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GLOSARIO

Alifético Nombre genérico de los compuestos
organicos.
Amento Espiga articulada por su base vy

compuesta de flores de un mismo sexo.

Arrayan Fruto del arbusto que sera utilizado como

materia prima.

Baya Fruto con el endocarpo y mesocarpo

carnosos y con varias semillas menudas.

Concreto Es el producto solido o semisélido
obtenido tras la extraccion de los
principios activos de ciertas materias
primas de origen vegetal, mediante el uso

de solventes volatiles.

Constante dieléctrica Numero adimensional que indica si una

molécula es polar o no polar.
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Difusividad

Dipolo

Drupa

Extraccion

Extracto

Maceracion

Metabolitos secundarios

Se refiere al movimiento molecular que
realiza una solucion para alcanzar la
uniformidad de forma espontanea,

debido a un gradiente de concentracion.

Separacion de cargas positivas y

negativas en un atomo neutro.

Pericarpio carnoso que tiene un solo

hueso.

Operacion unitaria, en donde existe una
transferencia de masa liquido a liquido
o de sélido a liquido.

Producto obtenido de la materia prima

por la extraccion.

Operacion unitaria consistente en
sumergir un solido en un liquido o
solvente para extraer las partes

solubles, llamada también lixiviacion.

Son aquellas moléculas responsable del
efecto terapéutico comprobado que una

planta ya sea aromatica 0 medicinal

posea.
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Morfologia

Sulfito de sodio

Taninos

Parte de la historia natural que trata de la
forma de los seres organicos y sus

transformaciones.

Na,SO;, es un polvo cristalino blanco,
soluble en agua y en glicerina; se usa para
blanquear en la fotografia y también como

antiséptico.

Sustancias polifendlicas amorfas de color
amarillo-café que poseen la cualidad de
curtir las pieles (transformarlas en cuero);
es un producto natural obtenido de la
corteza y los frutos de muchas plantas; su
formula quimica no estad completamente
dilucidada, ya que los taninos se clasifican
en dos grupos de constituyentes fendlicos,

hidrolizables y condensados.






RESUMEN

Se caracterizaron los pigmentos vegetales presentes en los extractos
acuosos y etandlicos, obtenidos del berry del fruto del arrayan (Myrica cerifera
L.). La materia prima en estudio provino del bosque silvestre del departamento
del El Progreso, recolectada de los bosques naturales del area nor-central de
Guatemala, luego de una molienda y posterior separacion por tamices, se utilizd
el berry retenido en el tamiz (-No.50, +N0.60) que corresponde a un tamafio de

particula de 300um.

Se llevo a cabo utilizando como método de extraccion, una maceracion
dindmica con reflujo a temperatura constante de 60°C. Se logré determinar que
los extractos que presentaron mayor rendimiento, fueron los procesos en los
que se utilizé agua a pHo= 8, 9 y 10. Se realizé un tamizaje fitoquimico de los
extractos en el cual se logr6 determinar que la familia de metabolitos

secundarios presentes en todos los extractos fueron los flavonoides.
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OBJETIVOS

General

Extraer y caracterizar fitoquimicamente los pigmentos vegetales

presentes en el fruto del palo de arrayan (Myrica cerifera L.)

Especificos

1. Evaluar el rendimiento de metabolitos secundarios extractables en
funcién del solvente utilizando agua en funcién del pH y etanol al 95%,
utilizando el proceso de maceracion dinadmica con reflujo a 60°C, como

método de extraccion.

2. Identificar las familias de metabolitos secundarios presentes que posean

propiedades de pigmentacion, a través de un tamizaje fitoquimico.
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HIPOTESIS

Nula

No existe diferencia significativa en el rendimiento de extraccion de
pigmentos vegetales presentes en el fruto del palo de cera de arrayan
proveniente de los bosques de Sierra de las Minas en el departamento de El
Progreso, en funcién del solvente y su pH: agua pHo=7, pHo=8, pHo=9, pHo=10

y etanol.

Ho: v i=1,2,3 W

I
=

Alternativa

Existe diferencia significativa en el rendimiento de extraccion de
pigmentos vegetales presentes en el fruto del palo de cera de arrayan
proveniente de los bosques de Sierra de las Minas en el departamento de El
Progreso, en funcion del solvente y su pH: agua pHo=7, pHo=8, pHo=9, pHo=10

y etanol.

