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Bixina

Carotenoides

Colorante

Cromatografia

Cromoforos

GLOSARIO

La Bixina pertenece a la familia de los carotenoides.
Colorante amarillo soluble en aceite, insoluble en

agua.

También son llamados tetraterpenoides. Son
pigmentos organicos que se encuentran en las
plantas y otros organismos fotosintéticos. Brindan el
color amarillo, anaranjado o rojo a algunos vegetales.
Los carotenoides se clasifican en dos grupos:

carotenos y xantofilas.

Los colorantes son sustancias que se fijan en otras
sustancias y las dotan de color de manera estable y

permanente.

Es una técnica que permite la separacién de los
componentes de una mezcla debido a la influencia
de dos efectos contrapuestos: retencibn vy

desplazamiento.

Grupo de atomos de una molécula responsables del

color.

Xl



Flavonoides

indice de refraccion

Maceracion

Nor Bixina

Son pigmentos naturales presentes en vegetales.
Brindan color amarillo y anaranjado a muchas
especies botanicas. Se divide en cuatro grupos
principales:  flavonol, flavonona, calcuna vy

antocianina.

Relacion entre la velocidad de la luz en el vacio y la
velocidad de la luz en la sustancia o el medio

transparente.

Proceso de extraccion solido-liquido. Por medio de
este método se extraen los principios activos de una
planta, poniendo en contacto la planta con un

solvente.

Colorante contenido en el achiote, insoluble en aceite

y soluble en agua.

Xl



RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo de graduacion fue extraer el
colorante natural de achiote (Bixa orellana L.) y evaluar si es posible sustituir al
colorante artificial amarillo 5 (tartracina) en la elaboracion de un yogurt. El
colorante fue extraido de las semillas de la planta de achiote, utilizando materia
prima proveniente del municipio de San Miguel Tucuru, del departamento de
Alta Verapaz. Se realizo la extraccion del colorante de achiote utilizando como
solventes: agua, solucion acuosa de KOH al 1, 2 y 3 por ciento, a escala
laboratorio. Para determinar el solvente que producia mayor rendimiento de

extraccion.

A nivel planta piloto se realizé la extraccion del colorante natural, utilizando
como solvente el que brindé mayor porcentaje de bixina extraido. Se aplicé el
colorante natural de achiote extraido, a muestras de yogurt natural y el
colorante de tartracina a otras muestras. Se comprobd que el yogurt que
contiene colorante natural de achiote cumple con los requerimientos de un
producto alimenticio, por medio de un analisis microbiolégico que se llevo a

cabo en el laboratorio LAFYM.

Finalmente se realizaron pruebas de evaluacion sensorial orientadas al
consumidor. Con el objeto de establecer si el consumidor percibe diferencia
significativa entre el color del yogurt en el que se utilizé el colorante de achiote y

el yogurt en el que se utilizo tartracina.

Se confirmd que la bixina es el principio activo del colorante de achiote,

responsable de su color caracteristico. El agua fue el solvente que proporcioné

XIII



mayor porcentaje de extraccion de bixina. Finalmente, se logr6 establecer que
el consumidor percibe una diferencia significativa entre el color, al utilizar el
colorante natural de achiote y el colorante amarillo en un yogurt, con un 95 por

ciento de confiabilidad.
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OBJETIVOS

General

Extraer el colorante natural de achiote (Bixa orellana L.) y evaluar si el

colorante extraido puede sustituir al colorante amarillo (tartracina) al aplicarlo en

un yogurt.

Especificos

1.

Identificar el solvente que produce mayor rendimiento al extraer el

colorante natural de achiote.

Identificar los principios activos del colorante natural de achiote por medio

de cromatografia en capa fina.

Identificar las propiedades fisicoquimicas del colorante natural de achiote

por medio de un tamizaje fitoquimico.

Evaluar las propiedades del producto que contiene colorante natural de

achiote, por medio de un analisis microbiologico.
Determinar si el consumidor percibe diferencia significativa entre el

producto que contiene colorante natural de achiote y el que contiene

tartracina, por medio de una prueba triangular.
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HIPOTESIS

Es factible la sustitucion del colorante artificial amarillo tartracina por el

colorante natural de achiote, en la elaboracion de un yogurt.

. Hipotesis estadistica

o Hol: no existe diferencia significativa en el rendimiento de la

extraccion del colorante natural de achiote, al variar el solvente.

o Ho2: el consumidor no percibe diferencia significativa entre el
producto que contiene colorante natural de achiote y el que contiene
amarillo.

. Hipodtesis alternativa

o  Hil: existe diferencia significativa en el rendimiento de la extraccion

del colorante natural de achiote, al variar el solvente.

o Hi2: el consumidor percibe diferencia significativa entre el producto

gue contiene el colorante de achiote y el que contiene amarillo.
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INTRODUCCION

En la industria alimenticia el color es una caracteristica de gran
importancia, puede provocar que el producto sea atractivo al consumidor o no.
Sin embargo el uso de colorantes artificiales esta siendo muy cuestionado y en
paises europeos se ha prohibido el uso de algunos colorantes artificiales.

El colorante amarillo (tartracina) es utilizado en la elaboracion de dulces,
bebidas, sopas instantaneas, yogurt, salmén y mermeladas, entre otros. No es
recomendable el uso de la tartracina en exceso porque afecta a las personas
alérgicas a la aspirina y algunos colorantes azoicos son cancerigenos. Al igual
gue todos los colorantes artificiales produce hiperactividad en los nifios que

consumen gran cantidad de productos que lo contiene.

En la actualidad existe una tendencia a buscar productos que sean
amigables al medio ambiente y que no afecten la salud. Es por esta razon que
se busca sustituir el uso de colorantes artificiales por colorantes naturales,
como el colorante natural de achiote. Para que este tipo de colorante sea
aceptado como materia prima, debe comprobarse que produce el color que se
requiere, no afecta la salud, no afecta el medio ambiente y que el costo es

menor.

Por esta razon, en el presente trabajo de graduacion se realizo la
extraccion del colorante natural de achiote con tres solventes: agua, solucién
acuosa de KOH 1, 2 y 3 por ciento, a escala laboratorio. A escala planta piloto
se extrajo el colorante de achiote utilizando como solvente agua. Finalmente se

aplicé el colorante a muestras de yogurt y por medio de una prueba triangular al
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consumidor se comprobd que no es posible sustituir al colorante artificial

amarillo.
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1. ANTECEDENTES

Sobre el tema de colorantes naturales existe una gran variedad de

investigaciones realizadas, como las siguientes:

En 1992, en la Universidad Autbnoma Metropolitana de México se realizo
el proyecto titulado Estudio de prefactibilidad y disefio de una planta industrial
para la extraccion del colorante derivado de la semilla del achiote (Bixa orellana
Linn) fue realizado por Francisco Javier Guzman Mejia, Martin Salinas
Castellanos y Victor Manuel Quiroz Sosa. El objetivo principal era proyectar y
disefiar una planta industrial para obtener colorante derivado de la semilla de

achiote.

Los objetivos especificos eran: la sustitucion del color artificial amarillo
namero 5 por bixina natural extraida de la semilla del achiote, seleccionar un
método para la extraccion del colorante, elaborar y aplicar un disefio
experimental adecuado para optimizar el método de extraccion. Se llegé a la
conclusién que el proyecto desarrollado era factible y que de llevarse a cabo el

inversionista recuperaria su capital en seis meses.

En el 2004, Byron Alfredo Quifibnez Figueroa realiz6 un trabajo de
investigacion titulado Extraccion de colorante de chile jalapefio (Capsicum
annuum L.) a nivel laboratorio con tres solventes. El objetivo principal era
extraer pigmentos colorantes del tipo carotenoides contenidos en el chile
jalapefno (Capsicum annuum L.) en estado maduro a nivel laboratorio con tres
solventes. Para lograr este objetivo se utilizaron tres solventes: acetona, etanol

y metanol con 5 repeticiones cada uno. Obteniendo mayor rendimiento en la



extraccion del colorante al utilizar como solvente acetona y es econ6micamente
factible. Se comprobd que los extractos de carotenoides obtenidos del chile

jalapefio son quimicamente parecidos con el colorante artificial rojo sudan.

En el 2005, Claudia Maribel Ac. Santa Cruz asesorada por la ingeniera
Telma Maricela Cano Morales, realizd una investigacion con el titulo Extraccion
a nivel de laboratorio de aceite esencial crudo de pericon (Tagetes lucida Cav.)
y utilizacion del desecho sélido para la extraccion del colorante natural, para su
uso en el tefiido de fibras naturales. Se realizo la extraccion, a nivel laboratorio
de aceite esencial de la planta de pericon empleando el método de extraccién
por arrastre con vapor en caldillo, con el equipo denominado Neoclevenger. Se
utilizé el desecho sélido para la extraccidn del colorante natural empleando el
método de extraccion semicontinua en Soxhlet, con el fin de determinar con qué

solvente se obtienen mejores rendimientos.

Como solventes se utilizaron acetona, metanol y etanol. Se logré llegar a
las siguientes conclusiones: es factible extraer colorante natural del desecho
sélido de pericén y estadisticamente no existe diferencia significativa entre los

tres solventes, sin embargo se obtuvieron mejores resultados con etanol.

En el 2007, fue realizada una investigacion con el siguiente titulo:
Extraccion y caracterizacion fisicoquimica del extracto colorante de la corteza
de aliso comun (Alnus jorullensis Humboldt, Bonpland & Kunth), proveniente de
San Lucas Sacatepéquez, Guatemala. El autor es Mario Roberto Calderdn
Guevara, quien fue asesorado por la ingeniera Telma Maricela Cano Morales.
Se usaron como extractores agua, etanol al 35 por ciento (v/v) y etanol al 70 por
ciento (v/v) y 3 rangos de tamafio de particula de corteza seca: entre 495y 420

micrones, 420 y 297 micrones, entre 297 y 250 micrones.



Llegando a la conclusién que, el extracto con solvente etandlico al 35 por
ciento (v/v) es el que present6 el doble de rendimiento con relacion al agua.
También que el tamafio de particula influye significativamente en el rendimiento.
Logrando mayor rendimiento con particulas de corteza molida entre 297 y 250

micrones.

