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Todo lo que te viniere a la mano para hacer, hazlo segun tus fuerzas;
Porque en el seol, adonde vas, no hay obra, ni trabajo, ni ciencia,
Ni sabiduria

Eclesiastés, 9:10

No hay nada peor que tu mente y fortaleza sea esclava de la sociedad,
Tu libertad es tu fortaleza, tu fortaleza es tu mente, tu mente son tus éxitos,

Tus éxitos son tus limitaciones, tus limitaciones la sociedad.

Patricia Lopez Velazquez
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GLOSARIO

Carotenoide:

Cromatografia:

EINECS:

Eritema;:

Isbmeros:

Licopeno:

pH:

Phyllum:

Pigmentos:

Sustrato:

Taxonomia:

Tintes:

Toxicidad:

F.1.Q.

GLOSARIO

Sustancia que se encuentra en las frutas y vegetales de color amarillo
y naranja, y en las verduras de hojas verde oscuro.

Técnicas de separacion selectiva de moléculas, en las que los
componentes de una mezcla compleja pueden ser identificados y/o
purificados.

(Inventario Europeo de Sustancias Quimicas Existentes), es un
namero de registro dado a cada sustancia quimica comercialmente
disponible en la Union Europea entre el 1 de Enero de 1971 y el 18 de
Septiembre de 1981.

Lesion cutanea caracterizada por enrojecimiento de la piel.

Propiedad de ciertos compuestos quimicos que con igual formula
quimica, proporciones relativas de los atomos que lo conforman,
presentan estructuras moleculares distintas.

Pigmento vegetal, soluble en grasas, que aporta el color rojo
caracteristico a los tomates, sandias. Pertenece a la familia de los
carotenoides como el S-caroteno.

Potencial hidrogeno (pH) como el logaritmo negativo de la actividad
de los iones hidrégeno pH= -logio (H").

Filo o phylum es el rango de clasificacion que esta entre reino y clase
(taxonomia).

Pigmento sustancia colorante, obtenida de minerales o sustancias
orgénicas que mezcladas con aglutinantes constituyen los diferentes
tipos de pinturas o patinas.

Un substrato o sustrato es una especie quimica que se considera, de
forma explicita, objeto de la accion de otros reactivos.

Ciencia de ordenar a los organismos en un sistema de clasificacion
compuesto por una jerarquia de taxones anidados.

Sustancia con la que se le da color a un objeto o cosa (usualmente
tejido, ropa o cabello) sobre el que ya tiene.

Medida usada para medir el grado toxico 0 venenoso de algunos

elementos.
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RESUMEN

EXTRACCION Y PURIFICACION DE COLORANTES APARTIR DE ACHIOTE
(ANNATO)
Por:
Patricia Lopez Velazquez
Noviembre del 2007
Licenciatura en Ingenieria Quimica

Dirigida por: Dra. Ma. Del Carmen Chéavez Parga

Los pigmentos naturales han tomado importancia en la industria alimenticia, ya que su
toxicidad es nula, el estudio de ellos es importante. Bixa orellana (achiote, annato), es el
pigmento carotenoide extraido de las semillas de la planta, de estas se obtiene Bixina y
Norbixina. En México a pesar de las grandes producciones de achiote no existe ninguna
empresa para la extraccion del pigmento.

El presente estudio tiene como finalidad implementar la extraccion de los colorantes
del achiote, un método simple, econémico, y con un rendimiento aceptable de la extraccion,
empleando medios alcalinos para la obtencion del colorante, utilizando como disolventes el
KOH y NaOH. El carotenoide obtenido de las extracciones fue la Norbixina que se identificd
y comparé con un colorante comercial utilizando cromatografia en capa fina presentando un
Rt de 0.75. Obtenido el colorante se efectud la separacion de grasas y otros componentes
presentes por el método de cromatografia en columna por elucion. Mediante
espectrofotometria en infrarrojo se corroboro la presencia de ambos compuestos en el
extracto, identificando el grupo carboxilo a 3385 cm™. Se empleo un disefio de experimentos
Box-Behnken de 15 ensayos, de tres variables (Relacion semilla: volumen de KOH,
temperatura y tiempo) con tres niveles, que permitié encontrar las mejores condiciones para la
extraccion del colorante, encontrando que las variables mas significativas fueron la relacion
semilla-volumen de KOH y temperatura.

El achiote tiene en su semilla un 8% de colorante y con el método utilizado (alcalino)
se logré extraer alrededor de un 7.5 % del colorante de la semilla, efectudndose en un tiempo
aproximado de 4 horas, lo que permitié establecer la metodologia para el proceso de

extraccion del colorante del achiote.
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SUMMARY
Extraction and Purification of Dyes from The Achiote (ANNATTO).

From:
Patricia Lopez Velazquez
November 2007
Chemical Engineering Degree

Adviser: Dra. Ma. Del Carmen Chéavez Parga

The natural pigments have taken importance in the food industry, since its entirety is
null, the study of these is important, the annatto, Bixa orellana (achiote), is the carotenoide
pigment extracted from the seeds of the plant, from these are obtained bixin and norbixin, in
Mexico, despite the large achiote productions there is no company for the extraction of this
pigment.

The present study has as purpose to implement the extraction of the colorings of the
achiote, a simple, economic method, and with an acceptable yield of the extraction, using
alkaline means for the obtaining of the coloring, using as dissolvent the KOH and NaOH. The
obtained carotenoide of the extractions was the Norbixina that was identified and it compared
with a commercial coloring using thin layer chromatography presenting at Rf 0.75. Obtained
the coloring the separation was made of fatty and other present components for the
chromatography method in column for elution. By means of adsorption in infrared you
corroborate the presence of both compounds in the extract, identifying the group carboxyl to
3385 cm-1. With the use a design of experiments Box-Behnken of 15 rehearsals, of three
variables (Relations seed: volume of KOH, temperature and time) with three levels that he
allowed to find the best conditions for the extraction of the coloring, finding that the most

significant variables were the relations seed-volume of KOH and temperature.

The annatto has in his seed an 8% dye and with the method used (alkaline) was
achieved 7.5% coloring of the seed, to be in a time of approximately 4 hours, it that was
allowed to establish the methodology for the process of extraction of the coloring of the

anatto.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION
En este capitulo se definen las clases de achiote que existen, el nombre con el que se le
conoce en diversos lugares de México y en otros paises, y la importancia que tiene esta planta

como pigmento.

1.1 Generalidades

Los colorantes naturales se dividen en “tintes” y “pigmentos”. Los tintes se definen
como compuestos que interaccionan quimicamente con el sustrato coloreado (p. e. textiles).
Por otro lado, los pigmentos, muy usados en la industria farmacéutica, no forman enlaces
quimicos con el sustrato, y para que pueda adherirse a la superficie del sustrato se tiene que
mezclar con un adhesivo (Escobar, 2005).

Los aditivos que son utilizados como sustancias colorantes pueden ser obtenidos por
sintesis quimica en la industria (colorantes sintéticos) o provenir de fuentes naturales como
los vegetales (colorantes o pigmentos naturales). En los dltimos tiempos los colorantes
sintéticos han sido cuestionados debido a sus efectos toxicoldgicos, inclusive algunos han
sido eliminados de algunas legislaciones, (Tocchini y Zerlotti, 2001). Lo anterior aunado a la
tendencia que tienen los consumidores, sobre todo en los paises desarrollados, comprar
alimentos con un minimo o nulo contenido de sustancias sintéticas; ello ha provocado que el
uso de colorantes naturales vaya en aumento y sustituyendo a los sintéticos (Salas, 2003).

Los colorantes naturales han tomado gran importancia en la industria alimenticia,
textil, lactica, carnica, condimentaria, cosmética, farmacéutica, y otras. El color de
presentacion que se le de a estos productos es significativo para su venta, el achiote es uno de
los colorantes naturales mas utilizados en estas industrias, de esta planta se obtiene la Bixina y
la Norbixina (en forma cis y trans), en la actualidad son pocas las empresas que se dedican a
la extraccion de estos colorantes (Kenia, Per(, Brasil e India), en México a pesar de las

grandes producciones de achiote no existe ninguna empresa para la extraccién de éstos.

1.1.1 Nombres populares del achiote en México y otros paises
En Meéxico: axiotl (ndhuatl), acanguarica (purépecha, Michoacan), aual (totonaco,

Veracruz), ornato, uruca, recaudo rojo (Yucatan), kiui, dixub (maya), bosh (tzotzil, Chiapas),
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achiotillo (Chiapas), cuypuc (popoluca, Veracruz), chancuarica, patuca (Morelos), joosh
(tojolabal, tzeltal, Chiapas), uchuvid (zapoteco, Oaxaca), achi-ol (chontal, Oaxaca), achut
(mixe, Oaxaca). En otros paises: bija, ufiafié, onoto, eroya, chancanguarica, pumacoa, rocou,
chagerica, onoto, orellana, ranota, rocuyer (Francia), uruct (Brasil, Argentina, Galicia y
Portugal), annato, lipstick tree (EU), (Smith y col., 1992).

Achiote, es el pigmento carotenoide extraido de las semillas del Orellana tropical de
Bixa. El arbol del achiote fue nombrado en honor a Francisco de Orellana, explorador del
Amazonas. Los aztecas utilizaron el extracto del achiote como un textil y tinte del cuerpo (las
mujeres lo utilizaron como l&piz labial) y como colorante del alimento (fue agregado, con

vainilla, a la bebida, al cacahuatl cacao), (Giuliano y col., 2003)

Figura 1.1. (a) Fruto verde, semillas, (b) Fruto maduro, (c) Flor y (d) semillas del achiote (Sandi,
2003; Vazquez, 1999).

1.1.2 Variedades

Empiricamente se conocen algunas variedades distinguidas por caracteristicas de color
y forma de las capsulas (Compendio de Agronomia Tropical 1989).
* Variedad de flor rosada y capsula morada.
* Variedad de flor blanca y capsula verde.
* Variedad con capsula sin espina.

Las flores blancas tiene un 10.4 % de colorante, las flores rosadas tienen un 8.0 % de
colorante, sin embargo, en los mercados nacional y extranjero no se establece diferencia de

precios (Smith y col., 1992).
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El color de los alimentos es un atributo que tiene mucho peso dentro del juicio del
consumidor, este puede llegar a ser determinante para que un comestible sea aceptado o
rechazado. La industria alimentaria utiliza una serie de sustancias, mejor conocidas como
aditivos; que tienen como funcién primordial impartir alguna coloracion en particular o
simplemente resaltar la que por naturaleza tienen las materias primas o, en su caso, de los
procesos tecnolégicos en la coloracién del producto final (Escobar, 2005).

Para abastecer la creciente demanda de colorantes naturales sin problemas de
legislacion, se procede a la extraccion de los pigmentos presentes en los tejidos vegetales o
animales por medio de diferentes métodos, cada uno presenta sus limitantes y ventajas.