Hi: 3i i= 1,2,3 Hi # 9
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INTRODUCCION

El palo de cera de arraydn (Myrica cerifera L.) se encuentra en varias
regiones de Guatemala. Su importancia se debe a que actualmente el Proyecto
Ecologico Quetzal, orienta a la recoleccion de cera cruda de arrayan, en la
poblacién rural, de la region nor-oriental de Guatemala. Ademas éste posee
metabolitos secundarios que bien pueden ser aprovechados al igual que su

cera, por la extraccion con algun solvente.

Debido a que se ha realizado la caracterizacién de la mayoria de los
componentes del fruto del palo de arrayan y se ha determinado su composicion
y propiedades, el objeto de estudio para este trabajo de tesis, es un
constituyente del fruto el cual esta adherido a la almendra, por las ceras blancas
y grises de la semilla, el cual recibe el nombre de berry que en espafiol significa
cereza, este agente le da la pigmentacion a la cera cuando esta es extraida.
Pigmentacidon que se puede ser de utilidad para extraer un colorante el cual se
podria utilizar para coloraciones especificas. Para llevar a cabo las extracciones

se emplearon dos solventes, polar y prético, agua y alcohol etilico.

Luego se utiliz6 ese extracto de pigmento vegetal y se procedi6 a realizar
un tamizaje fitoquimico, con el cual se logré determinar las familias de
metabolitos secundarios presentes, las cuales presentan propiedades
pigmentables en las extracciones con etanol 95% y las soluciones analiticas

usando agua a pHo=7, pHo=8, pHo=9, pH,=10.
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La materia prima recolectada para el estudio provino de bosques
silvestres del departamento de El Progreso, el cual se encuentra situado en la
region Il , su cabecera departamental es Guastatoya, limita al norte con el
departamento de Alta Verapaz; al sur con Guatemala y Jalapa; al este con
Zacapa y Jalapa; y al oeste con Baja Verapaz y Guatemala. Se ubica en la
latitud 14° 51' 14" y longitud 90° 04' 07", y se encuentra a 518 metros sobre el

nivel del mar.

Se manej6 un disefio experimental cuya finalidad fue determinar si
existen diferencias significativas entre los extractos del berry en el fruto del
arrayan, debidas a la naturaleza de los solventes a utilizar. Se tomaron como
parametros de comparacion los rendimientos obtenidos asi como las
propiedades fitoquimicas de los extractos obtenidos, con el fin de analizar el
efecto del solvente utilizado sobre la cantidad y propiedades de los pigmentos

vegetales extractables de las semillas del arbol de Arrayan (Myrica cerifera L.).

El proceso de la investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de la
seccion de Quimica Industrial del Centro de Investigaciones de Ingenieria,
Laboratorio del Area de Quimica Laboratorio de Investigacién de Extractos
Vegetales LIEXVE y el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales
LIPRONAT, todos estos pertenecientes a la Universidad de San Carlos de

Guatemala.
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1. ANTECEDENTES

Se han realizado ocho estudios de tesis dentro del enfoque de
graduacion, del fruto de arrayan (Myrica cerifera L.), las cuales han sido

asesoradas por el Ing. César Alfonso Garcia Guerra.

Evaluacion preliminar de la cera extraida del arbol de Arrayan (Myrica
cerifera L.). Realizado por el estudiante Héctor Estrada, en 1990. En este
estudio se determind que no hay diferencias significativas entre los parametros
evaluados (indice de saponificacion, indice de yodo, punto de fusién y gravedad
especifica), utilizando 3 métodos de extraccion soxleth usando como solventes
el n-hexano y etanol. También se determiné que el contenido de material céreo

del fruto del palo de arrayan es de un valor maximo promedio de 45% en peso.

Evaluacion del proceso de blanqueo de la cera de arrayan (Myrica

cerifera L.) en suspensiéon con hipoclorito de calcio (Ca(OCI)ZZHZO) a diferentes

concentraciones y valores de pH. Realizado por el estudiante Carlos Cardona
Cabrera, en 1994. En este estudio se determiné que el proceso de blanqueo de
la cera de Arrayan, es funcion de los factores (concentracion de hipoclorito de
calcio y el pH inicial de la solucién, y este pH cambia durante el proceso de
blanqueo, debido a las reacciones redox que se llevaran a cabo durante el

proceso.