En mayo del 2008, Edward Mario Augusto Guerrero Gutiérrez asesorado
por la ingeniera Telma Maricela Cano Morales realiz6 el trabajo de investigacion
Lixiviacidbn parametrizada y caracterizacion fisicoquimica a nivel laboratorio del
extracto colorante de la corteza del Quebracho (Lysiloma auritum (Schlitdl)
Benth) proveniente de Jocotan, Chiquimula. El principal objetivo fue determinar
el rendimiento del extracto en la corteza, la velocidad de agitacion del sistema
en revoluciones por minuto y el tiempo de contacto minimo, que debe de tener
el solvente respecto a la materia prima utlizada. EI mayor rendimiento se
obtuvo al utilizar como extracto el etanol al 70 por ciento (v/v). El tiempo de

contacto entre el solvente y el solido debe ser de 15 minutos.

En noviembre de 2008, se llevd a cabo el siguiente trabajo de
investigacion: Lixiviacion de colorantes del tipo flavonoides contenidos en la
corteza de la especie forestal aliso (Alnus arguta (Schidl) Spach), utilizando dos
solventes para su extraccion, a nivel laboratorio fue realizado por Genaro
Francisco Barrera Garcia asesorado por la ingeniera Telma Maricela Cano
Morales. Para alcanzar los objetivos trazados se realizaron extracciones con el
método de maceracion dinamica a reflujo constante en funcién de la relacion
corteza seca/solucion extractora de 1:10 (w/v), con periodos de extraccion de
dos horas a temperaturas de ebullicion de cada solucion extractora. Utilizando
como soluciones extractoras agua, etanol al 35 por ciento, etanol al 50 por

ciento y etanol al 70 por ciento. Concluyendo que al utilizar como solucién



extractora etanol al 50 por ciento se obtuvieron indice de refraccion y densidad

mayores.



2. MARCO TEORICO

2.1. Colorantes

Un colorante es una sustancia que al aplicarse a un material le da color de
forma permanente. Los colorantes son solubles en el producto final. A diferencia
de un pigmento que es insoluble en el material al que se desea dar color,

necesitando un vehiculo que lo adhiera.

Los materiales que tienen color absorben luz en la region visible del
espectro, con una longitud de onda de 380 nandmetros (violeta) a 750
nanometros (rojo). El color que se manifieste en el material sera el
complemento del que absorbe, ya que este color se resta de la luz reflejada. De

esta manera el colorante que absorbe el amarillo tendré color azul.

2.1.1. Colorantes artificiales

Los colorantes artificiales son un grupo de aditivos que han sido muy
usados desde hace muchos afios. Se han utilizado como colorantes artificiales

pigmentos minerales y colorantes organicos sintéticos.

Las ventajas que presentan los colorantes artificiales son las siguientes:
son mas faciles de usar que los colorantes naturales, la mayoria son mas
resistentes a tratamientos térmicos, variaciones de pH y menos sensibles a la

luz que los colorantes naturales.



A pesar de todas estas ventajas son sustancias muy toxicas que pueden
tener efectos fatales para la salud, aunque no se ha comprobado son sefialados
de causar cancer e hiperactividad en los nifios. Ademas para emplearlos,

deben estar certificados por la FDA o Secretaria de Salud.

Con el proposito de evitar el mal uso de los colorantes artificiales en los
alimentos, muchos paises han legislado prohibiendo los que consideran mas
téxicos e indicando la cantidad maxima de ingestion diaria admisible (IDA) de
cada colorante. Lamentablemente las leyes varian de un pais a otro y los
colorantes prohibidos en un pais son aceptados en otros paises.

2.1.1.1. Tartracina

Es un colorante artificial de color amarillo que se presenta en polvo, forma
parte de los colorantes azoicos, tiene un precio alto, es soluble en agua y se
caracteriza por contener grupos azo. En Estado Unidos se le conoce con el
codigo FD&CYellow#5.

Este colorante es utilizado en alimentos y en medicamentos.
Especificamente en la industria alimenticia se utiliza en sopas instantaneas,

yogurt, chicles, caramelos, helados, mermeladas y derivados carnicos.

Al ingerir dosis elevada de este colorante afecta a las personas alérgicas a
la aspirina. Al consumirlo por largo tiempo puede causar cancer e hiperactividad
en los nifios. Aunque lo anterior no se ha comprobado, en muchos paises se

ha limitado su uso.



Figura 1. Molécula de tartracina

Ma0,5"

Fuente: MIZOCH, Lukas. Tartracina http://es.wikipedia.org/wiki/Tartracina.
Consulta: 5 de abril de 2011.

2.1.2. Colorantes naturales

Son sustancias coloreadas que pueden ser de origen animal, vegetal o
mineral. No deben causar dafios a la salud de los consumidores y deben
conferir color al alimento de forma permanente. Otro requisito de los colorantes
naturales es que en el proceso de extraccion no se debe causar dafio al medio

ambiente.

Algunas de las ventajas de los colorantes naturales son las siguientes: no
requieren certificacion para su uso, no afectan la salud y son biodegradables.
Pero tiene como desventajas que en el mercado los colorantes naturales tienen
precios mayores que los colorantes artificiales, la mayoria son sensibles a

cambios térmicos y a la luz.

2.1.2.1. Colorante natural de achiote

Es un colorante muy importante, ya que tiene diversas aplicaciones. Sus
constituyentes principales son la bixina y la nor-bixina. La bixina es un
carotenoide carboxilico, es de color rojo oscuro y su formula empirica es
CasH3004. Es liposoluble, es decir, insoluble en agua pero soluble en grasas y

aceites.


http://es.wikipedia.org/wiki/Tartracina

La nor-bixina es un acido dicarboxilico y su formula empirica es C,4H250,.
Se obtiene al saponificar el grupo éster metilico de la bixina. Es hidrosoluble,

es decir, soluble en agua.

La coloracion de la bixina y la nor-bixina se debe a la presencia de nueve
cromoforos en sus moléculas. Los cromoforos son grupos quimicos que hacen
gue los compuestos que los contienen absorban luz de determinada longitud de
onda dentro de la region del espectro visible. La bixina y la nor-bixina en
concentraciones bajas absorben el color azul de la luz blanca, transmitiendo el
color amarillo que la complementa. La bixina y la nor-bixina en concentraciones
altas absorben de la luz blanca una combinacion de azul y verde, transmitiendo

color rojo

2.1.3. Clasificacion de los colorantes naturales

Los colorantes naturales se obtienen de especies animales o vegetales y
brindan color de forma permanente. Segun su composicion quimica y el color

gue los caracteriza, se agrupan de la siguiente manera:

o Flavonoides: son colorantes amarillos y anaranjados. Muchas especies
botanicas contienen flavonoides, casi el 50 por ciento de tintes naturales
son flavonoides. Se dividen en cuatro grupos principales: flavonol,
flavonona, calcona y antocianina. El perejil y el cartamo contiene

colorantes flavonoides.

o Carotenoides: colorantes amarillos y anaranjados. Se dividen en dos
grupos principales caroteno y xentofila. La zanahoria y el achiote

contienen carotenoides.



Quinonas: colorantes puarpura, escarlata, anaranjado y rojo siena. Se
dividen en dos grupos: antraguinona y naftoquinona. La rubbia cochinilla y
la hena se encuentran dentro de esta clasificacion. Poseen buena
resistencia a la luz solar.

Derivados del indol (indigoides): colorantes azul y purpura. Presentan la
méaxima resistencia a la luz y capacidad para fijarse sobre cualquier tipo de

soporte. Un ejemplo de esta clasificacion es el afil.

Derivados de dihidropilano: colorantes rojo y violeta. Ejemplo: palo de

Brasil.

Derivados de delfinidina: colorantes azules. Ejemplo: hierba de pollo.

Grupo betaleina: colorantes rojos. Se encuentran en el betabel o

remolacha roja, la pitahaya y la tuna roja, entre otros.

Grupo xantonas: colorantes amarillos. Su estructura es parecida a la de

las quinonas. El mango contiene pigmentos amarillos de xantonas.

Grupo clorofila: colorantes verdes provenientes de plantas verdes.

Grupo tanino — pirogallo y catecol: colorante café proveniente del castafio.

2.1.4. Colorantes carotenoides

Los colorantes carotenoides son los que causan el color amarillo,

anaranjado o rojo de algunos alimentos vegetales y animales. Los carotenoides

se dividen en dos grupos estructurales carotenos y xantofilas. Los carotenos
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son hidrocarburos derivados del Isopreno. Las xantofilas son derivados
oxigenados. En los vegetales se encuentran en los coroplastos pero mas

abundantemente en raices, frutas y flores.

El esqueleto estructural basico de los carotenoides esta formado por
unidades de isopreno enlazados covalentemente, bien cabeza-cola, bien cola-
cola; creandose moléculas simétricas. Derivando asi, otros carotenoides de

esta estructura primaria de 40 carbonos.

2.2. El achiote

Es un arbusto, su nombre cientifico es Bixa orellana L., es nativo de las
zonas tropicales de América y se desarrolla principalmente en climas tropicales
y subtropicales. Se cree que el lugar de origen del achiote es la cuenca
amazonica, porque se encontraron especies del mismo género en este lugar.
Este es el motivo de que algunas personas piensen que su nombre cientifico,
es en honor a Francisco de Orellana, descubridor del rio Amazonas. Aunque en
realidad se debe a que contiene gran cantidad de orellina, que es una materia
colorante amarilla. También recibe el nombre de bija, achote, rucu, onoto,
annato, abujo, achuete, acosi, acote, anoto, bicha, biza, caituco, onatillo, piatu y

bixo, entre otros.

Dependiendo de las condiciones ecoldgicas en donde se encuentre,
puede medir de 2 a 6 metros. Tiene una gran capacidad de adaptabilidad y es
resistente a las sequias. Es capaz de producir cosechas abundantes en

condiciones de poca lluvia, presentando una fuerte defoliacion.
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2.2.1. Clasificaciéon taxonémica

El achiote pertenece a la familia Bixaceae y género Bixa. Las cuatro
especies principales son: orellana, excelsa, platicarpa, arborea y urucurana. La

clasificacion boténica del achiote se presenta a continuacion:

Tabla I. Clasificacion taxondmica del achiote
Division Spermatophyta
Subdivision Angiospermae
Clase Dicotiledoneae
Subclase Dialipetala
Orden Guttiferales
Familia Bixaceae
Género Bixa
Especies Orellana L; excelsa G. et.k; platicarpa
R.et.p;arborea H.; Urucurana W.

Fuente: FIGUEROA, Neri. Coleccién y caracterizacion de diferentes materiales de achiote (Bixa

orellana L.) en los departamentos de Suchitepéquez, Retalhuleu y Guatemala. p. 2.