El colorante obtenido de las semillas de achiote, esta compuesto en su mayoria por el
carotenoide Bixina, que se utiliza en la industria lactica, carnica, condimentaria, cosmética,
farmaceutica, etc.; es un colorante natural exento de certificacion. En la industria es necesario
analizar las materias primas, los productos intermedios y los productos terminales, el
laboratorio es el eje de la industria.

La Bixina se encuentra en forma cis, pero se transforma en la forma trans con los
tratamientos térmicos utilizados habitualmente en la extraccion del pigmento, con aceite
caliente. La Norbixina tiene una estructura semejante, pero con los dos grupos acidos libres,
se utiliza como sal sodica, de modo que al mezclar el colorante con los alimentos, que tienen
pH é&cido, precipita la forma no ionizada. Esto tiene la ventaja de que el alimento queda
coloreado, pero no “destifie” (Food and Drug Administration “FDA”, 2001).

La Organizacion Mundial de la Salud “OMS” ha reconocido que su toxicidad es nula
para el consumo humano asi como para su aplicacion en la piel y la C.C.E. autorizo su empleo
(N°. E 160b).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general
Generar y evaluar las condiciones para la obtencion del colorante Bixina y/o

Norbixina a partir del achiote.

1.2.2 Objetivos especificos
+ Encontrar las condiciones adecuadas para la extraccion del colorante.

+ Identificar los componentes presentes en el colorante.
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+ Realizar un disefio de experimentos para tener las mejores condiciones de la extraccion
de colorante.

+ Implementar el proceso para la extraccién y purificacion del colorante del achiote.

1.3 Justificacion

Hoy en dia el uso de los colorantes es vital en los productos puestos en el mercado,
esto debido a que en algunos se usan los colorantes para mejorar su apariencia y color, esto
significa el rechazo o la aceptacion de estos de parte del consumidor, esta situacion no sélo es
comun, sino que se ha convertido en una necesidad.

Después de la segunda guerra mundial, el descubrimiento de los colorantes sintéticos
(derivados del petréleo, del aluminio y del carbon) sustituyd el uso de los naturales. La
importancia de los colorantes de origen vegetal habia decaido. Actualmente se buscan
colorantes naturales como sustitutos de los artificiales (Food and Drug Administration
“FDA”, 2002).

En la década de los afios 1970 se detectd que muchos de los colorantes sintéticos
utilizados en la industria eran Cancerigenos. En los ultimos afios la industria de alimentos ha
reducido considerablemente la lista de colorantes permitidos, y por el contrario ha comenzado
a utilizar los colorantes naturales que de acuerdo con la legislacion norteamericana no
requieren certificacion (Food and Drug Administration “FDA”, 2002).

Los colorantes sintéticos certificables son, aprobados para su uso por la Food and
Drug Administration “FDA”. En los Estados Unidos existen ocho colores certificados que
son: Amarillo #5, Amarillo #6, Azul #1, Azul #2, Naranja B, Rojo citrus, Rojo #40, Verde #3.
Los aditivos colorantes exentos de certificacion incluyen los pigmentos derivados de fuentes
naturales tales como vegetales o animales, entre ellos se incluyen los colorantes obtenidos de
las semillas (la pepa) del aguacate y del achiote asi como extractos vegetales (Food and Drug
Administration “FDA”, 2002; Programa conjunto FAO/OMS, 2006).

En 1990 la Food and Drug Administration “FDA” de Estados Unidos prohibi6 el uso
de algunos colorantes sintéticos definitivamente. Si bien en la mayoria de los paises las leyes
solo limitan el uso de los colorantes artificiales, las prohibiciones también alcanzaron a los
naturales, el uso de colorantes se tiene que declarar en los empaques de todos los productos y,
después de los escandalos mencionados, los consumidores prestan mucha atencién a estas
leyendas, evitando comprar alimentos que contienen colorantes, independientemente de su

origen.
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Los industriales han vuelto los ojos nuevamente hacia los colorantes naturales, dentro
de los cuales la Bixina, extraida del achiote, tiene un gran potencial. Es una sustancia con alta
resistencia a los agentes quimicos, por lo que resulta muy apropiada para colorear todo tipo de
alimentos y bebidas, (Smith y col., 1992).

El achiote tiene gran importancia econémica y cultural en muchos paises. Muchas son
las estrategias que se han buscado para cambiar las formas de produccién. Por su naturaleza
quimica, los colorantes pueden ser inorganicos y organicos. El cultivo del achiote no requiere
de muchos cuidados, pero en la actualidad no existen muchas empresas que se dediquen a la
extraccion de sus colorantes.

Se sabe hasta el momento que el mejor rendimiento de las semillas del achiote se
obtiene por medios alcalinos, aunque las empresas como Kalsec, Biocolor entre otras, estan
investigando la forma de aumentar este rendimiento o minimizar el tiempo de extraccion. En
este trabajo se realizaran extracciones con disolventes alcalinos, que permitiran encontrar las

mejores condiciones de extraccion para el proceso de obtencion de colorantes del achiote.

1.4 Hipotesis

El desarrollo de un disefio de experimentos permitird obtener las mejores condiciones
de extraccion del colorante, mediante la combinacion de las variables de proceso: relacion de
Semilla de achiote-volumen de disolvente, temperatura de extraccion, que no exceda de 60° C
(a temperaturas mayores se degrada el carotenoide) y tiempo de agitacion, el cual ayudara a

desarrollar y describir la metodologia adecuada para el proceso de extraccion.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

En este capitulo se describen las caracteristicas de la planta del achiote, su cultivo y la
produccién que se tiene en México y otros paises, la planta ademas de utilizarse como
colorante, se usa también como una planta medicinal, cada parte de ella es aprovechada, y su
cultivo no requiere de gran cuidado.

Se hace referencia de la obtencion de la sintesis de la Bixina y Norbixina de las
extracciones que existen actualmente y de los usos permitidos de achiote y maximos niveles

de adiccion.

2.1 Cultivo

Paises como México, con climas tropicales y semi-tropicales, presentan condiciones
agroecoldgicas apropiadas para el cultivo del achiote, ademas de que existe un conocimiento
tradicional de gran valor sobre la planta. Dada la creciente demanda de colorantes naturales en
el mercado internacional y la excelente calidad de la Bixina, el cultivo de achiote tiene la
posibilidad de ser econdmicamente rentable. Ademas, la extraccion de los colorantes (Bixina
y Norbixina) de la planta es relativamente sencilla, y es posible establecer pequefias industrias
caseras para procesar la semilla y extraer el colorante, que de esta manera tiene un mayor
valor en el mercado.

Latino América produce el 60% del achiote del mundo, seguido por Africa (el 27%) y
Asia (el 12%). Los precios para las semillas del achiote dependen de la produccion y varia de
US $2000 por tonelada a US $600 por tonelada entre 1985 y 1995 (Ministro de Agricultura,
2002). En el afio 2000 Perd produjo 4,482 toneladas de semilla; otros paises productores son
Kenia, Costa de Marfil, Senegal, Brasil, Ecuador, Bolivia y Filipinas. En México, segun el
censo de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion de
2000, se produjeron en Campeche 515 toneladas, en Quintana Roo 721, en Tabasco 35 y en
Yucatan 147 toneladas para consumo nacional (Smith y col., 1992).

Los principales paises consumidores son Estados Unidos, Europa, China, Japdn, India,
Brasil y Argentina. Sudamérica, Europa y Estados Unidos, en donde se utiliza para mejorar la
presentacion de productos lacteos, quesos, mantequillas, margarinas, manteca, grasas,
productos carnicos, derivados de pescado, fideos, caramelos, helados, chocolates, palomitas

de maiz, aderezos para botanas, bebidas refrescantes, y productos del cuidado del cuerpo, por
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que tiene la caracteristica de ser insipido, por lo que no altera el sabor de los alimentos. Otro
uso industrial importante es en la elaboracion de jabones y cosméticos, tanto que en inglés
también se le conoce como lipstick tree, (Smith y col., 1992; Mercadante, 2003).

El caso del achiote es especial, debido a que su explotacion industrial en el pais, ain
no se produce, sin embargo las posibilidades de producirlo son enormes, dada la serie de

aplicaciones précticas que tiene.

2.2 Sistema agroforestal

Puede adaptarse a sistemas de estratos multiples, donde los estratos superiores no
proporcionen una sombra densa. Arbol asociado a sistemas agroforestales de la sabana, en
Tabasco: arbol-café, cacao, naranja (Tabla 2.1). Frecuentemente encontrada en el huerto familiar

maya (Yucatan). Esta planta se ha empleado para rehabilitar sitios donde hubo explotacién minera

Tabla 2.1. Caracteristicas generales del achiote.

Extension Originaria de América tropical, posiblemente. Se extiende desde Brasil,
Argentina, hasta  México (Campeche, Chiapas, Guerrero, Jalisco,
Michoacén, Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco, Veracruz,
Yucatan

Habitat Prospera en climas de tipo calido humedos, semicélidos y templados, las
condiciones Optimas para cultivar Achiote las retinen aquellas regiones entre
100 y 800 m de altitud, con temperaturas medias entre 20 y 26 ° C y un
maximo de 3 meses de época seca.

Produccion | Empieza a producir semillas desde los 2 afios, pero su produccion normal
comienza a los 4 afios. Un pequefio arbol de Bixa puede producir de 4.5a 5
kg. de frutos y 272 kg. de semillas. Las plantulas crecen rapidamente, a los 4
meses alcanzan una talla entre 15y 20 cm.

Taxonomia | Reino- Bixa orellana, Clase- Magnoliopsida, Subclase-Dilenidas

Orden- Violales, Familia- Bixaceas

Fuente: Zotyen, Q. C., (2002), DGEA. Nueva San Salvador.

2.3 Tolerancia

No tolera sombra densa, las plantulas no soportan la luz directa del sol, firme al viento,
resistente al fuego, pestes y enfermedades, no es severamente afectado por plagas y
enfermedades (Zotyen, 2002).
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2.4 Usos

2.4.1 Adhesivo

De las ramas se obtiene una goma que es similar a la goma arabiga.

Es comestible, (fruta, bebidas, dulces, semilla, aceite, verdura). Como condimento y
saborizante de platillos exoticos mexicanos por ejemplo, la cochinita pibil y el pibil de pollo,

platillos yucatecos (Zotyen, 2002).

2.4.2 Cosmetico
El aceite de las semillas es emoliente y su contenido alto en carotenoides provee
propiedades antioxidantes. Se usa en productos para el cuidado del cuerpo, como son: cremas,

lociones y champd, (Zotyen, 2002).

2.4.3 Insecticida
Algunos indigenas de América del Sur usan el achiote, corteza, fruto (cascara)
adicionandole grasa para frotarse la piel y defenderse del piquete de los mosquitos. La

mancha que deja es muy tenaz, (Zotyen, 2002).

2.4.4 Medicinal

Tiene propiedades y acciones: astringente, antiséptico, emoliente, antibacterial,
antioxidante, expectorante, cicatrizante, febrifugo y antidisentérico. El uso de la hoja:
propiedades diuréticas y antigonorréicas, eritema, erisipela, estomacal, vomito de sangre,
hemorroides, dolor de cabeza y garganta, purgante, desinflamatoria, hipoglicemiante.

