de superficie respuesta (figura 3) muestra que existe un
maximo global el cual corresponde a las condiciones mas favorables para la extraccion
de coumarinas siendo un tiempo de irradiacion de 4 min, relacién disolvente material
vegetal de 20 mL/g y la potencia de 540 W, para una concentracion de coumarinas de
0,048 %.
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Fig. 3. Grdfico de superficie respuesta para el rendimiento de polisacaridos totales

Comparacion de la EAM con el método convencional de extraccion

En la tabla 2 se muestran los tiempos de extraccidon y el rendimiento de extraccion de
coumarinas que se tuvo en cuenta para el analisis de los métodos de extraccion.

Existe una gran diferencia en el tiempo en que se lleva a cabo la extraccion de
coumarinas contenidos en las hojas. Al emplear el método de extraccidbn por
microondas el tiempo de extraccion fue de 4 min, resultando un tiempo 30 veces mas
rapido en comparacioén con el método tradicional.

Tabla 2. Comparacion del método de extraccion tradicional con la extraccion asistida
por Microondas.

Método de Tiempo Relacion Rendimiento de

extraccion disolvente/ coumarinas (%)
material vegetal

Reﬂujo 2h 20 mL/g 0.042 + 0.0018

Microondas 4 min 20mL/g 0,048 + 0,0014

Mediante el proceso tradicional el rendimiento de la extraccién fue de 0,042 £+ 0,0018
%, existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos métodos
(p=0,0232), donde el rendimiento obtenido empleando las microondas es 1,14 veces
mayor que el obtenido por el método tradicional (figura 4).
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Fig. 4. Comparacion entre la extraccion por reflujo y microondas en base al rendimiento de
coumarinas

Con la extraccién asistida por microondas se logran mejores resultados desde el punto
de vista del rendimiento y la velocidad de extraccion respecto al método de obtencidn
tradicional por reflujo en la obtencion del extracto hidroalcoholico a partir de hojas
secas de Justicia pectoralis Jacq.

CONCLUSIONES

En este trabajo se utilizo con éxito un disenilo Box-Behnken de la metodologia de superficie
de respuesta para optimizar los parametros de operacidon. Los resultados mostraron que la
potencia de microondas de 540 W, el tiempo de extraccion de 4 min y la relacion de
disolvente a materia prima de 20:1 fueron las mejores condiciones para la extraccion. En
comparacion con el método tradicional por reflujo, la extraccion asistida por microondas
demostrd superioridad en términos de ahorro significativo de tiempo, con una mayor
recuperacion de coumarinas. Los resultados mostraron que la extraccidén asistida por
microondas puede ser utilizada como un método eficiente para obtener un extracto
hidroalcoholico al 30% de Justicia pectoralis Jacq.
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