2.2.2. Especies existentes en Guatemala

El achiote se cultiva principalmente en Alta Verapaz, Quiché, Petén y la
costa sur. Segun algunos investigadores, en Guatemala existen dos variedades

de achiote.

o Bixa orellana var, urucurana W.: su fruto tiene forma globosa o aplanada-
globosa de varios tamafios y sus capsulas tienes espinas largas y

flexibles.
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Bixa orellana var. Leiocarpa (K): sus capsulas son lisas y sin espinas.

2.2.3. Descripcion botanica

El achiote es un arbusto muy frondoso y de copa baja y extendida. Sus
ramas inician aproximadamente a un metro del suelo. Puede crecer hasta 5 0 6

metros. Resiste las sequias y con frecuencia produce abundantes cosechas en
condiciones relativamente adversas.

Figura 2. Arbusto de achiote

Fuente: municipio de San Miguel Tucurq, Alta Verapaz.

o Raiz: su raiz principal es pivotante y tiene muchas raices secundarias y

tercearias. Sus raices son lefiosas y cilindricas.

Tallo: su tallo tiene de 20 a 30 centimetros de diametro, es redondeo y su

ramificacion es de tipo dicotbmica. Su corteza esta ligeramente fisurada y
tiene numerosas lenticelas.

Ramas: su coloracion varia de verde a morado, son delgadas y tienden a
lefiosas.
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Figura 3. Ramas de achiote

Fuente: municipio de San Miguel Tucurd, Alta Verapaz.
Hojas: son de forma acorazonada, grandes, cordiformes, de color verde
pardo con algunas vetas rojizas y cuando son maduras de color verde

oscuro. Tienen un peciolo de 4 a 6 centimetros de largo.

Figura 4. Hojas de achiote

Fuente: municipio de San Miguel Tucurd, Alta Verapaz.
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Flores: sus flores son hermafroditas de color blanco a rosado segun la
variedad de achiote de que se trate. Se presentan en paniculas
terminales al final de las ramas. Tienen numerosos estambres y ovario

supero unilocular.

Frutos: son capsulas que estan cubiertas con espinas de diversos
tamafnos y durezas, dependiendo de la especie de achiote. En el interior el
fruto tiene dos valvas que contienen las semillas. Si la capsula tiene mas

espinas tendra mas semillas.

Figura 5. Frutos de achiote

Fuente: municipio de San Miguel Tucuru, Alta Verapaz.
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Figura 6. Frutos de achiote

Fuente: municipio de San Miguel Tucuru, Alta Verapaz.

Semillas: cada capsula contiene de 30 a 60 semillas con un largo
aproximado de 3 a 4 nandmetros. Son pequefias, tienen formas y
tamafios variables. Estan cubiertas por una capa delgada o arilo que
contiene el colorante. La bixina es el colorante principal presente en las
semillas de achiote. La bixina es un carotenoide carboxilico con estructura

similar a la del caroteno.
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Figura 7. Semillas de achiote

Fuente: DE ALBA, Miguel Angel. Las Semillas del fin del mundo. http://www.google.com
.gt/imgres?imgurl=http://periodismoambiental.files.wordpress.com/2008/10/800px-
urucum_bixa_orellana. Consulta: 5 de abril de 2011.

Los componentes de la semilla de achiote son los siguientes:

Tabla Il. Componentes de la semilla de achiote
Componente Porcentaje (%)
Celulasa 40 a 45
Humedad 20 a 28
Pigmentos 4ab5b
Azucares 35ab5.2
Aceite esencial 0.25a0.85

Siendo el colorante principal la bixina

Fuente: FIGUEROA, Neri. Coleccién y caracterizacion de diferentes materiales de achiote (Bixa

orellana L.) en los departamentos de Suchitepéquez, Retalhuleu y Guatemala. p. 4.
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La semilla de achiote tiene un gran valor nutricional, contiene en

porcentaje vitamina A, como se puede ver en la siguiente tabla.

mayor

Tabla lll. Valor nutricional de la semilla de achiote
Componente Composicion (mg/100g)
Calcio 7
Fésforo 10
Hierro 1.4
Vitamina A 45
Riboflavina 0.2
Niacina 1.46
Tiamina 0.39
Acido Ascérbico 12.5

Fuente: DEVIA PINEDA, Jorge Enrique. Planta piloto para obtener colorante de la semilla de

achiote (Bixa orellana L.). p. 10.

2.3. Métodos de extraccion del colorante natural de achiote

El método general, que se utiliza para la extraccion del colorante natural

de achiote es la lixiviacion con solventes volatiles. EI material fresco se pone en

contacto con un solvente, en el que el colorante es soluble. El colorante se

difunde en el solvente y posteriormente se separa del material sin colorante, por

medio de filtracion.

Los solventes que se utilizan deben cumplir con los siguientes requisitos:

o Ser selectivo

o Tener bajo precio

o No ser inflamable

o Tener un bajo punto de ebullicion

o Ser gquimicamente inerte
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Dependiendo del solvente utilizado, se pueden dar los siguientes

variantes, al método antes descrito.

2.3.1. Método tradicional

En el municipio de San Miguel Tucuru, Alta Verapaz, este es el método
que se ha utilizado durante muchos afos, sin embargo el rendimiento de
extraccion es muy pequefio y requiere demasiado tiempo por lo tanto no es
recomendable para la extraccion a nivel industrial. Para iniciar la extraccién, a la
semilla se le realizan lavados con agua caliente, dejandolas en remojo durante
varios dias. Después se separa la solucion coloreada de las semillas por medio
de una malla, la solucién se concentra a fuego lento y cuando adquiere una

forma de pasta, se coloca en moldes y se seca al sol.

Figura 8. Achiote

Fuente: municipio de San Miguel Tucurq, Alta Verapaz.

2.3.2. Extraccion con alcali acuoso

Segun estudios realizados anteriormente, este proceso de extraccion
brinda un mayor rendimiento y mejor calidad del colorante natural de achiote.
La extraccion inicia realizando lavados con solucion alcalina a las semillas de

achiote. Las extractos colorantes resultantes se unen y se neutralizan con
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acido sulfarico, precipitando de esta manera el colorante. Posteriormente se
filtra el colorante y si se desea colorante en polvo se seca a una temperatura
menor a 60 grados Celsius, ya que si la temperatura es mayor degrada el
colorante. La bixina contenida en las semillas de achiote es un acido carboxilico
que al agregarle alcali acuoso, forma sales de alcali soluble en agua, esto
facilita la extraccion del colorante.

2.3.3. Extraccién con aceites vegetales

Este método es muy utilizado cuando el colorante se va a utilizar en
lacteos o en alimentos, ya que es un solvente no téxico. Para extraer el

colorante se diluye en aceite caliente, obteniendo una solucion concentrada.

2.3.4. Extraccién con etanol

En este proceso se realizan cuatro lavados de las semillas de achiote con
etanol, con el fin de extraer todo el colorante que contienen, con agitacion
constante. Finalmente se unen las soluciones coloreadas, se tamiza para

separar las semillas y se seca el colorante obtenido.

2.3.5. Extraccioén con propilenglicol
Este proceso se realiza en frio, aprovechando la alta solubilidad que el

colorante tiene en este solvente. Este proceso es empleado cuando el colorante

es utilizado en lacteos.
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3. DISENO METODOLOGICO

Localizacion

La parte experimental de la investigacion se realizé en la Universidad de

San Carlos de Guatemala y en laboratorios quimicos, especificamente en los

siguientes laboratorios:

Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE), Seccién de
Quimica Industrial, Centro de Investigaciones de Ingenieria, Facultad de

Ingenieria, Universidad de San Carlos de Guatemala.

Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT),
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de
Guatemala.

Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos y Microbiologicos (LAFYM),
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de
Guatemala.

Laboratorio de Analisis y Servicios, S. A. (LASER).

Variables

La extraccion del colorante natural de achiote se realiz6 por medio del

método de lixiviacion con maceracion dinamica. Durante el proceso se tomaron

en cuenta las variables que afectan la extraccion del colorante. Las variables
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que se consideraron durante el proceso de extraccion del colorante natural de
achiote son las siguientes: el solvente, concentracion de solvente, relacion
semilla/solvente, tiempo de agitacion, velocidad de agitacion, pH y temperatura

de secado.

3.2.1. Variables de la extraccién a escala laboratorio

La extraccion a escala laboratorio se realizd con el objetivo de establecer
el solvente que brinda mayor rendimiento. Para realizar la extraccion a escala

planta piloto utilizando el solvente més efectivo, reduciendo los costos.

3.2.1.1. Solvente

Existe una gran variedad de solventes utilizados para la extraccion del
colorante natural de achiote, entre ellos: agua, aceites vegetales, propilenglicol,
etanol, hidroxido de potasio e hidréxido de sodio. Para la presente
investigacién se escogieron como solventes, agua, solucién acuosa de KOH 1,
2 y 3 por ciento. Debido a que en estudios anteriores se ha comprobado que el
hidroxido de potasio produce mayor rendimiento de extraccion. También se
buscaba realizar una comparacion entre el rendimiento del solvente mas

utilizado (agua) con el hidroxido de potasio.
3.2.1.2. Concentracion del solvente
La concentracion del solvente es una de las variables muy determinantes
dentro del proceso de extraccion. Es una de las variables que influyen en el

desprendimiento del colorante de las semillas. Las concentraciones elegidas

para el hidréxido de potasio fueron 1, 2 y 3 por ciento masal/volumen. Las

22



concentraciones son bajas debido a que el colorante se utilizd en alimentos y

porque se trata de una sustancia alcalina.

3.2.1.3. Relacion semilla/solvente

La relacién de la cantidad de semilla con el volumen de solvente utilizado,
es otra variable que influye en el desprendimiento del colorante de la semilla de
achiote. La relacion elegida para esta investigacion fue 1:3 gramos por mililitro,
ya que en investigaciones anteriores es la relacién que ha brindado mayor

rendimiento.