La utilizacién de la semilla y el fruto se consideran un antidoto eficaz contra
envenenamiento por Jatropha curcas (dolores abdominales, diarrea, vomito, irritacion de
garganta, gastroenteritis) y Manihotes culenta (manifestaciones disneicas y hasta la muerte del
sujeto). Semilla (molida): sarampidn, viruela, estomaquico, enfermedades del rifién, disenteria
y febrifugo, astringente y ligero purgante. El aceite de las semillas puede usarse con buen
éxito contra la lepra. La pulpa se usa para tratar quemaduras y ampollas. Raiz: digestiva y

antitusiva (Compendio de Agronomia Tropical, 1989).

2.4.5 Caracteristicas fisicoquimicas de la semilla del achiote
La composicion tanto quimica como nutricional de la semilla del achiote es muy

variada, como puede observarse en la Tabla 2.2 (Jaramillo y Mufioz, 1992).
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Tabla 2.2. Composicién quimica, nutricional de la semilla y del colorante del achiote

Composicién quimica (%) Composicion (mg/100g) Composicién (g/100g)
Humedad 8.0-13.0 Calcio 7 Proteinas 12.3-13.2
Proteina 13-14.24 | Fésforo 10 Pectina 0.23
Celulosa 13.8 Hierro 1.4 Carbohidratos | 39.91-47.90
Fibra Cruda 18.48 Vitamina A 45 mg | Cenizas 5.44-6.92
Almidones 11.45 Riboflavina 0.2 Taninos 0.33-0.91
Carbohidratos Acido
Totales 39.91 Aschrbico 12.5 Pentosanos 11.35-14.97
Energia (Kcal) |54 Tiamina 0.39 Carotenoides 1.21-2.30
Ceniza 4.50 -7.97 Niacina 1.46 Beta-caroteno | 6.8-11.30 mg

Fuente: Jaramillo, M. C. A. y Mufioz, M. O. A. (1992). Medellin, Universidad Nacional. Facultad

Nacional de Minas.

2. 5 Mercados
Los principales paises a quienes se les vende semillas de achiote son los Estados

Unidos, Costa Rica, Puerto Rico, Venezuela, Canada. Los principales paises a quienes se les
vende el derivado de achiote Bixina / Norbixina son: Estados Unidos (quien esta demandando
este producto en diferentes concentraciones, siendo la mas solicitada Bixina Cristal al 95%),
Japon, Alemania, Holanda (Purdue University USA, 1989).

Los precios promedios de exportacion presentan una tendencia creciente en los
Gltimos afios, de 2001 a 2005 pasaron de US $1.8 mil por TM a US $3.2 mil por TM. En los
cinco primeros meses de 2006, los precios mantuvieron similar tendencia y crecieron 22%
respecto a un periodo igual en el 2005; este resultado corresponde a los mejores precios
pagados por Japén (16%) y Venezuela (85%). Segun destinos, los precios promedio de
exportacion hacia los principales destinos peruanos (E.E.U.U., Venezuela y Japon) siguieron
la misma tendencia. Hacia E.E.U.U. los precios promedios de exportacion crecieron de US
$1.6 mil por TM a US $8.3 mil de 2001 a 2005. En el mismo periodo los precios de
exportacion hacia Venezuela aumentaron de US $972 a US $1.03 mil por TM, mientras que
hacia Japon fue de US $30.3 mil por TM a US $36.6 mil en 2005 (IEEM, 2007), segun un
estudio de mercado reciente (Alzate, 2005) el precio de venta de los colorantes sintéticos en
polvo es de cerca de $ 35,000 por kilo, mientras que el colorante natural en polvo tendria que

venderse a unos $ 50,000 a $55,000 pesos por kilo.
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Per0 es el primer productor y exportador mundial de achiote, representando un 35% de
la produccién mundial, el otro 65% proviene de Kenya, Brasil, e India. El valor total de las
exportaciones de achiote en 1998 fue de 2 448 miles de ddlares, repartidos en achiote en

grano (989.4 miles de ddlares) y en extracto de achiote (1,459 miles de dolares).

2.6 Colorantes (Bixina, Norbixina)

Hay dos productos principales del achiote, la Bixina y la Norbixina, el pigmento se
encuentra en la superficie en la porcion carnosa (arilo rojo-naranja) que envuelve a la semilla
del achiote (Figura 2.1), son compuestos algo diferentes quimicamente entre ellos, siendo la
Bixina soluble en las grasas e insoluble en agua y la Norbixina a la inversa, el aceite extraido

de las semillas es la principal fuente de los pigmentos Bixina y Norbixina, clasificados como

Figura 2.1. Formas que puede tener la semilla del achiote (Compendio de Agronomia
Tropical (1989).

carotenoides.

Como con el resto de los carotenoides, los extractos del achiote son susceptibles a la
degradacion oxidativa. La Pérdida del color también ocurre por la exposicion prolongada a la
luz, temperatura elevada, y en presencia del dioxido de sulfuro (Preston y Richard, 1980;
Collins, 1992). Desde que se conoce la Bixina en la naturaleza, su estereoquimica ha sido
objeto de investigacion (Tabla 2.3).

Por lo tanto, 136 afios después de que la Bixina fue divulgada, la estructura del cis-
Bixina fue demostrada para ser Bixina: 6"- Metil-hidrogeno- 9"-cis-6,6"- diapocaroteno-6,6"-
dioato (Figura 2.2) y 6 -Metil-hidrogeno-9-trans-6,6 -diapocaroteno-6,6"-dioato; Norbixina:
acido 9'-cis-6,6'-diapocaroteno-6,6'-dioico (Figura 2.3) y &cido 9'-trans-6,6'-diapocaroteno-
6,6'-dioico, también se conoce como Naranja 4, es un carotenoide y su nimero de registro
comercial disponible en la unidn europea es el de la Bija: 215-753-4; extracto de semilla de
bija: 289-561-2 y Bixina: 230-248-7, (Administracion Sanitaria Estatal, 1996). La principal
materia colorante de los extractos de bija o0 achiote en aceite en el carotenoide Bixina es el
éster dibasico simétrico (Directiva 1999/75/CE, 1995). La Bixina es insoluble en agua,
ligeramente soluble en etanol y facilmente soluble en éter y en los aceites. Su espectrometria
Maxima en cloroformo de la Bixina es 502 nm, y de la Norbixina en solucién diluida de KOH
es 482 nm. (Norma Oficial Mexicana NOM-119-SSA1 1994).
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Tabla 2.3. Cronologia de las investigaciones realizadas del achiote

Cronologia de investigaciones

Boussingault (1825) Primera aislamiento
Etti (1878) Cristalizacion
Heiduschka y Panzer (1917) Formula: CosHz904
Herzig y Faltis (1923) Isomerizacion
Barrer y col., (1929) Isdbmero cis—trans

Kuhn/Ehmann (1929); Kuhn/L Orsa (1931, 1932) )
Constituyentes

Kuhn/Winterstein (1928, 1932); Kuhn col, (1929)

Barrer y Solmssen (1937) I1- estructura cis

Barrer y Jucker (1950) estructura 9-cis

Lunde y Zechmeister (1955) 7-cis para Me-Bixina (IR)

Barber y col., (1961) estructura 9°-cis para Me-Bixina
Weedon (1967) Me-cis-(natural) sintesis de la Bixina
Pattenden y col., (1970) Me-cis-(natural) sintesis de la Bixina
Zechmeister y Escue (1994) estructura 9-cis

Fuente: Preston, H. D. y Rickard, M. D. (1980), Food Chemistry pp.5, 47-56.

Figura 2.2. Férmula quimica y estructura: cis- Bixina C,4H300,4 (Norma Oficial Mexicana
NOM-119-SSA1, 1994).
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COOH

Figura 2.3. Formula quimica y estructura: cis- Norbixina: C,4H2304 (Norma Oficial Mexicana
NOM-119-SSAL, 1994).

Tabla 2.4. Punto de fusién de la Bixina y Norbixina de acuerdo a sus isémeros

N° CAS PM Férmula Punto de fusion (°C)
empirica
Cis-Bixina 6983-79-5 3945 | CusH3004 198; 189-190.5; 196.8; 217
Trans-Bixina 39937-23-0 394.5 204.0-206.6; 216-217
Cis-Norbixina 626-76-6 380.5 | Ca4Hz504 240
Trans-Norbixina 542-40-5 380.5 250

Fuente: Judrez S. O. (2005). Universidad Federal de Santa Catarina. Floriandpolis.

Tienen tonalidades de rojo al amarillo, dependiendo del pH, su color puede aclararse
por calentamiento, lo que facilita la obtencion del tono adecuado.

Cuando el colorante se extrae por vias alcalinas y después se acidifica para precipitar
se obtiene de 30- 40 % de Norbixina, es un colorante fuerte, 1 litro de una solucion del 1% es

suficiente para colorear 16 toneladas de queso.

Un analisis no muy detallado los apocarotenoides encontrados en el achiote revelaron
varios productos en la ruptura del licopeno [5-6], sugiriendo que el camino biosintético
comienza en la hendidura oxidativa del licopeno, que rompe el licopeno en los 5-6 y 5°-6"
enlaces dobles, seguido de una oxidacion del aldehido y un transferencia de metil (Figura
2.4). Trabajos recientes en Estrasburgo han clarificado la base bioquimica y molecular de su

biosintesis de acuerdo a la Figura 2.5 (Giuliano y col., 2003).

En la Figura 2.5 se pueden observar los carbonos entre los cuales ocurre la ruptura

oxidativa del licopeno para llegar a la Bixina y Norbixina. Abreviaturas: BiADH,
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deshidrogenacion del aldehido de la Bixina; CrtlSO, isomerizacién del carotenoide; GGPP,

difosfato del geranilgeranil; LCD, oxigenacion de la hendidura del licopeno (di); nBMT,

trasferencia del metil de la Norbixina; PSY, sintesis del fitoeno; PDS, desaturacion del fitoeno

(Giuliano y col., 2003).

El uso de los colores para alimentos en el Reino Unido es controlado por la directiva

de la Comunidad Europea (C. E., 1994), tienen una lista de colores permitidos y una lista de

los alimentos a los cuales estos colores pueden ser agregados, y limites maximos apropiados

para la adicion. Las aplicaciones permitidas del achiote y los maximos niveles de la adicion se

presentan en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Usos permitidos de achiote y maximos niveles de adiccion en alimentos.

Tipo de alimentos

Niveles maximos permitidos

(mgkg™)

Mantequilla, emulsiones de grasas, grasas esenciales libres 10
Decoraciones y envolturas 20
Panaderia fina 10
Helados 20
Licores, incluyendo bebidas fortificadas con <15 % 10
de alcohol por volumen

Saborizantes de quesos 15
Naranjas maduras, queso amarillo y blanco, quesos 15
procesados sin saborizantes

Postres 10
Botanas: Papas, cereal o productos de almidon. 20
Cacahuates 10
Pescado ahumado 10
Cubierta de queso comestible 20
Palomitas, frutas saborizadas en cereales 25

Fuente: Scotter, J. M.; Wilson, A. L.; Appleton, P. G. y Castle L., (1998). Journal of Agricultural and

Food Chemistry, 46, pp. 1031-1038.
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HsC
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Norbixina
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Transferencia de metil
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Figura 2.4. Ruta de la biosintesis de la Bixina (Giuliano y col., 2003).