Evaluacion de la influencia de la temperatura y el tiempo de proceso en
el blanqueo de la cera de arrayan (Myrica cerifera L.) a nivel de laboratorio,

crudo fundido con hipoclorito de calcio di-hidratado Ca(OCI)2H202 . Realizado

por el estudiante Gerson Pérez Cardoza, en 1994. En este estudio se determind
gue no existe diferencia significativa del blanqueo final de la cera en los
resultados de los tratamientos, en los cuales se vario el tiempo y asi también de
determind que existen diferencias significativas del blanqueo final de la cera, en
los resultados de los tratamientos en los cuales se varié la cantidad de agente

blanqueador.

Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de los concretos y cera
refinada, obtenidos del fruto de arrayan (Myrica cerifera L.) mediante la
extraccidn con solventes organicos (etanol y hexano) y agua. (Recolectados de
los bosques naturales del area nor-central de Guatemala). Realizado por el
estudiante Diego Omar Hernandez Aguilar en octubre de 2003. Durante el
proceso se logré obtener un producto (cera blanqueada), a la cual se le evalu6

el color, para determinar el grado de refinamiento obtenido.

A la cera refinada se le realiz6 otra serie de evaluaciones adicionales
como los indices de saponificacién, equivalente de saponificacién, yodo,
peréxido, acidez, porcentaje de acidos libres, ésteres y densidad. Entre los
resultados del perfil de &cidos, se encontraron el acido miristico y palmitico.
Ademas se realiz6 una evaluacion proximal de la almendra o endocarpo,
obteniendo entre los resultados un contenido de nutrimentos bajos comparados
con los granos de maiz, sin embargo es potencialmente aprovechable como

complementos para la nutricion animal.



Identificacion de familias de metabolitos secundarios en Myrica cerifera.
Siendo realizado por el estudiante de farmacia Ivo Santizo Rodas en Febrero
del 2004. Como resultados se observo que los métodos y técnicas utilizadas en
la identificacién de familias de metabolitos secundarios de la planta Myrica
cerifera son realizables con las condiciones, materiales y equipo disponible en
nuestro medio; que la técnica de lixiviacibn es la mejor para obtener los
extractos y que realizar la extraccion de los metabolitos secundarios de la

Myrica cerifera L.

Evaluacion del rendimiento de concretos obtenidos en la secuencia
extractiva por lixiviacion mediante técnica soxhlet con tres solventes (hexano,
etanol y agua) a partir de frutos de arrayan (Myrica cerifera L.) recolectados de
los bosques naturales del area nor-central de Guatemala. Realizado por el
estudiante Gustavo Adolfo Recinos Mendoza en Mayo del 2004. Con el estudio
se establece que si se presentan diferencias significativas y que es lote 1
recolectado del bosque natural ubicado entre de Sierra de las Minas y Sierra
Chuacus, departamento del Progreso, el que posee mayor rendimiento de

extraccion de concreto.

La secuencia de extraccion de concretos con los 3 solventes (hexano,
etanol y agua) en forma consecutiva si depende del orden de extraccion,
obteniéndose rendimientos maximos en las secuencias en funcion del lote L1-
W-Et-He 45,15% y L2 Et-He-W 37,86%.

Estudio de la saponificacién de la cera del arrayan (Myrica Cerifera L.)
evaluando el alcali alternativo ceniza de lefia de encino respecto al carbonato
de potasio (K2CO3). Realizado por el estudiante Alvaro Esal Miranda
Moscoso, en 1994. En la investigacion se determino si era factible la
saponificacion de la cera del arbol del Arrayan, asi como el procedimiento
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optimo para llevar a cabo dicho experimento. La alta alcalinidad de la ceniza por
su composicién quimica, favorece la completa saponificacion de la cera del

arrayan (Myrica Cerifera L.).

Evaluacion del contenido de taninos (acido tanico) en el extracto acuoso y
etandlico a nivel laboratorio, obtenido del fruto del palo de arrayan o cera San
Pascual (Myrica cerifera L.) recolectados de los bosques del area Nor-central
de Guatemala. Realizado por el estudiante Otto Javier Cerezo Quezada, en
Febrero 2005.