3.2.1.4. Tiempo de agitacion

El tiempo de agitacion debe ser considerado, si no es suficiente puede
causar que parte del colorante quede en las semillas sin desprenderse. Pero si
el tiempo es demasiado grande puede causar que las semillas desprendan
impurezas que pueden dafiar el colorante extraido previamente. Se eligié como
tiempo de agitacion 45 minutos porque es considerado un tiempo medio, que

evitd que se dieran algunos de los casos mencionados anteriormente.
3.2.1.5. Velocidad de agitacion
Esta variable es considerada en la segunda aplicacion de solvente a las

semillas. La velocidad de agitacion es inversamente proporcional al rendimiento

de extraccion, ya que a baja velocidad se obtiene un mayor rendimiento.
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3.2.1.6. pH

En estudios previos, se ha determinado que se obtiene mayor rendimiento
al mantener el pH del colorante en un rango 2-2,5 previo a la filtracion. Para

esto es necesario utilizar acido sulfurico.

3.2.1.7. Temperatura de secado

Si se quiere obtener colorante en polvo es necesario realizar una etapa de
secado después de la filtracién. Segun la literatura es recomendable que esta
temperatura no exceda los 60 grados Celsius, ya que a temperaturas mayores
el colorante se degrada reduciendo automaticamente el rendimiento de la
extraccion. En la presente investigacion se trabajé a una temperatura de 57

grados Celsius en esta etapa del proceso de extraccion.

Tabla IV. Variables de proceso de extraccidén del colorante natural de

achiote a escala laboratorio

Factor potencial de Factores
disefio perturbado-res
]
[%]
(3]

= 2 (4] o o) 03)

[ c S < e} © 2

= o = [ o = )

o ) 7 e S = 8 =

P = S o] S 2 c 3

S (] o () = S ©

p £ © g 5 = 2

a e o = )

£ S [

3

>
1 Solvente | --meeeee- X X
2 Concentracién de solvente g/mL X X
3 Relacion semillas/solvente g/mL X X
4 Tiempo de agitacién minutos X X
5 Velocidad de agitacion rpm X X
6 Acidez pH X X
7 Temperatura de secado °Cc X X

8 Rendimiento de extraccion % X X X

Fuente: elaboracion propia.
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3.2.2. Variables de extraccién a escala planta piloto

El solvente que brindo mayor porcentaje de bixina en la extraccion a
escala laboratorio, fue el agua. La bixina es el principio activo del colorante de
achiote, que le brinda el color que lo caracteriza. Por esta razén, a escala planta

piloto se utiliz6 agua como solvente.

Tabla V. Variables de proceso de extraccion del colorante natural de

achiote a escala planta piloto

Factor Factores
potencial de | perturbadores
disefo
D)
S o s S c s 9 33
= o) 2 L] 2 O] Q Q g
- [ o c o Z O T o
> E o 8 S s | 8¢
&) 2 a) = = | >
1 Solvente | ----mm--- X X
5 Concentracion de Kg/L X X
solvente
3 Relacion KglL | X X
semillas/solvente
4 T'emp(?,de minutos | X X
agitacion
5 VeIo_udqu de rpm X X
agitacion
Acidez pH X X
4 Temperatura de oC X X
secado
8 Rendlmlerjt,o de % X X X
extraccion

Fuente: elaboracion propia.
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3.2.3. Variables en el proceso de aplicacion de las pruebas

de evaluacién sensorial

La prueba de evaluacion sensorial al consumidor se realiz6 para
determinar si percibia alguna diferencia entre el producto que contenia
colorante natural de achiote y el que contenia colorante artificial.

3.2.3.1. Tipo de colorante

A unas muestras de yogurt natural se les aplic6 como colorante amarillo y
a otras muestras el colorante natural de achiote. Con la encuesta se pretendia
descubrir si el consumidor percibia diferencia significativa entre el color que

brinda la tartracina y el del colorante natural de achiote en el yogurt.
3.2.3.2. Numero de panelistas
La encuesta se realiz6 con 10 panelistas no instruidos. A cada panelista
se le proporcionaron 3 muestras identificadas con un nimero de tres digitos.

Dos muestras contenian el mismo colorante y debian identificar cual muestra

tenia un colorante diferente.
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Tabla VI. Variables de proceso de aplicacion de pruebas al consumidor

Factor potencial Factores
de disefo perturbadores
(5]
— [} [}
© = 2 = = )
o o @
o 5 o S © © © 2
. Q = S = ) ) QL 9
S o 2 < 2 S 25| 23
< 5 © > © = = 8o
> E ) o c c E O
(@] = (@] = =
1 Tipo de
colorante | -------- X X
5 Numero de
panelistas | -------- X X
Numero de
3 respuestas | -------- X X X
correctas

Fuente: elaboracion propia.
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3.3. Delimitacion del campo de estudio

La investigacion que se realizé es de tipo experimental — descriptivo, ya
gue se planted hipétesis y se realizé un analisis profundo de las mismas. El
campo de estudio se relaciona con las extracciones industriales,

especificamente a extraccion de colorantes naturales para alimentos.

Figura 9. Delimitacion del campo de estudio

Campo de estudio

Extracciones industriales

Area de investigacion

Colorantes naturales

Linea de
investigacién
Colorantes
naturales para

alimentos

Fuente: elaboracion propia.
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3.4. Obtencion de las muestras

La materia prima vegetal fue obtenida en el municipio de San Miguel
Tucuru del departamento de Alta Verapaz. Estéa localizado a 208 kildmetros de
la ciudad capital de Guatemala y tiene una altitud de 476 metros sobre el nivel
del mar. Predomina el clima célido humedo que favorece el crecimiento de las

plantas de achiote.

Se recolectaron las vainas de achiote para obtener después las semillas.
En el laboratorio se realizé la extraccion del colorante natural de achiote por
medio del método de lixiviacion con maceracion dinamica, con solventes: agua,
solucion acuosa de KOH 1, 2 y 3 por ciento. A escala planta piloto se realizo la
extraccion del colorante natural utilizando como solvente agua y finalmente se
aplico el colorante a muestras de yogurt para comprobar si puede sustituir al

colorante amarillo, por medio de una prueba triangular al consumidor.
3.5. Recursos humanos

Son las personas que se involucran en el desarrollo de la investigacion,
aportando conocimientos, esfuerzo y trabajo. El recurso humano que participd
en el presente trabajo de investigacion es:

Realizadora: Zoila Concepcion Reyes Buenafe

Asesora: Inga. Qca. Telma Maricela Cano Morales

Coasesor: Ing. Qco. Mario José Mérida Meré

29



3.6. Recursos materiales

Comprende la materia prima, cristaleria, reactivos y equipos utilizados en
el desarrollo de la parte experimental de la investigacion. Tanto a escala

laboratorio como a escala planta piloto.

3.6.1. Recursos para la extraccion a escala laboratorio

Son los recursos materiales que se utilizaron en el laboratorio durante la
extraccion del colorante de achiote. Comprende la materia prima, reactivos,

cristaleria y equipo.

o Materia prima

o Semillas de achiote
o  Hidréxido de potasio
o  Acido sulfarico

o  Agua desmineralizada

. Cristaleria

o Balones

o Erlenmeyers

o Micropipetas

o  Varillas de agitacion
o Embudo

o Probetas graduadas
o Frascos opacos

o) Kitasatos
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o Matraces de cuello corto con esmeril
o Pipetas

o Picnédmetro

o Equipo

Figura 10. Plancha de calentamiento

Marca: VWR
Modelo: PC-620
Voltaje: 120V
Frecuencia: 60 Hz
Potencia: 3W

Hecha en Estados Unidos

Fuente: Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE).
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Figura 11. Balanza de humedad

Marca BOECO

Hecha en Alemania

Fuente: Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE).

Figura 12. Balanza analitica digital

Marca: Adventurer

Serie: G1231202040133
Voltaje: 8a 14.5V
Frecuencia: 50 / 60 Hz
Méxima Capacidad: 150 g
Lectura Minima: 0,001 g
Hecha en Estados Unidos

Fuente: Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE).
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Figura 13. Reactores

Marca: Wheaton
US Patente # 3572,651

Hecho en Estados Unidos

Fuente: Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE).

Figura 14. Horno secador al vacio VWR

Marca: VWR

Modelo: 1415 M

Numero de Serie: 1201101
Capacidad: 0.6 pies
cubicos

Frecuencia: 60 Hz
Corriente: 4A

Fuente: Laboratorio de Investigacién de Extractos Vegetales (LIEXVE).
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3.6.2. Recursos parala extraccion a escala planta piloto
Son los recursos materiales que se utilizaron en la planta piloto para el
proceso de extraccion del colorante de achiote. Comprende la materia prima,

reactivos y equipo.

o Materia prima

o Semillas de achiote

o  Agua desmineralizada

o Equipo

Figura 15. Secador eléctrico

Secador eléctrico de bandejas

Flujo transversal

Fuente: Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE).
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Figura 16. Marmita con agitacion

Fuente: Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE).

Figura 17. Marmita con agitacién (parte interna)

Fuente: Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE).
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Figura 18. Balanza digital

Fuente: Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE).

3.7. Técnicas cuantitativas y cualitativas de investigacién

Durante la investigacion se utilizaron técnicas cuantitativas en la
extraccion del colorante natural, las técnicas cualitativas en el analisis de
cromatografia en capa fina, espectrofotometria visible y en las pruebas
sensoriales. Para la evaluacion del rendimiento del colorante natural de achiote,

se utilizaron las siguientes técnicas cuantitativas de la investigacion:

° Extracciéon del colorante natural de achiote

o Se colocaron 100 gramos de semilla fresca de achiote en un
beacker.
o  Se afadieron 300 mililitros de solvente, en relacion 1,3 semilla -

solvente.
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Se dejo en maceracion estética por 12 horas.

Se separaron las semillas del extracto colorante de achiote.

A las semillas se le agregaron 300 mililitros de solvente.

Agitacion por 45 minutos.

Separacion de las semillas del extracto colorante.

Union de los extractos colorantes de las dos etapas.

Se agreg0 acido sulfarico al 10 por ciento masa/volumen.

Filtracion del colorante natural de achiote.

Secado del colorante de achiote a una temperatura de 50 grados
centigrados.