F.1.Q 14



UM.S.N.H ANTECEDENTES

PP

l l PSY, PDS,CrtISO

GGPP

Licopeno
CHO
OHC
Dialdehido de la bixina l ,
BiADH
COOH
HOOC
Norbixina
nBMT
COOCH,;
HOOC
l nBMT
COOCH,;
H;COOC
Dimetil ester

Figura 2.5. Ruptura oxidativa del licopeno.

2.7 Extraccion rudimentaria del colorante
Existen diversas formas de extraer el colorante de las semillas del achiote, unas muy
rudimentarias y otras no tanto, finalmente, con el pasar del tiempo se han ido mejorando, a

continuacién se mencionan algunas de estas técnicas:

(a) Poner semillas en suficiente agua hirviendo por espacio de 6 horas 0 menos, se
acelera este desprendimiento agitdndolo con una cuchara o trozo de madera hasta que las

semillas queden blancas; se cuela y el liquido obtenido se le somete a bafio Maria para
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evaporar el exceso de agua quedando en el fondo del recipiente un residuo o sustancia que se
aglutinara entre si segun la consistencia que le haya dado el operador. Después de esta
operacién se moldea el producto de la forma mas conveniente (Smith y col., 1992).

(b) Segun la cantidad de semilla que se ponga en un recipiente se le agrega agua 1/2 o
3/4 del volumen total; se le agita fuertemente hasta que la capa colorante se desprenda de la
semilla, luego se pasa el liquido a través de un tamiz fino; el liquido extraido se evapora hasta
dejar el colorante de una consistencia pastosa capaz de poder ser moldeado. Una vez seco el
colorante, esté listo para el mercado.

(c) Las semillas son separadas de las capsulas maduras, se colocan en suficiente agua
hirviendo con el fin de que el colorante se desprenda facilmente de éstas, luego se separan las
semillas, se deja fermentar la pasta una semana aproximadamente, se elimina el agua
quedando la pasta sola, que permite modelar el producto para darle la forma mas conveniente

y aceptada por el consumidor (Sahaza, 2003).

(d) Uno de los métodos mas antiguos y practicamente abandonados, consiste en
machacar las semillas entre cilindros para formar una mezcla con el colorante del achiote. A
la masa resultante se le agrega una cantidad suficiente de agua clara y se deja hirviendo por
dos o tres horas, al retirarla del fuego, se exprime bien por medio de una prensa para sacarle el
agua, de esta manera la pasta queda lista para empacarla y venderla directamente (Cérdoba,
1987).

(e) Obtencion del colorante de la semilla de achiote (Bixa orellana) utilizando
microorganismos celuloliticos. El proceso se basa en el uso de microorganismos productores
de celulasas, capaces de degradar la pared celular de las semillas donde se encuentra el
pigmento para facilitar su liberacion en un medio acuoso, obteniéndose rendimientos del 81%,
mayores a los ofrecidos por extraccién acuosa y ligeramente menores que los obtenidos con

tratamiento acido-base (Hernandez y col., 2002).

2.8 Extraccioén industrial

Para extraer el pigmento de las semillas secas del achiote se utilizan principalmente
tres procesos comerciales (1) extraccion directa en el aceite, (2) extraccion directa en alcali
acuoso, o (3) extraccion indirecta con solventes, para cada uno de éstos se emplea varios
métodos de extraccion, de acuerdo con la disponibilidad de equipos y recursos La mayor

venta del achiote en el Reino Unido se extrae en forma directa (alcali acuoso ¢ aceite
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caliente). Se utiliza el aceite caliente para facilitar la isomerizacion del 9 cis-Bixina a la trans-

Bixina relativamente mas soluble (Preston y Rickard, 1980).

2.8.1 Bixina soluble en el aceite

Las semillas del achiote, sumergidas en el aceite vegetal en una temperatura que no
exceda de 70°C, son desgastadas mecanicamente para quitar el pericarpio de la semilla, por
un proceso conocido como “raspelling”. La mezcla del pigmento en aceite se calienta bajo
vacio en una temperatura que no deba exceder los 130°C. La solucién se filtra para quitar los
materiales insolubles (Gonzalez y col., 2002). Los carotenoides principales incluyen el trans-
Bixina, un producto amarillo y el cis-Bixina de la degradacion térmica (Preston y Rickard,
1979).

Suspension en aceite

a) El extracto del pericarpio en aceite comestible después de que el “raspelling” se
centrifugue y las particulas mas finas se mezclan con aceite para dar una suspensién en aceite.
La carencia del tratamiento térmico es demostrada por la ausencia del producto amarillo de la

degradacion, cis y trans-Bixina que esta presente.

(b) Extraccion con solvente: el pigmento del achiote se extrae en un solvente conveniente
por ejemplo la acetona, los extractos que son lavados con hexano, o algun otro solvente en el
cual el pigmento es virtualmente insoluble, se quitan impurezas y olores indeseados, se muele
en aceite comestible a un tamafio de particula cerca de 10 micrones entonces se realizan para
tener una suspension microcristalina en aceite solventes incluyen la acetona, dicloro metano,
dicloro etano, etanol, petroleo y propan-2-ol. Los carotenoides principales presentes son cis y
trans-Bixina (Cdrdoba, 1987).

(c) Mono y di-glicéridos, entre otros: las extracciones usando los ingredientes de grado
alimenticio tales como mono y di-glicéridos, los acidos grasos libres o el glicol del propileno

esta también practicado (Preston y Rickard, 1980).

2.8.2 Alcali acuoso
La Norbixina es un &cido carboxilico que al agregarle un alcali acuoso, forma sales del
alcali solubles en agua, lo cual hace posible extraer facilmente el colorante. Las semillas se

lavan con esta solucion, el extracto y el lavado se acumulan y la solucién roja oscura se
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neutraliza con un exceso de acido mineral, el cual precipita el pigmento. Luego se filtra, se
lava y el liquido sobrante se separa hasta obtener la masa colorante para secar (Mosquera,
1989; Jaramillo y Mufioz, 1992).

2.8.3 Propilenglicol
El proceso de extraccion con el propilenglicol se lleva a cabo en frio, debido a la alta
solubilidad que tienen el pigmento en estas condiciones, el colorante obtenido se emplea para

colorear especialmente derivados lacteos (Jaramillo y Mufioz, 1992).

2.8.4 Degradacion térmica

Iversen y Lam, 1953, citado por Scotter y col., (2001) demostrd que la Bixina, disuelta
en el aceite vegetal u otros solventes, experimenta una serie compleja de isomerizaciones y
degradaciones cuando se esta calentado a altas temperaturas durante la extraccion. A partir de
una preparacién comercial del achiote, se aisldé el pigmento amarillo, usando el método

cromatografico en papel (Scotter y col., 2001).

2.9 Analisis de extractos
El andlisis de los extractos para varios procesos comerciales mostraron los siguientes

carotenoides (Tabla 2.6).

Tabla 2.6. Carotenoides presentes en el pigmento del achiote dependiendo del método de

extraccion.

Meétodo de extraccion Carotenoides presentes

o ) C17 Producto de degradacion térmica
Bixina soluble en aceite o o
Trans-Bixina y Cis-Bixina

Suspension de Bixina en aceite Cis-Bixina +algunos trans-Bixina

Extraccion de Bixina con solvente Cis Bixina + algunos trans-Bixina

Extractos solubles en agua

(a) extracto de la semilla en alcali acuoso ) o
o o Cis y trans-Norbixina (NaOH o KOH)
(b) hidrdlisis en alcali acuoso o

Extraccion de Bixina con solvente

Fuente: Judrez S. O. (2005).Universidad Federal de Santa Catarina. Floriandpolis
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El nimero y la concentracion de los componentes presentes de menor importancia
pueden ser debido al método extractivo, a la temperatura, al periodo de calentamiento, al
origen de la semilla y a la vida de anaquel del producto, McKeown (1961) aislé 7
componentes con la extraccion de cloroformo a partir de semillas de Bixa orrellana (Tabla
2.7).

Tabla 2.7. Componentes de la extraccion de las semillas del achiote con cloroformo

Cromatografia en papel del extracto del achiote
Extracto | Extracto de la
Zona | identificacion color Espectro comercial semilla
(%) (CHCIy)
1 cis-Norbixina Naranja 495, 465 4 2
2 Producto )
o Amarrillo 423, 401.5 40 1
térmico
3 trans-Bixina Rojo 501, 471 17 Nd
4 Naranja 4945, 464.5 12 82
cis-Bixina i
5 Naranja 488, 459 nd 3
6 Amarrillo claro 420, 400 9 1
7 Polienos, ) )
Naranja variable 12 4
aldehidos

Nd = No detectado
Fuente: McKeown, G. G. (1961). J. Ass. Agric.Chem., 44 (2), 347-51.

Barnett y Espoy (1957), citado por Jaramillo y Mufioz (1992), pre-humedecieron las
semillas en agua antes de la extraccion en aceite caliente con o sin los acidos grasos libres,
tales como oleico. Kocher (1958) extrajo las semillas del achiote con el glicol alcalino del
propileno, que rendiria las sales alcalinas de cis y/o de trans-Norbixina. Dendy (1966), citado
por Jaramillo y Mufioz (1992), divulgd un método alcalino de la extraccion, junto con un
examen de los procesos patentados. Las diferencias entre los métodos son destacadas por su
uso como agentes del colorante de la margarina (Tabla 2.8), que requiere un equilibrio de
pigmentos rojos y amarillos. El colorante de Bixina soluble en el aceite se puede utilizar para
el color de la margarina sin la pigmentacién adicional, puesto que el pigmento al degradarse

proporciona el color amarillo (Preston y Rickard, 1980).
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Tabla 2.8. Contribucion del achiote para la coloracion de la margarina

Extracto Rojo Amarrillo

Bixina soluble en aceite | C25: trans-Bixina + algunos cis-Bixina | C1: degradacién del producto

suspension en aceite C25: cis-Bixina + algunos trans-Bixina | pigmento amarrillo requerido,

curcumin

Fuente: Preston, H. D., y Richard, M. D. (1980). Food Chemistry 5, 47-56

2.10 Proceso de purificacion

Es una operacion de separacion que tiene por objeto aislar una sustancia de la mezcla
solida o ligquida en que se encuentra, mediante el uso de un disolvente. Por extraccion se
aislan y purifican numerosos productos naturales, como vitaminas, alcaloides, grasas,
hormonas, colorantes, asi como las sustancias que intervinieron o se formaron en una sintesis
organica. La extraccion puede ser por el estado fisico de los materiales: solido-liquido y
liquido y liquido. Por sus caracteristicas, la extraccion puede ser: discontinua (agitar una
solucién acuosa con éter etilico o isopropilico en un embudo de separacion o mezclar un
solido con un liquido y luego separarlos por filtracion). Si se extraen solidos se usan aparatos
tipo Soxhlet, si se extraen liquidos con liquidos inmiscibles en ellos, se usan extractores
liquido-liquido.