Estudio en el cual, segun el analisis estadistico de los datos obtenidos,
existe diferencia significativa en el contenido total de taninos obtenido por medio
del solvente polar (agua) y por medio del protico (etanol al 70%) utilizado,
debido a la capacidad de cada uno de extraer diferente tipo de taninos. Para el
caso del contenido total de taninos obtenido a partir de las dos procedencias

(Baja Verapaz y El Progreso) no existe diferencia significativa.

También de la linea de investigacion del Fondo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (FONACYT), se realiz6 el proyecto No. 50 - 2 000 denominado:
caracterizacion de las fracciones extractables contenidas en el fruto del palo de
cera, palo de arrayan o palo de cera San Pascual (Myrica cerifera L.). En el
cual el investigador principal fue el Ing. César Alfonso Garcia Guerra, en el
2001.



2. MARCO TEORICO

2.1. Las plantas

La ciencia fitoterapia (cura por las plantas) también ha hecho progresos.
Antiguamente se sabia que ciertas hierbas servian para curar determinadas

dolencias, pero no se sabia por qué. Hoy se explican los efectos por las causas.

Las virtudes de las plantas medicinales, se deben al contenido de
metabolitos secundarios que éstas poseen. Estos metabolitos contienen
principios activos que son los responsables de las propiedades terapéuticas de

las plantas.

La historia de la quimica abunda en intentos por separar substancias
puras de los vegetales. Entre ellos destacan el aislamiento de la sacarosa por
Margraff en 1747 y la obtencién por Scheele, entre 1769 y 1786, de los acidos
lactico, oxalico, mélico, galico y tartarico. En 1806, Serturner sefialé una etapa

importante en la ciencia con la obtencién del primer alcaloide: la morfina.

A partir de 1917, Robinson empez6 a estudiar la biogénesis de
alcaloides, pigmentos vegetales y otros productos de las plantas, mientras que
otros investigadores trataron de encontrar la relacion entre las substancias
aisladas de los vegetales y su clasificacion taxonomica, sus condiciones de

cultivo y otros factores externos.



Se sabe que varios de los compuestos aislados, son productos de
degradacion o transposicién que ocurren durante el aislamiento y se deben a la

influencia de enzimas o agentes quimicos.

2.1.1. Familia Bayberry

“Se conforman de 150 géneros, de los que 74 especies estan distribuidas
en regiones tropicales y templadas. Existe referencia de su primer cultivo en
1699, el palo de cera de arrayan es un arbusto aromético. Posee hojas verdes
las cuales tienen una distribucion alternada, dentadas, lobuladas con contenido

de resina, sin estipulas. Puede crecer de siete hasta una altura de ocho metros.

Sus flores son pequefas, monoicas y diodicas con amentos globulares u
oblongos, flores solitarias en la bractea, no posee perianteos, flor estaminifera,
de 4 a 8 estambres, insertados en el receptaculo, con filamentos cortos
distinguibles o muy poco unidos, flor con pistilo de una sola célula ovarica
subtenida por 2 a 8 bracteas, 6vulo solitario, ortoptero, estilo muy corto, los dos
estigmas lineales, frutos o drupas pequefios, con exocarpo ceroso, semilla

simple, endocarpo duro, cotiledén plano convexo.”*

! Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia (FONACYT). Caracterizaciéon de las fracciones

extractables contenidas en el fruto del palo de cera, palo de arrayan o palo de cera San
Pascual (Myrica cerifera L.) proyecto 50-2000. p.56.
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Figura 1. Detalles morfolégicos del arrayan en el que se
observan hoja, tallo, arbusto total detalle de la
corteza, floracion y frutos

Fuente: FONACYT. Caracterizacion del fruto de arrayan. p. 3.

El género Myrica L., cuenta con tres especies principales las cuales son:
Myrica cerifera, Myrica lindeliana y Myrica pringlei. Su distincibn se basa
fundamentalmente en las hojas. La Myrica cerifera, es de hojas agudas
acuminado, dentadas en forma sinuosa o subenteras, con hojas obtusas o muy
obtusas. La lindeliana presenta hojas oblongas obloceadas, de 5 a 11
centimetros de longitud, consipicuamente dentadas o aserradas en toda su
longitud. La prienglei presenta hojas ovaladas de 2 a 4 centimetros de longitud

enteras o sinuosamente dentadas.