Se determind el peso del colorante extraido con una balanza digital.
El rendimiento se obtuvo al dividir el peso del colorante entre el peso

de materia prima y multiplicarlo por 100.
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Figura 19. Diagrama de flujo de la extraccion del colorante natural de

achiote

- on 1
KOH 1%

KOH 2%
KOH 3%

ISemiIIasiSolventel

A\j

Remojar semilla Senmilla

)

Remojar semilla

Suspension coloreada

J Suspension coloreada—,
i i ) ., 45 min
Semillas sin colorantes— Agitacion 140
RPM

Suspension coloreada sto4J

|

Precipitacion

|

Filtracion al vacio

PH2-25

A

Secado en horno |T<60=c

v
Moler pasta de
colorante

v

Pesar colorante en
polvo

Fuente: elaboracion propia.
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Densidad de colorante natural de achiote

o  Se determind el peso tara del picnédmetro, con una balanza digital.

o  Se coloco el colorante de achiote en un picnémetro con la ayuda de
una micropipeta.

o Después se tapo el picnbmetro para que el colorante ocupara el
volumen total del picnémetro.

o  Se determiné la masa del colorante de achiote utilizando una balanza
digital.

o La masa del colorante de achiote se obtuvo al restarle el peso tara
del picnémetro.

o La densidad se establecio al dividir la masa del colorante dentro del

volumen del picnémetro.

indice de refraccién

o  Se limpio el prisma utilizando etanol y agua desmineralizada.

o  Se utilizé una micropipeta para agregar 2 gotas de colorante natural
de achiote al prisma.

o  Se encendio la lampara pulsando el interruptor de lado izquierdo y se
ajusto para obtener el brillo correcto en el prisma de medicion.

o  Se observé por el ocular y se ajustd hasta aparecer una linea clara y
definida en el campo de vision, utilizando la perilla de compensacion.

o Se ajustd claro obscuro al centro, girando la perilla de medicion
alineando la linea delimitadora.

o  Se movio el interruptor de la parte inferior izquierda y se leyo la

escala superior.
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Andlisis de cromatografia en capa fina

Preparacion de la muestra

o  Se colocaron 100 miligramos de extracto colorante de achiote en 1
mililitro de metanol.

o  Se agit6 fuertemente la solucion, en un vortex.

o Las soluciones fueron filtradas.

o La solucion filtrada se coloco en un tubo de ensayo con tapon.

Preparacion de las soluciones estandar

o  Se colocaron 5 miligramos de estandar en un beacker.

o  Se mezclo con 10 mililitros de metanol y se agitdo para homogenizar
la solucién.

o Las soluciones fueron colocadas en recipientes cerrados Yy

debidamente identificadas.

Preparacion de la fase movil

o  Se colocaron en un beacker 50 mililitros de acetato de etilo, 5,5
mililitros de acido férmico, 5,5 mililitros de acido acético glacial y 13,5
mililitros de agua.

o  Se tapo la solucién para evitar la evaporacion.

o  Se agité con utilizando un agitador magnético durante 5 minutos.

o  Se coloco la mezcla en una camara cromatografica.
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Preparacion de la placa cromatografica

Se cort6 una placa de 10 cm x 18 cm de un cromatofolio de alumnio
de silicie gel y se realiz6 lo siguiente.

Se traz6 con lapiz, una linea horizontal un centimetro arriba de la
parte inferior de la placa.

Se marcaron en la linea horizontal, 17 puntos, dejando 1 centimetro
de separacion entre cada uno.

Se inyectaron con un capilar 5 microlitros de cada solucién preparada
(muestra + metanol), en cada punto y soluciones estandar.

Se tuvo cuidado de que la muestra fuera pequefa.

Desarrollo de la placa cromatografica

Se coloco la placa dentro de la cAmara que contenia la fase movil.
Se dejo que las lineas que aparecian, llegaran a una distancia de 2
centimetros abajo del borde superior de la placa.

Se retird la placa y se colocé en la campana de extraccion, para que
secara la fase movil.

Se rocio la placa con solucion reveladora.

Se observaron con luz ultravioleta los puntos que coincidian con los
puntos de las soluciones estandar, identificando de esta manera la

presencia de colorantes tipo flavonoides.

Espectrofotometria visible

o

o

o

Se pesaron 25 miligramos de cada muestra de colorante de achiote.
Se colocaron en un tubo de ensayo.

Se mezclo con metanol y se homogenizo la mezcla.
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o  Lamezcla se traslado a un balon aforado de 25 mililitros.

o  Se aforé con mas metanol.

o Las soluciones fueron analizadas en un espectrofotometro donde se
obtuieron las graficas que muestran la relacion entre absorbancia vrs
longitud de onda, para determinar el porcentaje de bixina de cada

muestra.

o Prueba sensorial al consumidor triangular

o A 10 panelistas no intruidos se les presentaron 3 muestras de yogurt.
o  Las muestras estaban numeradas con tres digitos.

o Dos de las muestras tenian el mismo colorante.

o Los panelistas debian marcar en la encuesta, el numero de muestra

gue tenia un colorante diferente.

3.7.1. Andélisis estadistico de los datos

En la primera parte se realizaron extracciones del colorante de achiote a
nivel laboratorio, utilizando cuatro solventes diferentes. El objetivo principal de
esta parte era identificar el solvente que produce mayor rendimiento de
extraccion para utilizarlo posteriormente, a escala planta piloto. Por medio del
método Anova se realizé un analisis de varianza, para determinar si existe
diferencia significativa entre los rendimientos de extraccion con un nivel de

confianza del 95 por ciento.

El modelo del experimento es aleatorio de un solo factor con cuatro
diferentes solventes, tres repeticiones y un total de doce corridas. Para
determinar el nimero de corridas que se iban a realizar experimentalmente se

realizé el siguiente analisis:
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a= una especie para analizar
k = 4 solventes
n= 3 repeticiones

Numero total de tratamientos = (3) (3) (1) =12

Tabla VII. Tabla de tratamientos para anélisis factorial
Solvente | Solvente | Solvente | Solvente | Solvente .
— Total Media
repeticion A B C D
1 Xi1a XiB Xic Xip X1 Xy
2 Xaa Xz8 Xac X2p X2 X2
3 Xaa X3 Xac X3p X3 X3
Total )_(A )_(B )_(C )_(D ZXT ]
Media Xa Xs Xc Xb Xt

Fuente: MENDOZA APAZA, Fernando. Anova de recepcién de sefiales celulares en el medio

ambiente http://www.monografias.com/trabajos29/recepcion-senales-celulares/recepci

on- senales-celulares.shtml#Comentarios. Consulta: 5 de abril de 2011.

Para comprobar las hipotesis planteadas en el presente trabajo de

investigacion se utilizé el método Anova, se utilizaron las siguientes ecuaciones:

SST

g k-1 _MT

Wt oom MSE
n-k

(ZXJ'E
2
Suma de cuadrados total: SStotal = ZX - .

Suma de cuadrados debido al tratamiento: SST = Z[

(Ecuacion 3)

(Ecuacion 4)

M b

EE]_(ZX)E

Suma del cuadrado del error: SSE = SStotal — SST
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Tabla VIII.

Tabla de andlisis de varianza Anova

Fuente de | Grados Suma de Media de F F
Variacion de cuadrados cuadrados (calculado) | (Critico)
Libertad
Tratamientos k-1 SST SST/(k-1)=MST | MST/MSE Tabla
Error N-k SSE SSE/(n-k)=MSE
Total N-1 SS Total

Fuente: MENDOZA APAZA, Fernando. Anova de recepcién de sefiales celulares en el medio

ambiente http://www.monografias.com/trabajos29/recepcion-senales-celulares/recepci

on- senales-celulares.shtml#Comentarios. Consulta: 5 de abril de 2011.

El F critico se buscé en las tablas de Anova con un nivel de significancia

de 0,05 por ciento y con los siguientes grados de libertad.

K-1=4-1=3
N-k=12-4=8
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Figura 20. Distribucion de Fisher
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Cyan o a2 ma e el ] 194 F 198 F 10 19 1948 185 1S | 1es
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300 | 300 |z | 2as | 280 | 2vs | 268 | 262 | 254 ) 251 | 24F 1 243
500 | 29 | 2my | 2w | am | 2ev | 2e0 | 25% | 246 | 242 238 0 1M
206 | 285 | 27| 2r0 | 2es | 2e0 | 253 | 248 | 239 | 235 231} AW

g
BR BREEE
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1%

3.26
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in
168 06 | 290 | 20| 2vi | o2pa ) ase [ 254 ] 2R | 240 | 233 | 228 ) 238 | 220
163 a0 | o285 | 274 | 2ee | 250 | 2se | 245 | 24z | 23 | 28| 2| 219 | 218
| 2% age liogy 270 | 281 | 255 | zam | 248 | 2@ | 2w | 283 | 299 215 | 10
hame | syl agy |\ arr | 2es | o2sa | o2si | 2es| 2an | 2w | 23y | zia | 2ns | o201 ) 20
base| 3va 200 o7e | 2ea | 25| zam | Eep |z | o2mo | 23| 206 | 20 | 207 200
L a3 | 30 | zer | an | zeo | o251 zas | 23 | 235 | 2Em | 220 | 202 | 208 | 2G40 199
aar | apy | o | e | 257 | zan | 2ar | 2oy | 23| 2ES | ZiE | 210 | 205 | 201 | 196
raa | qns | 2se | 266 | 255 | 248 | 2o | 23¢ | 230 | 223 | 2o | 207 | 209 | w8 | 14
3 | apa | 2m | ozee |2sa | zaa | zav | a | zE | zam | 203 | 205 @01 | 196 | 14
“aan | am | zra | ozer | 2 | zep | 238 | 230 | 23 | 28 ) 211 | 203 | 198 ) 1S4 1B
339 | 299 | 276 | 200 | 240 | zeo | 23¢ | 228 | 234 | 26 | 209 | 201 | 196 | 162 | 147
am a1 | 221 | 218 | 200 | 201 | 193 | vme | vea | 179
2 e e i | Bia | 22| 2ee | 200 vse | 1me | v7e | 1aa | vis
nas |2 b osea bosay | 22e lai7 | 20 | zoda | 199 | vge | 184 | 075 0T0 | 165|158
{ aea | aas | 2me | zaa | zoo | 2oz | vee | vs | 183 [ 075 [ 186 f 161 | 185 | 1.50
Vsen | a7 | 22 | 200 | 200 | voa | ves | 83 | 078 | 187 | 17| 152 ] 146 ] 139

o

Fuente: MENDOZA APAZA, Fernando. Anova de recepcion de sefiales celulares en el medio
ambiente http://www.monografias.com/trabajos29/recepcion-senales-celulares/recepci
on- senales-celulares.shtml#Comentarios. Consulta: 5 de abril de 2011.