2.11 Cromatografia en capa delgada

El adsorbente mas empleado en la cromatografia en capa delgada es la gel de silice.
Para que adsorbentes se adhieran a la superficie rigida, se mezclan con 1-2 % de yeso (sulfato
de calcio monohidratado). Como soporte se usa vidrio, laminas rigidas de poliéster o de
aluminio. Como adsorbentes también se usan alimina neutra activada, celulosa pulverizada o

policaprolactama, nylon 6, o polivinilpirrolidona, PVT, (Dominguez, 1983).
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Tabla 2.9. Algunos adsorbentes en orden decreciente de actividad.

Alumina* Carbonato de calcio CaCO3
Carbon activado Carbonato de potasio K,CO3
Florisil (MgO, SiO,) anhidro Carbonato de sodio Na,CO3
Gel de silice (4cido Silicico) Talco (MgO, SiO; hidratado)
Cal (CaO) AzUcar C1oH»,011

Magnesia (MgO) Inulina

Carbonato de magnesio (MgCOs) Almiddn

Fosfato de calcio (Ca(PO4) Nylon 66 (policaprolactama)

* La actividad puede disminuirse afiadiéndoles diversas cantidades de agua o modificarse segln
que sea acida, neutra o alcalina. Se le estandariza segin Brockmann, averiguando su capacidad
para retener un grupo de compuestos azoicos.

Fuente: Dominguez, A. X., (1983), primera edicion, Limusa, pp. 99

La muestra se coloca a 1-2 cm de un extremo de la placa, mediante un capilar, como
una diminuta mancha circular o como una delgada raya. La placa se introduce a una camara
cromatografica que lleva suficiente cantidad de una mezcla de disolventes, para que su
superficie quede a unos 0.5 cm antes de la mancha o linea. La cdmara se tapa mientras que los
disolventes ascienden por capilaridad y comienzan a eluir y mover diferencialmente a los
componentes de la mancha. Cuando los disolventes se aproximan a la parte superior de la
placa, se saca, rayandose la placa a la altura alcanzada por el frente del disolvente. La placa se
seca, se examina a la luz natural, luego con luz ultravioleta y finalmente se le aplica un agente
cromogénico, que convierte en mancha colorida una incolora. ElI nimero de manchas
determina el namero minimo de componentes de la mezcla, la distancia recorrida por el frente
del disolvente, se denomina Rf y es una caracteristica para cada sustancia. El agente
cromogénico puede ser especifico para ciertos grupos funcionales (Dominguez, 1983).

Donde:

a

Rf = (Ecuacion 2.1)
S

a = distancia recorrida por la mancha

b = distancia recorrida por el disolvente
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2.12 Espectroscopia infrarrojo

En la actualidad gran nimero de problemas quimicos, tales como identificacion de
sustancias (s6lidas, liquidas o gaseosas) y grupos atémicos, analisis cuantitativo de mezclas,
velocidad de reacciones quimicas, han sido resueltos, tanto por los métodos quimicos como
por métodos fisicos.

Los equipos de espectrometria para infrarrojo, para resonancia magnética y carbon-13,
son indispensables en los campos de la Quimica Organica y la Bioguimica y sus industrias,
tales como la petrolera, petroquimica, fabricacion de farmacos, colorantes, antibidticos,
hormonas, perfumes, entre otras. Los espectros para infrarrojo se emplean con fines de
identificacion, en el reconocimiento de la presencia o ausencia de enlaces quimicos, en el
analisis cualitativo de mezclas, exceptuando aquellas en las que existe una fuerte interaccion
intermolecular, andlisis cuantitativo de mezclas cuando los componentes individuales son
conocidos, determinacion de velocidades de reaccion y de las constantes termodinamicas de
las sustancias analizadas, analisis y control de procesos quimicos para los cuales se emplean
espectrofotometros pequefios, los que deben trabajar a una frecuencia o longitud de onda
determinada (Dominguez, 1983).

2.13 Adsorcién cromatografica

Es la separacion de una mezcla de dos 0 mas compuestos por distribucién diferencial
entre dos fases, una estacionaria y otra mévil. Hay varios tipos de cromatografia, segln su
naturaleza de las dos fases involucradas y si los compuestos son retenidos en la fase
estacionaria por adsorcion o particion. Segun la naturaleza de las dos fases, las cromatografias
pueden ser: sélido-liquido, (cromatografias en columna, en capa delgada y en papel, liquido-
liquido y gas-liquido, en fase vapor (Dominguez, 1983). La adsorcién es la capacidad de una
sustancia sélida llamada adsorbente, para detener o concentrar selectivamente sobre su
superficie inmovil o estacionaria, gases liquidos que van en una disolucion en movimiento. La
adsorcion se utiliza en diversas operaciones quimicas, como: la decoloracién con carbén, y en
el analisis o separacién cromatografica. Este difiere del primero en que generalmente, los
adsorbentes son sustancias incoloras y las condiciones experimentales se ajustan para obtener
en una columna bandas coloreadas, por lo que se les llama cromatogramas (Dominguez,
1983).

La separacion de estas bandas se incrementa afadiendo porciones frescas del
disolvente (eluentes), esta operacion se llama revelado. La separacion cromatografica de una

mezcla en sus componentes se efectla:
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- Expulsando cuidadosamente el cromatograma, cortando después las bandas,
mezclandolas separadamente con disolventes polares (eluentes) en los que la sustancia
adsorbida pasa a la solucion (elucién).

- Percolando a través de la columna, eluentes puros y mezclas de ellos, cuya
polaridad o constante dieléctrica aumentan gradualmente, eter de petréleo, benceno,
éter isopropilico (9:1, 7:3, 5:5, 3: 7, 1:9 v/p), éter etilico- benceno (las mismas
proporciones), benceno-cloroformo, cloroformo-acetona o acetato de etilo, benceno-
acetona, etc.

- El ndmero y abundancia de los compuestos de cada porcion eluida puede

averiguarse mediante las cromatografias en capa delgada o en papel.

En la Tabla 2.11 aparecen los adsorbentes mas satisfactorios. Algunos adsorbentes son
acidos, otros alcalinos y otros neutros, por lo que los dos primeros tipos son incompatibles

con ciertas sustancias, (Dominguez, 1983).

Los eluentes deben disolver rapida y completamente a las sustancias adsorbidas y ser
sustancias mas polares que los compuestos adsorbidos, para desplazarlos del adsorbente. El

orden de polaridad creciente depende del adsorbente y material adsorbido.

2.14 Disefio de experimentos

Un disefio de experimentos permite plantear distintas estrategias para seleccionar,
controlar analizar e interpretar diferentes condiciones de estudio de la extraccion. El disefio de
experimentos permite mejorar el rendimiento de los procesos y la calidad de los productos,
ademas nos permite interpretar, disefiar y evaluar de manera critica la informacion generada
de los experimentos. Un buen disefio es aquel en el que las condiciones seleccionadas vy
manipuladas en el experimento no estdn confundidas con variables extrafias o de ruido
referente al material experimental a su manejo en el experimento, al ambiente o al tiempo.

Por lo tanto el disefio experimental esta compuesto por:

(" Estructura de tratamientos
Disefio Experimental { Aleatorizacion ﬂ

Estructura de disefio
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Tabla 2.10. Clasificacion de los disefios experimentales de acuerdo a sus estructuras

Estructura de tratamiento Estructura de disefio
Un factor: (k niveles) Completamente aleatorizado
Arreglo factorial: (2 0 mas factores) Bloques completamente aleatorizado
Arreglo factorial fraccionado Cuadro latino, greco latino
Arreglo factorial en parcelas divididas Bloques incompletos
Arreglo factorial anidado Parcelas divididas

Fuente: Castafio, T. E. y Dominguez, D. J., (2003). Estrategia y Andlisis en Ciencia y Tecnologia,
Guanajuato, Gto., M ISBN: 968-5733-01-05.

2.14.1 Objetivos de un disefio de experimentos Box y Behnken
Realizar con pocas corridas la estimacion de un modelo de segundo orden, el cual
permitird explicar el desempefio de la variable respuesta, predecir resultados y obtener

condiciones (tratamientos) éptimas de operacion.

2.14.2 Diseiio Box-Behnken

Este disefio se forma combinando un disefio 2° con bloques incompletos balanceados.
Por ejemplo, considere un experimento cuyo interés esta en tres factores cada uno con tres
niveles, una alternativa de disefio es un factorial 3> que implica 27 tratamientos; un disefio
tipo Box-Behnken permite tener un menor nimero de tratamientos (Castafio y Dominguez,
2003).

1.- Se obtienen las posibles combinaciones de los 3 factores en bloques de 2 factores;
las posibles combinaciones representan el namero de bloques.

[2} = ZI:'— z‘j:(ll:zz:i“ =3 (Ecuacion 2.2)
2.- Se pone el disefio 2% en cada uno de los bloques; para fijar ideas considere que el 2% se
coloco en el primer bloque.

Suponga que el 2% corresponde al primer y segundo factor, en este caso para el tercer
factor del bloque se escribe una columna con cuatro ceros que representa el nivel intermedio.
Esta disposicion se realiza en los dos bloques restantes alternando los factores, es decir, 2% en
el segundo bloque se utiliza para los factores 1 y 3, la columna con cuatro ceros para el factor
2, por Gltimo en el tercer bloque el 22 se utiliza para los factores 2y 3, la columna de ceros

se asignan al factor 1. El disefio Box-Behnken se completa agregando un tratamiento extra en
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cada bloque, éste es la combinacion de los tres factores en su nivel intermedio y es referido
como una replica al centro, (Castafio y Dominguez, 2003).

Para enfatizar la construccion del disefio, considere a ¢; = (-1, 1, -1)" y ¢c= (-1, -1,
1,1)", el nivel intermedio en cualquiera de los factores se indicard por una columna de ceros ic
= (0,0,0,0)", los valores que se muestran en estas columnas corresponden a los codificados.
Con X, i = 1,..., k se indica a las variables codificadas para los factores en estudio. La
estructura del disefio Box-Behnken, se presenta en la Tabla 2.10, los tres factores se han

denotado por A, By C.

Tabla 2.11. Arreglo de un disefio Box-Behnken para tres factores.

Bloque A B C
C, C, ic
by
0 0 0
ic Cy C,
b,
0 0 0
Cy ic C,
bs
0 0 0

Fuente: Castafio, T. E. y Dominguez, D. J., (2003). Estrategia y Analisis en Ciencia y Tecnologia.
Guanajuato, Gto., M ISBN: 968-5733-01-05.
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CAPITULO 3

DESARROLLO DEL TRABAJO

En este apartado se describen los métodos a desarrollar para llevar acabo la extraccion
del colorante, se mencionan las caracteristicas de los ensayos necesarios para la seleccion del
disolvente adecuado y las variables de procesos a controlar que nos proporcionaran las

condiciones adecuadas para el tratamiento de la semilla.