Las regiones en donde se han localizado mayores concentraciones de
esta planta, han sido los departamentos de Alta y Baja Verapaz, lzabal,
Zacapa, Chiquimula, Jalapa, Escuintla, Sacatepéquez, Chimaltenango,
Quetzaltenango, Quiché y Huehuetenango. Su cosecha depende la altitud de
la region en donde se encuentra la planta. Para zonas altas se cosecha entre

los meses de noviembre a enero, y para zonas bajas, de marzo a mayo.
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Informacion complementaria del Palo de cera de arrayan: abreviacion
MYRCER, sinénimos: Gua-ut (kekchi) que significa comida de pajaros, Chac
olol (Chiapas), Morella cerifera, Cerothamnus pumilus, Cerothamnus cerifera,
Myrica carolinensis, Myrica pusilla, Myrica mexicana. Nombres comunes: Palo

de Cera, Palo de Cera de San Pascual, Palo Cerero, Candleberry, Waxmyrtle,

Bayberry.
Figura 2. Detalle de la morfologia de la flor del arrayan
(Myrica cerifera L.)
Fuente: FONACYT. Caracterizacién del fruto de arrayan. p. 4.
2.2.  Solventes ?

Un solvente es un liquido en cual se introduce una o mas sustancias
para constituir una fase homogénea: la solucion. El solvente no es definido por
su estructura quimica sino mas bien por su estado fisico, el estado liquido, y
por su uso. Hay una infinita variedad de solventes: agua,compuestos organicos

simples a la temperatura ambiente (alcoholes, acidos e hidrocarburos, etc.).

% Fuller R. Wayne. Solventes. Estados Unidos de América: Federacién de Sociedades para la
Tecnologia en pintura, 1967. p.51.
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Estos ultimos los mas tradicionales, pero los gases condensados a bajas
presiones tales como el amoniaco o el diéxido de carbono, y muchas sales (por
ejemplo, criolita liqguida a mas de 1 000 °C) son también usados como

solventes.

2.2.1. Clasificaciéon de los solventes

La polaridad es una de las caracteristicas mas importantes de los
solventes, ya que establece una diferencia en la carga eléctrica sobre varias
porciones de una molécula. Esta es la diferencia fundamental entre los
solventes, ya que establece un punto a partir del cual pueden clasificarse. De
lo anterior, los solventes pueden catalogarse de dos maneras: polares y no
polares. Ademas pueden subdividirse en solventes polares préticos, polares

apréticos, solventes no polares no oxigenados y no polares oxigenados.

Un solvente polar prético es aquel que puede liberar un hidrogeno por
ionizacién o bien es aquel que dona un proton, por ejemplo el agua. Caso
contrario es el del solvente aprotico pues éste no libera ningun protén, ejemplo

el n-propilacetato.

Asi, un solvente no polar oxigenado, es aquel que contiene oxigeno en
Su estructura, pero éste no ayuda a la polaridad de la molécula, Ej: éter
metilico. Queda claro que un solvente no polar y que no es oxigenado son

anicamente los formados por hidrocarburos. Ej: hexano, heptano.



Figura 3. Esquema de clasificacion de solventes

/’

Préticos (agua, etanol)
Polares

Aproticos (acetona, MEK)

Solventes <

Hidrocarburos oxigenados

(ésteres, éteres)
No Polares

Hidrocarburos no oxigenados
_ (hexano,heptano)

Fuente: FULLER, R. Wayne. Solventes. p. 7.

Los solventes polares poseen una mejor capacidad de solvatacion que el
resto de los solventes, en la industria son empleados para formar soluciones
con resinas vinilicas, acrilicas, nitroceluldsicas, epoxidas, resinas con silicon y
poliuretano. Su gran versatilidad las hace muy importantes, pero su alto costo
hace que en muchas ocasiones se use una mezcla y no sélo un solvente para

formar las soluciones.
2.2.2. Propiedades de los solventes
2.2.2.1. Volatilidad
Se refiere a la cantidad de presion de vapor mensurable en una

sustancia, o también a la concentracion respectiva de un determinado

componente en fase liquida y en fase gaseosa, la velocidad de evaporacion
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generalmente es evaluada al ser comparada con otros como el acetato de
butilo.
2.2.2.2. El grado de inflamabilidad

Es la temperatura a la cual el solvente emite suficiente vapor para formar
una mezcla que puede explotar o bien inflamarse al ser puesta en contacto con
una flama, superficie caliente, etc. Y tener contacto con el aire.