El F critico es igual a 4,07, es decir que si los datos que se obtengan

experimentalmente brindan un F calculado mayor de este valor, se rechazara la
hipotesis nula.
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Gréafica de distribucién Anova

Figura 21.
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Fuente: MENDOZA APAZA, Fernando. Anova de recepcion de sefiales celulares en el medio
ambiente http://www.monografias.com/trabajos29/recepcion-senales-celulares/recepci

on- senales-celulares.shtml#Comentarios. Consulta: 5 de abril de 2011.

En la segunda parte, se realiz6 una prueba sensorial al consumidor,
especificamente una prueba triangular en la que se buscaba determinar si
existe diferencia significativa entre el yogurt que contenia colorante amarillo no.
5y el que contenia colorante natural de achiote. Para lograrlo la encuesta fue
aplicada a 10 panelistas, con una confiabilidad de 95 por ciento si se obtienen
como minimo 7 respuestas correctas se establecera que existe diferencia

significativa entre los dos productos, como lo indica la siguiente figura.
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Figura 22. Tabla de prueba triangular

Numero de respuestas correctas necesarias para establecer diferencia
significativa
Numero de Nivel de Significancia
Juicios 5% 1% 0.1%
7 5 6 7
8 6 7 8
9 6 7 8
10 7 8 9
11 7 8 9
12 8 9 10
13 8 9 10
14 9 10 11
15 9 10 12
16 10 11 12
17 10 11 13
18 10 12 13
19 11 12 14
20 11 13 14
21 12 13 15
22 12 14 15
23 13 14 16
24 13 14 16
25 13 15 17

Fuente: HERNANDEZ ALARCON, Elizabeth. Evaluacion sensorial. p. 99.

3.8. Recoleccién y ordenamiento de la informacion

Durante la parte experimental del presente trabajo de investigacion se
ordenaron y recolectaron los datos obtenidos de rendimiento de extraccion de
colorante natural de achiote, densidad e indice de refraccion y respuestas

brindadas en la prueba sensorial al consumidor.
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Tabla IX. Rendimiento extractivo de colorante natural de achiote, a
escala laboratorio

Solvente | Corrida | Peso de Peso del Rendimiento

semilla extracto (%)
(@) colorante(g)

1 100 1,93 1,93
Agua 2 100 0,15 0,15
3 100 2,16 2,16
1 100 3,76 3,76
KOH 1 % 2 100 3,28 3,28
3 100 1,60 1,60
1 100 5,46 5,46
KOH 2 % 2 100 5,75 5,75
3 100 7,80 7,80
1 100 5,03 5,03
KOH 3 % 2 100 5,00 5,00
3 100 5,40 5,40

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla X. Densidad del extracto colorante de achiote, a escala

laboratorio
Solvente Corrida Densidad (g/mL)
1 0,8961
Agua 2 1,0063
3 1,0071
1 1,0106
KOH 1 % 2 1,0115
3 1,0125
1 1,0262
KOH 2 % 2 1,0263
3 1,0275
1 1,0172
KOH 3 % 2 1,0209
3 1,0219

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XI. indice de refraccion del extracto colorante de achiote, a
escala laboratorio

Solvente Corrida indice de Refraccion
1 1,3370
1,3350
1,3360
1,3620
1,3720
1,3750
1,4430
1,4460
1,3420
1,5745
1,5650
1,5720

Agua

KOH 1 %

KOH 2 %

KOH 3 %

W N P W N P WO N P W DN

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XII.  Identificacion de flavonoides por cromatografia en capa fina

Solvente Estandar
Quercetina Rutina Acido clorogénico Acido cafeico
Agua - - - -
KOH 1 % - - - -
KOH 2 % - - - -
KOH 3 % - - - -

Positivo + negativo -

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XIII. Porcentaje de bixina obtenido por medio de cuantificacién de

espectrofotometria visible a 475 nanémetros

Solvente Porcentaje de Bixina
Agua 22,70
Solucién acuosa KOH 1 % 14,86
Solucién acuosa KOH 2 % 13,50
Solucion acuosa KOH 3 % 14,45

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XIV. Resultados obtenidos en la prueba sensorial al consumidor,
prueba triangular

Respuesta Numero de panelistas
Correcta 10
Incorrecta 0

Fuente: elaboracion propia.

3.9. Tabulacién, ordenamiento y procesamiento de la informacion

En el presente trabajo de graduacion se tabularon, ordenaron vy
procesaron los datos obtenidos en la medicién del rendimiento de extraccion de
colorante natural de achiote, densidad, indice de refraccion y respuestas
brindadas por los panelistas en la prueba sensorial al consumidor. Obteniendo

de esta manera, las siguientes tablas:
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Tabla XV. Rendimiento extractivo del colorante natural de achiote, a

escala laboratorio

Solvente | Corrida | Peso Peso del | Rendimiento | X to
de extracto | (%)
semilla | colorante
(9) (9)
1 100 1,93 1,93
Agua 2 100 0,15 0,15 1,41 | 1,10
3 100 2,16 2,16
1 100 3,76 3,76
KOH 1 % 2 100 3,28 3,28 2,88 | 1,13
3 100 1,60 1,60
1 100 5,46 5,46
KOH 2 % 2 100 5,75 5,75 6,34 | 1,28
3 100 7,80 7,80
1 100 5,03 5,03
KOH 3 % 2 100 5,00 5,00 5,40 | 0,22
3 100 5,40 5,40

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XVI. Densidad del extracto colorante de achiote, a escala

laboratorio

Solvente | Corrida Densidad (g/mL) X to
1 0,8961
1,0063 0,97 0,064
1,0071
1,0106
1,0115 1,01 0,001
1,0125
1,0262
1,0263 1,03 0,001
1,0275
1,0172
1,0209 1,02 0,002
1,0219

Agua

KOH 1 %

KOH 2 %

KOH 3 %

W N P W N P WO N P W DN

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XVII. indice de refraccién del colorante natural de achiote, a

escala laboratorio

Solvente Corrida indice de X to
Refraccion
1,3370
1,3350 1,34 0.001
1,3360
1,3620
1,3720 1,37 0.007
1,3750
1,4430
1,4460 1,41 0.059
1,3420
1,5745
1,5650 1,57 0.005
1,5720

Agua

KOH 1 %

KOH 2 %

KOH 3 %

Wl N | W N| P W N | W N| =

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XVIIl.  Identificacién de flavonoides por cromatografia en capa fina

Solvente Identificacién de Informacion
Flavonoides adicional
Agua Negativo
Solucion acuosa KOH 1 % Negativo
- i Anexo 1
Solucion acuosa KOH 2 % Negativo
Solucién acuosa KOH 3 % Negativo

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XIX. Porcentaje de bixina obtenido por medio de cuantificacién
de espectrofotometria visible a 475 nan6metros

Solvente Porcentaje de Bixina Informacion
adicional
Agua 22,70
Solucién acuosa KOH 1 % 14,86
— Anexo 2
Solucién acuosa KOH 2 % 13,50
Solucién acuosa KOH 3 % 14,45

Fuente: elaboracion propia.
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3.10. Analisis estadistico

En la primera parte para determinar que solvente brinda mayor

rendimiento de extraccion de colorante natural de achiote, se realizé un analisis

de varianza.
. Rendimiento extractivo del colorante natural de achiote a escala
laboratorio
Tabla XX. Tratamientos para analisis factorial del rendimiento
extractivo del colorante natural de achiote
Solvente Solvente | Solvente | Solvente | Solvente Total Media
repeticion A B C D
1 1,93 3,76 5,46 5,03 16,18 4,05
2 0,15 3,28 5,75 5,00 14,18 3,55
3 2,16 1,60 7,80 5,40 16,96 4.24
Total 4,24 8,64 19,01 15,43 47,32
Media 1,41 2,88 6,34 5,14 3,95

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXI. Andlisis de varianza Anova del rendimiento extractivo
del colorante natural de achiote, a escala laboratorio
Fuente de Grados de Sumade Media de F F
Variacion Libertad cuadrados cuadrados (calculado) | (critica)
Tratamientos 3 44,0989 14,6996 14,09 4,07
Error 8 8,3466 1,0433
Total 11 52,4455

Fuente: elaboracion propia.

Se realiz6 un andlisis de varianza (Anova), para determinar la aceptacion

o rechazo de las hipoétesis estadisticas, los resultados se analizaron mediante

una distribucién de Fisher con un 95 por ciento de confiabilidad comparando F

calculada con F critica, segun los siguientes criterios:

o F calculada mayor que F critica, se rechaza la hip6tesis nula y se acepta

la hipétesis alternativa.

o F calculada menor que F critica, se acepta la hipétesis nula y se rechaza

la hipotesis alternativa.

o Prueba triangular al consumidor
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En la segunda parte se realizé una prueba triangular al consumidor en
donde se aplicé una encuesta a 10 panelistas, obteniendo los siguientes

resultados.

Tabla XXIl. Anélisis estadistico de prueba triangular al consumidor

NUumero minimo
de respuestas
. Respuestas
NUumero de correctas para
: correctas Respuesta
panelistas establecer )
i . obtenidas
diferencia
significativa
Rechazo de
hipoétesis nula
10 ! 0 Aceptacién de
hipotesis
alternativa

Fuente: elaboracion propia.
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4. RESULTADOS

Se presentan a continuacién las figuras y gréficas de los resultados
obtenidos en la extraccion del colorante natural de achiote a escala laboratorio,
escala planta piloto, propiedades fisicoquimicas y en la prueba sensorial al

consumidor del colorante aplicado en un yogurt.

Tabla XXIII. Rendimiento extractivo de colorante natural de achiote a
escala laboratorio

Solvente Rendimiento (%)
Agua 2,08 +0,13
Solucion acuosa KOH 1 % 3,44 + 0,27
Solucion acuosa KOH 2 % 5,57+0,16
Solucion acuosa KOH 3 % 5,14 + 0,22

Fuente: elaboracion propia.

Figura 23. Rendimiento extractivo de colorante de achiote, a escala
laboratorio
S
g6
©
s B Agua
s 4
Q
o M KOH 1%
€
E 2 - KOH 2 %
5 m KOH 3 %
[ 0 -
o
Solvente

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXIV. Densidad del extracto colorante de achiote, a escala

laboratorio
Solvente Densidad (g/mL)
Agua 0,970 £+ 0,064
Solucion acuosa KOH 1 % 1,012 + 0,001
Solucién acuosa KOH 2 % 1,026 + 0,001
Solucion acuosa KOH 3 % 1,020 + 0,003

Fuente: elaboracion propia.