3.1 Seleccidn del proceso de extraccion del colorante

Una de las técnicas mas utilizadas para extraccion solido-liquido es el método Soxhlet,
donde se utilizan temperaturas elevadas, en este trabajo es muy importante tener el control de
la temperatura ya que la semilla del achiote esta compuesta por carotenoides y a temperaturas
elevadas se degradan, en el método Soxhlet no se puede tener el control de la temperatura de
extraccion, por lo que este método es poco factible.

En el capitulo 2 se presentaron algunos métodos industriales y rudimentarios para el
proceso de extraccion de los colorantes del achiote, uno de los métodos mencionados es
empleando una solucion alcalina, se opto por esta técnica, por que es uno de las mas
eficientes, se trabajo con la potasa y la sosa como disolventes, ya que son econémicos y muy
aceptados. Para la acidificacion del colorante se utilizo el acido sulfurico a baja concentracion

(2 Normal) los disolventes se recuperaron por destilacion al vacio.

3.2 Variables de proceso

Se manejaron diferentes variables de proceso unas mas significativas que otras, las
variables seran las mismas para ambos métodos con excepcion de la temperatura de agitacion
que solo se tomo en cuenta en el segundo método, entre las variables mas significativas se
tienen las siguientes: Relacién semilla-disolvente, tiempo de agitacion, velocidad de

agitacion, pH, temperatura de secado y temperatura de extraccion.

3.2.1 Concentracion del disolvente

Se emplearon concentraciones de disolvente bajas (2 % p/v) para no degradar el
colorante, es una variable importante por que de ésta depende el desprendimiento del
colorante. Considerando que en estudios realizados anteriormente se han trabajado con

concentraciones de 0.5 % p/v a 2 % p/v (Mosquera, 1989; Jaramillo y Mufioz, 1992).
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3.2.2 Relacion cantidad de Semilla—VVolumen de disolvente
Se consider6 como variable de proceso ya que indica cual debe ser el volumen
adecuado de disolvente para un peso determinado de semillas. En los ensayos se manejaron

relaciones de 1:3, 1:4, y 1:5.

3.2.3 Tiempo de agitacion

El tiempo de agitacion es una variable a considerar, por que es indispensable para
obtener buenos rendimientos, y puede controlarse mejor la temperatura para retirar la maxima
cantidad de colorante sin desprender impurezas, se trabajaron diferentes tiempos de agitacion

para el primer método, 45 y 10 minutos y para el segundo 15, 30 y 45 minutos.

3.2.4 Velocidad de agitacion

Es importante la agitacion, cuando se tienen mezclas de liquidos inmiscibles entre si o
de liquidos y solidos o se vaya formando un precipitado y haya posibilidades de adsorcion, o
donde se puede liberar calor localmente. Cuando se trabaja con mezclas heterogéneas, la
agitacion es indispensable para obtener buenos rendimientos, ya que asi se puede controlar
mejor la temperatura y en la mayor parte de las reacciones se puede disminuir el tiempo para
completarlas y elevar rendimientos (Dominguez, 1983). Para la extraccion se manejo una

velocidad baja de agitacion (60 rpm).

3.25pH

Para que la presentacion final del colorante sea en polvo se precipito el colorante con
acido sulfurico antes de filtrar. EI pH que se manejo fue en un intervalo de 2 - 2.5 (Jaramillo y
Mufoz, 1992).

3.2.6 Temperatura de secado
Se realiz6 el secado a una temperatura de 55 °C, ya que el principal componente del

colorante son carotenoides y a temperaturas elevadas pueden degradarse.

3.2.7 Temperatura de agitacion

Es una variable importante por que al combinar la agitacion con la temperatura se
puede disminuir el tiempo de extraccion y obtener altos rendimientos, se probaron
temperaturas de 40, 45 y 50 °C, respectivamente, esta variable de proceso se empled en el

segundo método de extraccion.
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3.3 Obtencion del colorante

Una vez que se selecciond el método de extraccion mas conveniente, a la vez se
analizaron las variables de proceso que mas influencia tienen en la extraccion se realizo el
disefio de experimentos para la obtencion del colorante.

3.3.1 Método de extraccion 1

Se retird la humedad a la semilla y se dejo en reposo durante 12 horas, con cada uno
de los disolventes (KOH y NaOH), se separo la solucion coloreada y a las mismas semillas se
les agregd mas disolvente agitdndose durante 45 minutos, se separd nuevamente la solucion
coloreada obtenida y a la semilla se le efecttio un dltimo lavado agitandose durante 10
minutos, a la solucién coloreada obtenida (solucion basica) se le agregd acido sulfarico
(disminucién de pH), obteniéndose una suspension del colorante, se retiraron las sales

formadas y se seco en la estufa, y al final se trituro, obteniéndose un polvo.

Figura 3.1. Colorante en polvo obtenido de las extracciones
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Pesar el colorante en
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Figura 3.2. Diagrama de blogques para el método de extraccion 1.

3.3.2 Secado

Se determino la humedad de las semillas, dejando un peso determinado en la estufa a
55° C, durante 3 horas, hasta alcanzar un peso constante, la diferencia de peso sirvié para
calcular el porcentaje de humedad. Después de tres horas se introdujo al desecador durante 15
a 20 min.

W

W — W,
% de humedad = —™cel___final (Ecuacion 3.1)

inicial

3.3.3 Dilucion de la muestra

En cada corrida se emplearon 4 gramos de semilla, se prepararon los disolventes de
extraccion (solucion alcalina), se utiliz6 KOH y NaOH en solucion 2% p/v, en una relacion de
semilla-volumen de disolvente de 1:3, las semillas pesadas se dejaron en remojo por un

periodo de 12 horas.
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3.3.4 Precipitacion
Condiciones 6ptimas para la precipitacion.

a) Ultilizar soluciones diluidas.

b) Adicidn lenta de reactivo con agitacion, resbalando el reactivo con el agitador.

c) Eleccion del pH ya que los iones adsorbidos dependen mucho de la carga de los iones
primarios adsorbidos que pueden estar influenciados por el pH. Si lo que se quiere
separar son aniones se precipita en medio basico y los cationes en medio &cido,
siempre y cuando el precipitado no sea soluble en esos &cidos, si se precipita en medio
acido, queda contaminado con aniones y a la inversa.

d) Se precipité utilizando H,SO, diluido a 2.0 N hasta obtener un pH de 2 a 2.5, el acido
se adiciond lentamente.

Una vez sedimentado el colorante, se retiraron con una pipeta Pasteur, las soluciones

formadas por el H,SO, y KOH o NaOH (solucidn acidificada) tratando de dejar en el vaso de

precipitados solo el colorante sedimentado, en seguida se dejo secar en el horno a 55°C.

3.3.5 Enfriamiento en desecador

Se retird el colorante de la mufla y se coloco en el desecador (aproximadamente 20
minutos) hasta que se alcanzé la temperatura ambiente.

Se realizo este mismo procedimiento pero con relacion de semilla: disolvente de 1:3,

1:4 'y 1:5, se analizaron los resultados obtenidos.

3.3.6 Método de extraccion 2

Se retird la humedad de la semilla, y se le adiciond la solucién alcalina (KOH o NaOH),
se calienta a una temperatura de 45 °C y se agit6 lentamente a 60 rpm por un periodo de 45
minutos, se retiran las semillas, se le agregd un poco mas de disolvente, y se agita nuevamente
a la misma temperatura por un periodo de 30 minutos, se lava con otro poco de solucion
alcalina (KOH y NaOH).

La solucion coloreada (solucion basica) que se obtuvo se precipité mediante la adicion de
acido sulfarico, una vez obtenida la suspension del colorante, se retiran las sales formadas y
se seca en la estufa. La pasta se muele y se obtiene el colorante en polvo.

Este método se baso en un técnica rudimentaria que se practica en las zonas rurales de
Costa Rica (Direccion de Mercadeo y Agroindustria, 2005). Se llevo acabo esta metodologia
tomando en cuenta la influencia de las variables de proceso, como son la temperatura, tiempo

de agitacion y relacién de volumen disolvente, la variable diferente del método 1 a utilizar es
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la temperatura, juega un papel importante ya que acelera la extraccion, asi este método es otra
opcion para la obtencidn del colorante del achiote. Este método se efectué también con una

relacion de semilla: volumen de disolvente de 1:3y 1:4.

KOH 2% P/V KOH 2% P/V

l

Semillas | Agitacién 45 Agitacién 30 .
KOH | min.yT45°C | | min yT 45°c [.Semila_ | Lavado

A

A 4 A 4

Precipitar el
colorante a pH 2-2.5

Secar semilla

\4

Pesar semilla

v

Filtrar

Liquido
claro

A\ 4

Secar a 55 °C

\ 4

Moler y pesar el
colorante en polvo

Figura 3.3. Diagrama de bloques para del método de extraccion 2.

3.5 Metodologia del andlisis en el espectrofotometro

Se realizd el barrido para determinar la maxima absorbancia utilizando un
espectrofotometro, Spectronic 20 Genesys. Para encontrar la longitud de onda a la cual el
colorante tiene la maxima absorbancia, se tomo 0.01 gramos de muestra del colorante y se
diluye con 1 ml de KOH al 5%, luego se toma 0,5 ml de la solucién anterior y se lleva a un
matraz volumétrico de 100 ml y se afora con solucién al 5% de KOH. Mediante el
espectrofotometro se hace un barrido de absorbancia entre 400 y 500 nm, este procedimiento
se realizO para cada extraccion efectuada, a diferentes condiciones, obteniéndose siempre el

mismo rango de absorbancia méaxima localizadas en longitudes cercanas de 450 a 480 nm, en
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esta investigacion se presenta Unicamente la cromatografia de la corrida confirmatoria del

colorante extraido.

3.6 Cuantificacion del colorante

Se elabor6 la curva de calibracién para conocer la concentracién del colorante
obtenido de las extracciones de la Tabla 3.2, se diluyd el colorante a diferentes
concentraciones y se tomo la lectura de la maxima absorbancia de cada concentracion, para la

dilucion se utilizo KOH 5%. En la Figura 3.4 se presenta la curva de calibracion obtenida.

Curva de calihracion
121
1 -
;
g DE T
o
£ 06 -
2 v = 43.36% + 0.0352
= 04 4 2 _
o~ F== 09964
02
|:| | | |
1] 0.0 ooz 0.03
Concemracion

Figura 3.4. Curva de calibracién del colorante del achiote.

3.7 Analisis en el espectrofotometro infrarrojo

El espectro de infrarrojo del colorante se obtuvo con un equipo Bruker. Para
interpretar el espectro de infrarrojo obtenido primero se localizan las bandas de estiramiento,
observando su intensidad y después las de flexién que las confirman, de acuerdo a lo

reportado por (Koji Nakanishi, 1962; Wingrove y Caret, 1999).