2.2.2.3. Riesgo de intoxicacion en alimentos

Debido a su toxicidad, ciertos solventes son prohibidos en tintas para
empaques de comida. Otros en cambio son tolerados, pero en cantidades
limitadas. Su medida es expresada en miligramos por kilogramo de comida.

2.2.2.4. El peso molecular

El peso molecular de los solventes les permite mejores condiciones de

movilidad y por lo tanto una mayor solvatacion.

2.2.2.5. Olor

El solvente nunca es evaporado en su totalidad. Con la misma

concentracion, diferentes solventes poseen muy diferentes residuos olfativos.

2.2.3. La funcion del solvente

El papel del disolvente no es pequefio. Las moléculas del soluto no
existen en solucion como particulas desnudas; estan solvatadas. Hay muchas
moléculas de disolventes unidas por enlaces a cada particula disuelta y es la
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formacién de dichos enlaces la que proporciona la energia necesaria para que
se rompan las fuerzas de atraccibn que mantienen unidas las particulas del

soluto. Dichas fuerzas de atraccion o enlaces son las siguientes:

¢ Enlaces ion-ion: muestra la atraccion entre las cargas opuestas de un cation

y un anion.

e Enlaces dipolo-dipolo: atraccién entre el extremo positivo de una molécula

polar y el negativo de otra, también polar.

e Fuerzas de Van der Waals: es la atraccion entre los extremos con cargas
opuestas de dipolos momentaneos e inducidos en moléculas vecinas. Estas

fuerzas acttan entre todas las moléculas, incluidas las no polares.

e Enlaces ion-dipolo: atraccién de un ion positivo por el extremo negativo de
las moléculas de un disolvente polar, y de un ion negativo por el extremo

positivo.

Las caracteristicas de la solubilidad de los solutos no iénicos dependen
principalmente de su polaridad y en particular de su capacidad para formar
puentes de hidrégeno. La simple premisa que la estructura molecular determina
el comportamiento quimico y la que menciona que una sustancia disuelve a otra
semejante, dan idea del porqué sustancias que son polares no son solubles en

disolventes organicos

En realidad un buen solvente debe presentar el llamado poder de
solvatacion: o la capacidad de formar enlaces. El dicho poder no depende
simplemente de un elevado momento dipolar, sino que también tiene que ver

con la naturaleza de los enlaces quimicos formados.
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2.2.4. Efectos y caracteristicas generales de los solventes

industriales

2.2.4.1. Alcoholes

Compuestos alquilicos con un grupo funcional hidroxilo. Constituyen una
de las clases mas importantes de solventes industriales. Los dos alcoholes
industriales mas importantes son el metanol y el etanol. Estos alcoholes se
absorben bien por todas las vias, aunque su absorcion dérmica 0 mucosas
dificilmente pueda dar intoxicaciones agudas. Sufren deshidrogenacién por las
enzimas: alcohol deshidrogenasa, MAOS y catalasas, transformandolos en
formaldehido y luego en acido férmico. Su altisima hidrosolubilidad, como su
volatilidad hacen que sean eliminados facilmente tanto por via renal como por

via respiratoria.

Figura 4. Esquema general de un alcohol
O
;e M S iy o
H H

Fuente: John. Kotz. Quimica. p. 82.
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2.2.4.2. El agua

El agua es una sustancia tan comun en la Tierra que con frecuencia se
menosprecia su naturaleza Unica. El agua participa en todos los procesos
vitales. Es un magnifico disolvente para muchos compuestos i6nicos, como
para otras sustancias que son capaces de formar enlaces de hidrégeno con el

agua. Ej: alcoholes.

El agua tiene un calor especifico elevado (4,184 J/g*°C). La raz6n de ello
es que para elevar la temperatura del agua (es decir, para aumentar la energia
cinética promedio de las moléculas), primero se deben romper muchos enlaces
de hidrégeno intermoleculares. Por ello, puede absorber una gran cantidad de
calor mientras que su temperatura aumenta ligeramente. De la misma manera,
el agua puede proporcionar mucho calor con una ligera disminucion de su

temperatura.