Figura 24. Densidad del extracto colorante de achiote
1,04
1,03
1,02
8
g 101
(=]
s 1
S B Agua
20,99
5 B KOH 1%
80,98
2 M KOH 2 %
$ 0,97
a EKOH3 %
0,96 -
0,95 -
0,94 -
1
Solvente

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXV. indice de refraccion del extracto colorante de achiote, a

escala laboratorio

Solvente indice de Refraccion
Agua 1,336 + 0,001
Solucion acuosa KOH 1 % 1,370 + 0,007
Solucién acuosa KOH 2 % 1,410 + 0,059
Solucion acuosa KOH 3 % 1,571 + 0,005

Fuente: elaboracion propia.

Figura 25. indice de refraccion del extracto colorante de achiote
1,6
1,55
1,5
f=
e
S 1,45
.g H Agua
S 14
9 B KOH1%
Q
2 135 " KOH 2 %
[=
= 13 - ®KOH 3 %
1,25 -
1,2 -

1
Solvente

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXVI. Identificacién de flavonoides por cromatografia en capa

fina
Solvente Identificacion de Flavonoides
Agua Negativo
Solucion acuosa KOH 1 % Negativo
Solucién acuosa KOH 2 % Negativo
Solucion acuosa KOH 3 % Negativo
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXVII. Porcentaje de bixina obtenido por medio de

espectrofotometria visible a 475 nandmetros

Solvente Porcentaje de Bixina
Agua 22,70
Solucién acuosa KOH 1 % 14,86
Solucién acuosa KOH 2 % 13,50
Solucion acuosa KOH 3 % 14,45

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 26. Porcentaje de bixina en el extracto colorante de achiote
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXVIII. Rendimiento de la extraccion de colorante natural de

achiote a escala planta piloto, solvente agua y relacion

semilla-solvente 1:3

Rendimiento
Lote de semilla de achiote 10 Kg
Solvente (Agua) 30L
Colorante extraido 0,03206 Kg
Rendimiento 0,3206 %

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXIX.  Anélisis microbiolégico

Andlisis Resultado

Recuento de coliformes totales <3 NMP/g

Recuento de coliformes fecales <3 NMP/g
Aislamiento e identificacion de .

Ausencia

Escherichia coli

La muestra satisface

Conclusion los criterios de
calidad
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXX. Prueba triangular, sensorial al consumidor
NUmero de panelistas 10
NUumero minimo de respuestas
correctas para establecer diferencia 7
significativa
Numero de respuestas correctas 0
Aceptacion de
Resultado . _
hipotesis alternativa

Fuente: elaboracion propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

La presente investigacion a nivel de trabajo de graduacion tuvo como
objetivo principal extraer el colorante natural de achiote y evaluar si puede
sustituir al colorante amarillo (tartracina) al aplicarlo a un yogurt. Las semillas
de achiote fueron recolectadas en el municipio de San Miguel Tucurt del
departamento de Alta Verapaz, en las casas de la localidad. Esta a 476
kilometros sobre el nivel del mar y predomina el clima calido humedo que
favorece el desarrollo de plantaciones de achiote. La cosecha de achiote se
recolecta en los meses de febrero y marzo, se cortaron las vainas de donde

posteriormente se obtuvieron las semillas.

Para lograr los objetivos planteados se realizo la extraccion de colorante
natural de achiote por medio del método de maceracion dinamica (lixiviacion
sélido - liquido). En la primera etapa se extrajo el colorante con cuatro
diferentes solventes agua , solucién acuosa de hidroxido de potasio 1, 2 y 3 por
ciento, a escala laboratorio; para determinar el solvente que brinda mayor
rendimiento extractivo, analizar los principios activos del colorante y las

propiedades fisicoquimicas.

En la tabla XXIll es posible observar que el agua fue el solvente que
brindé el menor rendimiento extractivo igual a 1,41 + 1,10 por ciento y la
solucion acuosa de KOH al 2 por ciento fue el solvente de mayor rendimiento
extractivo de 6,34 + 1,28 por ciento. La figura 23 muestra una grafica que
permite observar la tendencia del rendimiento extractivo en funcion del
porcentaje de hidroxido de potasio, utilizado como solvente. EI modelo

matematico que representa esta relacién es el siguiente y = -0,665 x* +
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3,45967x +1,0813 un polinomio de grado dos equivalente a una grafica curva

que presenta un punto maximo.

Para establecer este punto el polinomio se igualé a cero y se determino
que segun la tendencia de los datos obtenidos en el laboratorio, el maximo
rendimiento extractico utilizando como solvente una solucion acuosa de
hidroxido de potasio igual a 2,62 por ciento masa/volumen. ElI modelo
matematico tiene un coeficiente de determinacién (R?) igual a 0,65, por lo tanto,
describe de forma adecuada el comportamiento del rendimiento extractivo en
dependencia de la concentracion de hidroxido de potasio utilizada en la

extraccion del colorante.

En la figura 23 se observa que al incrementarse la concentracion de
hidroxido de potasio aumenta el rendimiento extractivo hasta alcanzar un punto
maximo, después de este punto la tendencia es contraria. La primera parte de
la grafica se debe a que durante la extraccion del colorante natural de achiote
se da una reaccién de hidrdlisis alcalina en donde la Bixina (insoluble en agua)
contenida en las semillas de achiote se transforma en una sal de &cido
dicarboxilico que recibe el nombre de: norbixina, (soluble en agua). El aumento
de iones hidroxilo en la solucion favorece esta reaccidén y por consiguiente la

extraccion de pigmentos colorantes.

Después de alcanzar el punto maximo en la grafica y al aumentar la
concentracion de hidroxido de potasio en el solvente, el rendimiento extractivo
se reduce. Esto se debe a que los principales pigmentos presentes en las
semillas de achiote son carotenoides, que se caracterizan por su elevado grado
de insaturacion, favoreciendo reacciones colaterales como la isomeracion y

oxidacion.
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La tabla XXI contiene el analisis de varianza Anova de los rendimientos
extractivos obtenidos en el laboratorio. Se realiz6 un analisis estadistico
unifactorial y las muestras fueron extraidas en orden aleatorio para reducir el
error. Con los datos tedricos y utilizando la distribucion de Fisher se establecid
una F critica igual a 4,07, segun el andlisis de los datos obtenidos en el
laboratorio se llegé a obtener una F calculada igual a 14,09. Como la F
calculada es mayor que la F critica se rechaza la hipoétesis nula y se acepta la
hipétesis alternativa. Afirmando de esta manera, que el rendimiento de
extraccion del colorante natural de achiote tiene diferencia significativa en

relacion con el solvente que se utiliza, con un 95 por ciento de certeza.

La densidad es una propiedad intensiva de la materia, es decir, que es
una caracteristica particular de la sustancia sin importar la cantidad de muestra
con que se cuente. En la tabla XXVI, se encuentra la densidad de los extractos
colorantes obtenidos en el laboratorio los valores varian de 0,9698 + 0,064
gramos por mililitro a 1,0267 + 0,001 gramos por mililitro. Es decir que la

densidad del colorante de achiote es ligeramente superior a la del agua.

El indice de refraccion es el coeficiente entre la velocidad de la luz en el
vacio y la velocidad de la luz en un medio determinado, en este caso el
colorante de achiote. La tabla XXV, contiene los indices de refraccion
determinados en el laboratorio que estan comprendidos en el intervalo de 1,34
+ 0,001 a 1,57 + 0,005. Los resultados obtenidos, del indice de refraccion
indican que la velocidad de la luz en el vacio es mayor a la velocidad de la luz

en el colorante de achiote.

Se realiz6é un analisis de cromatografia en capa fina al colorante natural de
achiote en donde la presencia de flavonoides fue negativa. Asimismo, se realiz6

un estudio de espectrofotometria visible a 475 nandmetros, en donde se
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identifico la presencia de bixina que es un carotenoide. Este resultado coincide
con la teoria en donde se afirma que la bixina es el principal componente del
colorante de achiote. Pues la bixina es el principio activo que le da el color

amarillo-rojo al achiote.

En la tabla XXVII se muestran los porcentajes de Bixina obtenidos por
medio de una cuantificacion de espectrofotometria visible a 475 nanémetros,
con cada uno de los solventes utilizados en el laboratorio. Los resultados
demostraron que utilizando como solvente agua el colorante tiene un mayor
porcentaje de bixina igual a 22,70 por ciento y el menor porcentaje se obtuvo al
utilizar como solvente solucién acuosa KOH 2 por ciento igual a 13,50 por
ciento. Tomando en cuenta lo anterior se toma la decision de utilizar agua como
solvente en la extraccion a escala planta piloto, porque brinda un mayor

porcentaje de bixina, es mas efectivo, menos toxico y econémico.

La tabla XXVIII muestra los resultados de la extraccion de colorante
natural de achiote a escala planta piloto utilizando como solvente agua, con una
relacion semilla-solvente 1:3. El rendimiento fue muy bajo pues se utilizaron 10
kilogramos de semilla de achiote fresco y se obtuvieron Unicamente 0,03206
kilogramos de colorante natural de achiote. Esto se debi6é a que en la extraccion
a escala planta piloto no se cont6 con el sistema al vacio para realizar la
filtraciébn, como en el laboratorio. Por lo tanto se realizd la filtracion por

gravedad, perdiendo de esta manera colorante.

El colorante natural de achiote extraido a escala planta piloto se aplico a
una muestra yogurt natural y posteriormente se le realiz6 un analisis
microbiolégico en el laboratorio LAFYM, los resultados fueron positivos y
determinaron ausencia de Escherichia Coli, coliformes totales y coliformes

fecales menores a los parametros establecidos por la ley. Estableciendo de esta
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manera, que el producto que contiene colorante natural de achiote retne los
requisitos minimos para ser ingerido por los consumidores. Estos resultados se

muestran en la tabla XXXII.

Finalmente, se realiz6 una prueba sensorial al consumidor, prueba
triangular. En la tabla XXIX se encuentran los resultados obtenidos en esta
prueba, en donde 10 personas percibieron la diferencia entre los productos que
contenian los dos tipos de colorante. Debian de identificar la diferencia entre los
colorantes menos de 7 personas para aceptar la hipotesis nula. Por lo que se
acepto la hipotesis alternativa, afirmando que para el consumidor, con un 95 por
ciento de confianza, existe diferencia significativa entre el producto que contiene
colorante natural de achiote y el producto que contiene colorante amarillo. Esto
se debid a que el colorante de achiote proporciond un color rosado al yogurt,
esto se debe al alto contenido de bixina que contiene el colorante. Podria

utilizarse para sustituir a un colorante rojo.
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CONCLUSIONES

El mayor rendimiento extractivo obtenido en el laboratorio fue igual a 6,34
+ 1,28 por ciento y se obtuvo al utilizar como solvente solucion acuosa de

hidréxido de potasio al 2 por ciento masa por volumen.