3.8 Separacion de los colorantes (Bixina y Norbixina)

Se colocaron 2 ml de una solucién acuosa de achiote en un vaso de precipitados y se
afiadié acido sulfurico de 2 N hasta obtener un pH &cido. La Norbixina se separé en forma de
precipitado rojo (NOM-119-SSA 1994). Se afadieron 25 ml de benceno y luego se agité con
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fuerza, después de la separacion se elimina la fase acuosa y se lavé la solucion bencénica con
25 ml de agua, hasta que desaparezca la reaccion acida (se lavo 3 veces) y se centrifugd la
solucién (generalmente emulsificada) de Norbixina en benceno, se decant6 la solucion limpia
de Norbixina y se deshidrato por medio de sulfato sédico anhidro. Se vertio 1 ml de la
muestra en la parte superior de la columna de silica gel, y la Norbixina forma como la Bixina,
una zona rojo- anaranjada en la superficie de la silica tratada con metanol y cloroformo con

una relacién 7:3 viv.

3.4 Desarrollo del disefio de experimentos para obtener las mejores condiciones de
extraccion

Se eligen las condiciones de extraccion de la segunda metodologia para la elaboracién
del disefio de experimentos Box-Behnken, tomando en cuenta las siguientes variables de
proceso: cantidad de semilla-volumen de disolvente, temperatura de extraccion, tiempo de
agitacion.

El peso utilizado de la semilla en todos los ensayos fue de 4 gramos, esta cantidad de
semilla fue tratada con diferentes relaciones de cantidad de semilla-volumen de KOH al 2%
p/v, en la Tabla 3.1 se muestran las variables y los niveles estudiados mediante el disefio de
experimentos.

Tabla 3.1. Factores y niveles para el disefio de experimentos.

Factores/Niveles -1 0 1
A: cantidad de semilla-volumen de KOH 1:3 1:4 1:5
B: Temperatura (°C) 40 45 50
C: Tiempo (min.) 15 30 45

Fuente: Obtenida en el presente estudio.

En el software Statgraphics 2.0 se generé una matriz de 15 ensayos con los factores
considerados, los cuales se muestran en la Tabla 3.2, estas combinaciones se efectdan
siguiendo la técnica de la metodologia 2 y se pesa el colorante obtenido de cada combinacion

de factores.
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Tabla 3.2. Combinacion de los factores a estudiar.

Experimento | Cantidad de semilla-volumen de Temperatura Tiempo (min)
KOH (ml) (°C)
1 1 -1 0
2 0 0 0
3 0 1 1
4 -1 0 1
5 -1 1 0
6 0 -1 1
7 0 0 0
8 1 0 1
9 1 1 0
10 -1 -1 0
11 0 0 0
12 0 1 -1
13 1 0 -1
14 -1 0 -1
15 0 -1 -1

Fuente: Obtenida en el presente estudio.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y ANALISIS

En este capitulo se analizan los resultados obtenidos de los ensayos preliminares
realizados, los resultados del disefio de experimentos Box-Behnken para obtener las mejores
condiciones para la extraccion del colorante, asi como el modelo obtenido del disefio, ademas

se propone el disefio de proceso que puede ser utilizado a nivel industria.

4.1 Resultados preliminares para los métodos de extracciéon 1y 2

En la Tablas 4.1 y 4.2 se presentan los resultados obtenidos para los experimentos
preliminares del método 1y 2, respectivamente.

De cada fruto del achiote empleado se obtienen aproximadamente de 30-45 semillas,
no tienen aroma, son de dureza consistente y entre mas frescas se encuentran se obtienen
mejores rendimientos, se observo de un mismo fruto que pueden encontrarse semillas rojas y
naranjas que al tocarse se impregna el colorante en la piel.

Las semillas a tratar requieren un tiempo de secado de 3 horas a una temperatura de
55°C, ya estandarizado el peso de la semilla se realizaron ensayos con 2 disolventes (KOH y
NaOH) con diferente relacion de semilla: volumen de disolvente y puede observarse de la
Tabla 4.1 que la mejor extraccion se tuvo con el disolvente KOH, con una relacion semilla:

disolvente 1:4. El tiempo de secado que requiere la pasta es de 4 a 5 horas.

Tabla 4.1. Resultados obtenidos del método 1 para la extraccion del colorante.

Gramos Relacion Gramos de Gramos
Experimento | Disolvente de semilla:disolvente semilla de

semilla agotada colorante
1 KOH 4 1:3 3.8364 0.3248
1 NaOH 4 1:3 3.8420 0.3336
2 KOH 4 1:4 3.9449 0.3675
2 NaOH 4 1:4 3.9618 0.3923
3 KOH 4 1:3 3.9006 0.3378
3 NaOH 4 1:3 3.8872 0.3093
3 KOH 4 1:4 3.8819 0.3692
3 NaOH 4 1:4 3.9460 0.3546
3 KOH 4 1.5 3.8664 0.3523
3 NaOH 4 1:5 3.9057 0.3414

Fuente: Obtenida en el presente estudio.
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Tabla 4.2. Resultados obtenidos del método 2 para la extraccion del colorante.

., Gramos de
Experimento | Disolvente Gramos Relacion semilla Gramos de
P de semilla | semilla:disolvente colorante
agotada
4 NaOH 4 1:3 3.8832 0.3397
4 NaOH 4 1:4 3.8695 0.385
5 KOH 4 1:3 3.8795 0.3698
5 KOH 4 1:4 3.8426 0.4226
6 KOH 4 15 3.7929 0.4148
6 NaOH 4 1:5 3.8632 0.3892

Fuente: Obtenida en el presente estudio.

De los resultados presentados en la Tabla 4.2 se obtuvieron mejores rendimientos con
una relacién semilla — volumen de disolvente de 1:4, utilizando como disolvente el KOH.

En ambos métodos, el KOH fue el disolvente que permitié extraer la mayor cantidad
de colorante y la técnica con la que se obtiene mejor rendimiento fue con el método 2, la
diferencia que se tiene entre los métodos es minima, pero en cantidades grandes de extraccion
puede ser muy significativa. Una de las ventajas de la segunda metodologia es, que el tiempo
en que se realiza la extraccion es relativamente corto, esto se logra por la intervencién de la

temperatura y de la agitacion.

4.2 ldentificacion de colorante

Empleando una solucién alcalina se obtuvo de las semillas del achiote un polvo rojo
(Figura 4.4), de la informacion encontrada se sabe que en solucion alcalina se obtiene la
Norbixina, uno de los pigmentos del achiote, para la identificacion se usan técnicas de analisis
espectrofotométrico, como Uv-Vis, cromatografia en capa delgada y espectroscopia

infrarroja.

Figura 4.1. Colorante obtenido del achiote.
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4.3 Resultados del andlisis en el espectrofotdmetro

En el capitulo 2 se hizo mencién de que los picos representativos de cada colorante
presentan sus maximos, Norbixina en solucion diluida de KOH un valor de 453 nm. Bixina en
cloroformo de 502 nm (NOM-119- SSA, 1994). Se observa en la Figura 4.4 que la méaxima
absorbancia obtenida del colorante extraido en laboratorio es de 450 nm., con lo encontrado

en la literatura se corrobora que el pigmento obtenido es la Norbixina (Figura 4.4).

Relacidn semilla-wolumen

007 de KCOH 13

0.06

0.05 1

0.04

Absorbancia

0.03 4

0.02 4

0.01 4

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 480 485 490 455 500

Longitud de onda (nm)

Figura 4.4. Maxima longitud de onda para el colorante del achiote.

4.4 Analisis cromatografico en capa fina

Se selecciond como eluente el acetato de etilo y metanol con una relacion de 7:3, entre
otros eluentes se encuentran, el éter de petréleo y cloroformo (Dominguez, 1983).

De los eluentes mencionados, todos separan un solo componente entre la parte
intermedia y el 80% de la placa. Sin embargo utilizando como eluente metanol, el colorante se
logra separar ligeramente en dos componentes, uno en la parte intermedia de color rojo-
anaranjado y el otro un poco mas arriba, en la literatura revisada se encuentra que la
Norbixina, se separa en la parte un poco mas arriba de la parte intermedia de la laminilla

(Jaramillo y Mufioz, 1992).
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Al realizar la cromatografia en capa fina se examino a la luz natural y luego con luz
ultravioleta y en ambos se encontré un solo componente localizado un poco mas arriba de la

parte intermedia (Figura 4.2). Se obtuvo el factor de retencion en un intervalo de 0.75.

Figura 4.2. Cromatografia en capa fina del colorante del achiote.

Donde M; es el colorante comercial y M, el colorante obtenido del laboratorio, se

observa que se desplaza un solo componente, ambos a la misma distancia

4.5 Resultados de la espectrometria infrarrojo
En la Figura 4.3 se muestra el resultado obtenido del espectrofotometro en infrarrojo,
realizado tanto para la muestra comercial como para la obtenida en laboratorio, se encuentra

! se concluye que existe esta diferencia por que la

una diferencia con la banda a 1250 cm -
muestra comercial contiene restos de semilla triturada y la que se obtiene en el laboratorio no
contienen restos de semilla, en general el espectro en infrarrojo del colorante comercial se
comporta similarmente al extraido en el laboratorio, localizandose en ambos el carboxilo que

identifica a la Norbixina en 3385.10 cm™.
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Figura 4.3. Comparacién de espectros en infrarrojo del achiote.

4.6 Resultados obtenidos de la separacion de los colorantes presentes de la extraccion

En la Figura 4.5 la Norbixina es adsorbida enérgicamente en la superficie de la

alimina, formando una zona rojo-naranja en la superficie de la columna, obteniendo asi la

purificacion de la Norbixina.
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Figura 4.5. Cromatografia en columna para la separacion del colorante.

4.7 Resultados del disefio de experimentos Box-Behnken

RESULTADOS Y ANALISIS

En la Tabla 4.3 se presentan los resultados de las combinaciones que se analizaron con

el disefio de experimentos para obtener el modelo que permitio obtener las mejores

condiciones para la extraccion del colorante.

Tabla 4.3. Resultados del disefio de experimentos Box-Behnken.

Experimento Gramos de Semilla Gramos de Concenftr_acic')n de
agotada Colorante Norbixina g/l
1 3.8515 0.2072 0.046951
2 3.8857 0.2051 0.059382
3 3.8965 0.3262 0.032537
4 3.8803 0.3025 0.028478
5 3.8815 0.286 0.041185
6 3.9066 0.2767 0.026541
7 3.8568 0.2865 0.033575
8 3.8761 0.2138 0.029792
9 3.8728 0.259 0.019091
10 3.914 0.2892 0.034958
11 3.8955 0.2289 0.043423
12 3.8597 0.2777 0.027625
13 3.8783 0.2399 0.036573
14 3.8088 0.3063 0.034313
15 3.8139 0.195 0.033436

Fuente: Obtenida en el presente estudio.
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En la Tabla 4.4 se presenta el resultado del analisis de varianza que se obtiene del
disefio de experimentos y se encontrd que las variables mas significativas son la relacion

cantidad de semilla-volumen de disolvente (KOH) y la temperatura.

Tabla 4.4. Resultados del analisis de varianza para la extraccion de Bixina.