Por esta razén, las enormes cantidades de agua que se encuentran en
los lagos y océanos pueden moderar de manera eficaz el clima de las zonas
circundantes al absorber calor en verano y liberar calor en invierno, con

pequefios cambios de temperatura.

La propiedad méas sobresaliente del agua es que su forma sélida es
menos densa que su forma liquida: el hielo flota en la superficie del agua
liquida. Mientras que la densidad de casi todas las demas sustancias es mayor

en el estado soélido que en el estado liquido.

La forma de comprender por qué el agua es distinta, es la de examinar
su estructura electrénica, en el &tomo de oxigeno hay dos pares de electrones
no enlazantes, o pares libres.
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Figura 5. Estructura electronica del agua

Angular

Agua,
2 pares de enlace,
2 pares solitarios

Fuente: John. Kotz. Quimica y reactividad quimica. p. 361.

Aungue muchos compuestos pueden formar enlaces de hidrégeno
intermoleculares, la diferencia entre el agua y otras moléculas polares, como

NH3 y HF, es que cada a&tomo de oxigeno puede formar dos enlaces de

hidrogeno, el mismo numero de los pares libres de electrones del atomo de
oxigeno. Asi, las moléculas de agua se enlazan en una extensa red
tridimensional en la que cada atomo de oxigeno forma casi un tetraedro con
cuatro atomos de hidrogeno, dos unidos por enlaces covalentes y dos por
enlaces de hidrégeno.

Esta igualdad en el numero de atomos de hidrégeno y de pares libres no

es caracteristica del NH3, ni del HF o, para ser mas preciso, de ninguna otra

molécula que sea capaz de formar enlaces de hidrogeno. Por consiguiente,
esas moléculas pueden formar anillos o cadenas, pero no estructuras

tridimensionales.
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2.2.5. Constante dieléctrica de los solventes

Un dieléctrico es un material no conductor, como el caucho, el vidrio o el
papel encerado. Cuando un material dieléctrico se inserta entre las placas de un
capacitor aumenta la capacitancia en un factor adimensional k, conocido como

la constante dieléctrica.

En cuanto a los solventes, la relacidon de la constante dieléctrica muestra
que tanto una sustancia estd polarizada y la capacidad de asociacién del

solvente a otras moléculas.

En el primer caso a escala atomica, se afirma que las moléculas estan
polarizadas cuando hay una separacién entre el “centro de gravedad” de las
cargas negativas y la correspondiente a las cargas positivas de la molécula. En
algunas moléculas como el agua, esta condicién siempre esta presente. Esto
puede entenderse al examinar la geometria de la molécula del agua. Esta se
encuentra arreglada de modo que el atomo de oxigeno esté ligado a los atomos
de hidrogeno con un angulo de 105° entre los dos enlaces (ver figura 7).

El centro de la carga negativa esta cerca del atomo de oxigeno, y el
centro de la carga positiva esta en un punto a la mitad de la linea que une los
atomos de hidrégeno (punto medio en el diagrama). Los materiales compuestos
de moléculas que estan polarizadas permanentemente de este modo tienen
constantes dieléctricas elevadas. Por ejemplo, la constante dieléctrica del agua
es de (k = 78,3).
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Figura 6. Polarizacién permanente de la molécula de agua
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Fuente: John. Kotz. Quimica y reactividad quimica. p. 52.

Si las moléculas del dieléctrico no poseen un momento de dipolo
permanente, se les conoce como moléculas no polares. En este caso, un
campo eléctrico externo produce cierta separacion de carga y un momento de
dipolo inducido. La capacidad de asociacion puede expresarse en términos de
la constante dieléctrica. Cuanto mas polar sea un solvente, mayor sera su
respectiva constante dieléctrica. Compuestos ionizables y/o altamente polares
se disuelven en solventes de elevada constante dieléctrica; al igual que

compuestos apolares se disolveran en solventes de baja constante dieléctrica.

Los hidrocarburos oxigenados y no oxigenados quedan también dentro

de esta clasificacion y su solubilidad dependera de su constante.