Existe diferencia significativa entre los rendimientos de extraccion de
colorante natural de achiote, al variar la concentraciéon de hidroxido de

potasio en el solvente utilizado.

El colorante natural de achiote, obtenido en el laboratorio, no contiene

flavonoides.

Mediante espectrofotometria visible se comprobd que la bixina es el
componente principal del colorante natural de achiote obtenido en el

laboratorio.

El colorante natural de achiote que contiene mayor porcentaje de bixina,

es el obtenido al utilizar como solvente agua.
El colorante natural de achiote extraido, utilizando como solvente agua,
tiene una densidad promedio igual a 0,9698 gramos por mililitro y un

indice de refraccion promedio de 1,34.

El producto que contiene colorante natural de Achiote, satisface los

criterios de calidad, segun analisis microbiologico.
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El mayor porcentaje de bixina en el extracto colorante de achiote, se

obtuvo al utilizar como solvente agua y fue igual a 22,70 por ciento.
El consumidor percibe diferencia significativa entre el producto que

contiene colorante natural de achiote y el producto que contiene colorante

amarillo, con un 95 por ciento de confiabilidad.
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RECOMENDACIONES

Aplicar los extractos colorantes de achiote en el proceso de tincion de

fibras naturales como lana y algodon.

Aplicar los extractos colorantes de achiote para sustituir a un colorante

rojo.

Realizar la extraccion de colorante natural de achiote, con otros

solventes para comparar rendimientos.
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Apéndice 1. Encuesta de prueba sensorial al consumidor

PRUEBA TRIANGULAR

NOMBRE: FECHA

NOMBRE DEL PRODUCTO

Frente a usted hay tres muestras de yogurt dos son iguales y uno diferente,

saboree cada una con cuidado y marque con una X la muestra diferente.

Muestras Muestra diferente

369

267

468

COMENTARIOS:

iGracias por su colaboracion!

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 2. Requisitos académicos

Balance de masa Flujo de
y energia IQ1 "] fluidos 1Q2
Transferencia
N A de calor 1Q3
=l i
Matematica Matematica st 2 Matematica
basica 1 basica 2 aplicada 3
Matematica Transferencia N Extracciones
intermedia 3 de masa 1Q4 industriales
Quimica 3 —# Quimica 4 ﬁ
Quimica Fisicoquimica Fisicoquimica LIRS LEERib e
orgénica 1 W i —» qz fisicoquimica —m fisicoquimica
1 2
Analisis

cualitativo

Fuente: elaboracion propia
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Apéndice 3.

Mucha materia
prima (achiote)
no se
aprovecha
industrialmente
en esta region.

ll

Diagrama de arbol

[

Bajos
rendimientos de
extraccion

No existe una industria
que se arriesgue a
implementar el uso del
colorante natural de
achiote en la
elaboracion de yogurt

Se pierda la oportunidad de
participar en la industria de los
colorantes naturales

]

El colorante se utiliza
Unicamente para condimentar las
comidas, dentro del hogar

-%_--

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 4. Recoleccién de materia prima, achiote, en el municipio de

San Miguel Tucuru, Alta Verapaz

—
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Continuacion del apéndice 4.

Vainas de achiote recolectadas
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Continuacion del apéndice 4.

Achiote recolectado

Fuente: municipio de San Miguel Tucurd, Alta Verapaz.

Apéndice 5. Método tradicional de extraccion colorante natural de
achiote, en una casa del municipio de San Miguel

Tucuru, Alta Verapaz
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Continuacion del apéndice 5.

Método tradicional de extraccion

Fuente: municipio de San Miguel Tucurq, Alta Verapaz.
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Apéndice 6. Obtencion de las semillas de las vainas de achiote.

Fuente: municipio de San Miguel Tucuru, Alta Verapaz.
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Apéndice 7. Extracciéon de colorante natural de achiote a escala
laboratorio
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Continuacion del apéndice 7.

Agitacion de semillas con solvente

Separacion del extracto colorante de las semillas de achiote
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Continuacion del apéndice 7.

Precipitacion de colorante de achiote, después de agregar el acido sulfurico
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Continuacion del apéndice 7.

Filtracion al vacio del extracto colorante de achiote

Fuente: Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales LIEXVE.

94



Apéndice 8. Extraccion de colorante natural de achiote a escala planta

piloto

Materia prima, semillas de achiote

Tamizaje de semillas de achiote
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Continuacion del apéndice 8.

Semillas de achiote con solvente en maceracion estatica

b S5

Semillas de achiote separadas del primer extracto colorante

Semillas de achiote y solvente, en maceracion dinamica
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Continuacion del apéndice 8.

Separacion del extracto colorante de las semillas
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Continuacion del apéndice 8.

Filtracion por gravedad, del extracto colorante
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Continuacién del apéndice 8

T ...
—— e
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Continuacién del apéndice 8

Envasado del colorante natural de achiote
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Continuacién del apéndice 8

Fuente: Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales LIEXVE.
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ANEXOS
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Anexo 1. Identificacion de flavonoides por medio de cromatografia en
capafina

Fuente: Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales, LIPRONAT, Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia, USAC.
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Anexo 2. Identificacién de porcentaje de Bixina por medio de
espectofotometria visible

Solvente: agua

Fuente: Laboratorio de Analisis y Servicios, S. A.
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Continuaciéon del anexo 2.

Identificacion de bixina por medio de espectrofotometria visible a 475
nanémetros, solvente: solucién acuosa KOH 1 por ciento

Fuente: Laboratorio de Analisis y Servicios, S. A.
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Continuaciéon del anexo 2.

Identificacion de bixina por medio de espectrofotometria visible a 475
nanémetros, solvente: solucién acuosa KOH 2 por ciento

Fuente: Laboratorio de Analisis y Servicios, S. A.
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Continuaciéon del anexo 2.

Identificacion de bixina por medio de espectrofotometria visible a 475
nanémetros, solvente: solucién acuosa KOH 3 por ciento

Fuente: Laboratorio de Analisis y Servicios, S. A.
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Anexo 3. Andlisis microbiolégico de muestra de yogurt con colorante

natural de achiote

Fuente: Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos y Microbioldgico LAFYM.
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Anexo 4. Informe de resultados obtenidos en la extraccién de
Colorante de achiote, en el Laboratorio de Investigaciéon de
Extractos Vegetales (LIEXVE)

um CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

0.T. No. 30186
No. Informe LIEXVE-QI 19-2013

Interesado: Zoila Concepcion Reyes Buenafe. Camet No. 2003-13382.

Proyecto: Trabajo de Graduacién: “Extraccién y evaluacion del colorante natural de achiote (Bixa
orellana L.) como sustituto del colorante E-102 amarillo No.5 tartracina, en la elaboracion de
un yogurt.*

Muestra 1 lote de semilla de achiote.

Fecha: Guatemala, 25 de noviembre de 2013.

Se obtuvieron los rendimientos de la extraccion de colorante de achiote, utilizando semilla fresca y entera con
cuatro diferentes solventes, agua, solucion acuosa de hidréxido de potasio al 1%, 2% y 3% miv. Con una
relacion semilla-solvente de 1:3

RESULTADOS
Tabla No.1. Porcentaje de rendimiento de extracto colorante de achiote extraido con diferentes solventes
a escala laboratorio.
Porcentaje de rendimiento de extracto colorante de achiote® (%)
Solvente R1 R2 R3 Promedio t o
Agua 1.83 0.15 216 141£1.10
Solucién acuosa de KOH 1% 3.76 3.28 1.60 2881113
Solucién acuosa de KOH 2% 5.46 575 7.80 6.34+128
Soluci6n acuosa de KOH 3% 5.03 5.00 5.40 5141022

“Muestra proporcionada por el interesado

Tabla No.2. Indice de refraccién de colorante de achiote extraido con diferentes solventes a escala
Indice de refraccion
Solvente R1 R2 R3 Promedio £ o
Agua 1.3370 1.3350 1.3360 1.34 £ 0.001

Solucién acuosa de KOH 1% 1.3620 1.3720 1.3750 1.37 £ 0.007
Solucién acuosa de KOH 2% 1.4430 1.4460 1.3420 1.41 £ 0.059

Solucién acuosa de KOH 3% 15745 1.5650 1.5720 1.57 +0.005
“Muestra proporcionada por el interesado
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Continuaciéon del anexo 4.

mE CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

Tabla No. 3. Densidad de extracto colorante de achiote, extraido con diferentes solventes, a escala
laboratorio.
Densidad (g/mL)
Solvente R1 R2 R3 Promedio + o
Agua 0.8961 1.0063 1.0071 0.97 + 0.064

Solucién acuosa de KOH 1% 1.0106 1.0115 1.0125 1.01 £ 0.001
Solucién acuosa de KOH 2% 1.0262 1.0263 1.0275 1.03 £ 0.001

Solucién acuosa de KOH 3% 1.0172 1.0209 1.0219 1.02 £ 0.002
proporci poreli do

Tabla No. 4. Porcentaje de rendimiento de extracto colorante de achiote, a escala planta piloto.

Porcentaje de rendimiento de extracto colorante de achiote (%)
Solvente Lote (Kg) | Volumen del Solvente (L) | Rendimiento (%)
Agua 10 30 0.3206
M proporci por el ir d
ANEXOS

Figura No. 1. Obtencion del fruto y semilla de achiote.
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Continuaciéon del anexo 4.

HE CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

Figura No. 2. Preparacion de las muestras de semilla de achiote con solvente.

Figura No. 3. Separacion del extracto colorante obtenido de las semillas de achiote.

Figura No.4. Precipitacién del colorante de achiote agregando &cido sulfirico al 10% m/v y filtracion al vacio.
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Continuaciéon del anexo 4.

L ]| CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

Figura No. 5. Maceracién dinamica para obtencién de extracto colorante de achiote a escala planta piloto,
utilizando relacién semilla-solvente 1:3 a 45 rpm y filtracion por gravedad.

Figura No. 6. Extracto colorante de achiote en polvo, obtenido a escala plata piloto
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Fuente: Laboratorio de Investigacién de Extractos Vegetales.
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