Factores Suma de Grados de Media F p
cuadrados libertad cuadrado

A: KOH 0.708288 1 0.708288 0.70 0.4422
B: Temperatura 1.62534 1 1.62534 1.60 0.2620
C: Tiempo 0.512634 1 0.512634 0.50 0.5096
AA 0.658909 1 0.658909 0.65 0.4576
AB 6.03711 1 6.03711 5.93 0.0590
AC 0.000353824 1 0.000353824 0.00 0.9858
BB 2.06856 1 2.06856 2.03 0.2133
BC 0.848935 1 0.848935 0.83 0.4030
CC 1.89425 1 1.89425 1.86 0.2307
Error Total 5.08837 5 1.01767

Fuente: Obtenida en el presente estudio.
R-Cuadrada = 73.0463 %

En la Tabla 4.4 los resultados del analisis de varianza (ANOVA) se dividen en la
variabilidad de la variable respuesta y en segmentos fraccionados para cada uno de los
efectos. Y analiza el grado de significacion de cada efecto, comparando la media cuadrada
con la estimacion del error experimental. En este caso, la interaccion AB tiene un valor de p
cercano a 0.05, indicando que son significativamente diferentes al cero en un 95 % de nivel de
confianza. El coeficiente de regresion indica que el modelo ajustado explica el 73.0463 % de
la variabilidad del colorante extraido.

En las Figuras 4.6, 4.7 y 4.8, se muestran las gréaficas de superficie de respuesta y de
contorno en funcion de las variables estudiadas, relacién de semilla-volumen de KOH y
temperatura; relacion semilla-volumen de KOH vy tiempo; temperatura y tiempo,
respectivamente.

En la Figura 4.6 conforme se incrementa la temperatura y la relacion semilla-volumen
de KOH, se favoreceria la extraccion, pero fisicamente esto no es posible ya que la

temperatura puede degradar el colorante.
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Figura 4.6. Superficie de respuesta y contorno para la extraccion del colorante en funcion de

la relacion semilla-volumen de KOH y de la temperatura.

IR TY

L
LN

Figura 4.7. Superficie de respuesta y contorno para la extraccion del colorante en funcion de
la relacion semilla-volumen de KOH y del tiempo.
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Figura 4.8. Superficie de respuesta y contorno para la extraccion del colorante en funcion de

la temperatura y el tiempo.
Del andlisis de regresion del disefio de experimentos para la variable respuesta, se
obtiene el modelo de segundo orden en funcién de las variables estudiadas (relacion semilla-

volumen de KOH, temperatura, tiempo de agitacion).

La ecuacién del modelo es:

Colorante = 0.134196 + 0.011902 (A) + 0.0180296 (B) + 0.0101256 (C) + 0.0168976 (A%) +
0.0491411 (AB) + 0.000376205 (AC) + 0.0299396 (B?) - 0.0184275 (BC) + 0.0286504 (C?)

Del modelo obtenido se encontré que las mejores condiciones para la extraccion
fueron una relacion semilla-volumen de disolvente 1:5, temperatura 50° C y 45 minutos de

agitacion. Se realizo la extraccion por triplicado y los resultados se muestran en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5. Resultados de la extraccion con las mejores condiciones.

Exp. | Disolvente | Gramos | Relacion | Gramos de | Gramos de | Concentracion
de semilla: semilla colorante | de Norbixina
semilla | disolvente agotada g/l
1 KOH 4 1:5 3.8625 0.2985 0.036135
2 KOH 4 1:5 3.8801 0.2953 0.046259
3 KOH 4 1:5 3.8626 0.2852 0.041808

Fuente: Obtenida en el presente estudio.

Se obtuvo una desviacion estandar en la absorbancia de 0.22 y en la concentracion de
0.00507.

4.8 Balance de masa para el método de extraccion 2

Se realizé el Balance de Masa para la metodologia seleccionada con la finalidad de
conocer cuanto se debe obtener tedricamente del pigmento, tomando en cuenta que la semilla
utilizada tiene un 8% de pigmento y 92 % de impurezas, con estos datos se podra comparar
cuanto se obtiene experimentalmente del pigmento (Figura 4.9).

p=m/v (Ecuacion 4.1)

pkon=2X10°K/m* v=20ml=2x10°m®
MkoH = p*V = 0.04 Kg

p Hosos = 1.8 x 10° Kg/ m?

m= p*V = 0.009 Kg de HzSO4
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KOH 20ml 5ml HzSO4
b "
o . . | Filtraciony
—> » » —
iy A Agitacion 5 Precipitacion - secado H
Semilla 92% l KOH KOH l Color
Color 8% C Color H,SO,4 G
Semilla sin color Color KOH
H»SO4

Figura 4.9. Diagrama de bloques para la extraccion del colorante

Balance de masa Global del proceso

A+B+E=G+C+H (Ecuacion 4.2)

0.004 kg + 0.04 kg+ 0.009 kg = 0.049 kg + 0.00368 kg + 0.00032 kg
0.53 kg = 0.53 kg

En la Tabla 4.6 se presentan los resultados obtenidos del balance de masa para la
extraccion del achiote, se tomo como base de célculo 4 gramos, debido a que ésta es la

cantidad de semilla utilizada en cada ensayo.
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Tabla 4.6. Resultados obtenidos del Balance de Masa.

) Composicion de las
Corriente Kg )
corrientes

Xacolorante = 0.08
Xasemila = 0.92

B= 0.04 XB KoH =1

C =0.00368 Xesemila =1

D =0.04032 Xb colorante = 0.007937
Xpkon  =0.992063
E =0.009 XeHacido =1

Xrkon  =0.811027

A =0.004

F =0.04932
XF H2s04 — 0.182482
XF color = 0.006489
XG KOH =0.816324
G =0.049

XG H2s04 = 0.183674
H = 000032 XH color = 1

Fuente: Obtenida en el presente estudio.

4.9 Disefio del proceso de extraccion
Con base a los resultados obtenidos se establecen los siguientes parametros para cada
una de las variables estudiadas.
Relacion cantidad de semilla/volumen de disolvente 1:5 p/v (peso/Volumen)
Concentracion de disolvente KOH: 2 % p/v (Peso//\VVolumen)
Tiempo de agitacion: 45 minutos a 60 rpm
Temperatura: 50° C
Costo de Acido Sulfarico 18800/Tonelada
Costo de Hidroxido de potasio 9200/Tonelada

El costo del achiote es de $2.00 pesos por kilogramo al sur de Mexico, y para la
extraccion, segln un estudio de mercado reciente el precio de los colorantes naturales estan
cotizados en $50,000 a $55,000 peso por kilo (Alzate, 2005). Obteniendo una produccion de
24 toneladas anuales de la planta de extraccibn se obtienen una ganancia de
$1,200,000,000.00 pesos.
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Para el disefio de la planta piloto se establecen como criterios una produccién diaria de
100 kilogramo por dia de colorante, trabajando 25 dias por mes, para tener esta produccion se
procesan 10 lotes de produccion de 10 kilogramos. Se estima un porcentaje de rendimiento de
produccién del 93 %.

Analisis econdmicos realizados para plantas pilotos muestran que el negocio de los
colorantes naturales es rentable. Esto lo han demostrado empresas de la ciudad como C.I.
Tecnacol, Alsec Ltda., asi como empresas de EstadosUnidos Kalsec Inc. O de Chile, Biocolor
(Escobar, A., 2005)

En la Tabla 4.7, se presentan los equipos a emplear y sus caracteristicas para llevar acabo el

proceso de extraccion del colorante.

Tabla 4.7. Equipos que se sugieren para ser utilizados en la extraccion del achiote.

Equipo Cantidad Caracteristicas Costo
Silo almacenamiento 1 V=6.6 m’, L= 4.3m, D=1.41; US $ 50,000
para semilla
Tanque de 1 V=34m°, L=7.5m, D=2.5; Acero | US $ 2400.00
almacenamiento KOH inoxidable
al 2%
Tanque de 1 V=8.4m’, L=4.6m, US $ 932.00
almacenamiento D=1.53m;Acero inoxidable
H,SO,
Tanque de agitacion 1 V=0.84m", L=2.13m, D=0.71m; US $ 200.00

Acero inoxidable

Tanque de 1 V=0.93m", L=2.2m; D= 0.74. US $ 218.00

precipitacion y
suspensién coloreada

Control de temperatura 1 Termopar de 70° C US $49.00
Bomba centrifuga 5 1 Hp, 380 volt. 1.9 Amp. Caudal | US $995.00
110 L/min,
Filtro prensa 1 Capacidad 1m’ por lote. US $ 6000.00
Secador 1 Sacador para 15 Kg de colorante | US $ 17000.00
Molino 1 Motor 1 HP, muele a base de US $ 4800.00
discos con rendimiento de 150
kg/h.

Fuente: Obtenida en el presente estudio.

Los célculos realizados estan estimados para trabajar en el Sur de México (Campeche,
Chiapas, Oaxaca, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz, y Yucatan), aunque se debera realizar un

estudio de mercado detallado y profundo para conocer la localizacion de la planta.
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RESULTADOS Y ANALISIS

En la Figura 4.10 se muestra el diagrama del proceso propuesto para una extraccion de

10 kilogramos de colorante del achiote por lote.

TERMORAR
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. J
H2504
w
o
Figura 4.10. Proceso de extraccion del colorante del achiote.
NOMENCLATURA DE LAS CORRIENTES
1 Hidroxido de potasio al 2% p/v H,SOsal 2.5 N
2 Semilla del achiote Suspensién acidificada
3 Suspension coloreada Colorante en polvo
4 Semilla Agotada
5 Suspension coloreada
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente estudio se concluye que:

+ La extraccion del colorante en medio basico fue adecuada, y el disefio de experimentos,
teniendo como variable respuesta la cantidad de colorante extraido, permitié encontrar las
mejores condiciones para la extraccion: cantidad de semilla volumen de solvente (1:5),
temperatura 50 °C y tiempo de agitacion de 45 minutos.

+  Del anélisis en el espectrofotdémetro uv-visible se encontré la maxima absorbancia del
colorante obtenido en el laboratorio, asi como del colorante comercial y en ambos fue de 450
nm.

+ En la cromatografia en capa delgada se obtuvo un Rf de 0.75 tanto para el colorante
comercial como para el obtenido en el laboratorio.

+ Del espectro en infrarrojo, la muestra comercial y la obtenida en el laboratorio se
comportan similarmente, se localizo en ambos el carboxilo que identifica la Norbixina a
3385.10 cm™, con una diferencia minima a 1250 cm .

+ Del balance de masa realizado para el proceso de extraccion del achiote, se obtuvo que
tedricamente se debe tener un 8 % de colorante en relacion al peso de la semilla, con el
método alcalino utilizado se logré obtener el 93 % del colorante de la semilla.

+ El presente estudio permitio establecer la metodologia para el proceso de extraccion del

colorante del achiote.

RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

+ Dar inicio y seguimiento a un estudio integral, ingenieria de proyectos, para la
construccion de la planta piloto para la extraccion del achiote.
+ Realizar un estudio y el analisis econémico, para el proceso de extraccion y purificacion

del colorante.
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