En algunos casos la capacidad de una mezcla de solventes de inducir un
momento dipolar puede ser calculada. La constante dieléctrica del sistema
depende de la constante de cada uno de ellos y de su respectivo porcentaje en

la mezcla.
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Siendo asi, se puede calcular la constante dieléctrica (k) del sistema a

través de la férmula:

(K) = (kAX%A + kBx%B+.....kn*%n)
100

Figura 7. Cuadro con clasificacion de solventes con su
respectiva constante dieléctrica

Divisién | Sub-divisién Solvente Cte. Dieléctricaa 25°C
Agua 783
Proticos
Etanal 243
Palares
Acetona 207
Aproticos
Solventes Acetato de etilo 6,02

Hidrocarburos

: Eter etilico 434
oxigenados

No Palares

Hidro_c:arburos Hexano 189
no oxigenados

Fuente: FULLER, R. Wayne. Solventes. p.17.

2.3. Extraccion de sdlido con liquidos (lixiviacién)

El intercambio de materia entre una fase solida y una liquida interviene
en numerosos procesos de interés quimico-técnico. La disolucion de materias

sélidas, con o sin transformaciones quimicas, constituye uno de los primeros
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pasos en un buen numero de industrias (procesos metalirgicos por via
humeda, nitricos a partir de nitratos, caustificacion de sosa, etc.), en las que se

trata de utilizar un componente valioso presente entre los sdlidos.

En determinados procesos y operaciones el intercambio de materia tiene
lugar de forma inversa: por paso de la fase liquida a la sélida (cristalizacion,
tratamientos decolorantes, absorcion, cromatografia), o mixta (intercambio
i6nico). En el caso de la lixiviacion, se trata de la disolucién en un disolvente
apropiado de un componente o grupo de componentes que forman parte de un
sélido, el cual contiene otros componentes insolubles. Existen, por tanto, dos
fases: la sdlida y la disolucion. Las variables son temperatura, presion y

concentracion de soluto en la disolucion.

Aplicaciones importantes de la extraccion de soélidos con liquidos, son la
extraccion de aceites y grasas animales y vegetales, la lixiviacion de minerales,
el lavado de precipitados, la obtencién de extractos de materias vegetales o

animales, el proceso de disolucion en obtencion de azucar de remolacha.

2.3.1. Variables de la extraccion sélido-liquido

Como en el estudio de otras muchas operaciones, hay que considerar
aqui el equilibrio que se tiende a alcanzar durante la operacion y la velocidad
con que se alcanza, en funcion de los diversos factores que pueden afectar a
uno y a otra. El conocimiento que se posee de la interfase liquido-sdlido es
escaso y por ello el mecanismo primario del cambio de fase de un soluto
presente inicialmente en forma solida, de la cual depende como es logico, la
cinética del proceso, permanece oscuro, haciendo dificil el desarrollo de una

teoria general para esta operacion.
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Los factores que influyen en el equilibrio son:

La naturaleza del soluto

La naturaleza del disolvente

La presién

La temperatura

2.3.2. Flujo a través de sdlidos: capas limite

En el caso cuando una de las fases es un solido, la velocidad paralela a
la superficie en la interfase debe ser cero. En la figura 9, un fluido con una
velocidad uniforme u, y una concentracién uniforme de soluto cao, la cual
puede ser cero, se encuentra con una superficie sélida lisa AK. Puesto que la
velocidad ux es cero en la superficie y aumento a uy a cierta distancia arriba de
la placa, la curva ABCD separa la regioén de velocidad u, de la regiébn de menor
velocidad, llamada capa limite. “La capa limite puede caracterizarse por un flujo

laminar o turbulento.™

Si la transferencia de masa se efectla desde la superficie hasta el fluido,
tal como sucede cuando un soélido se sublima en un gas o cuando un sélido se
disuelve en un liquido, la concentracion del soluto en el fluido es cao, €n la
superficie del solido y es mayor que cao. Va a existir una curva AE y también
una HJ, que separa regiones de concentracion uniforme cao de regiones con
valores mas elevados de ca, que corresponden a una capa limite de

concentracion.

® Robert, Treybal. Operaciones de transferencia de masa. Segunda edicién. México Editorial
McGraw-Hill, 2001. p.90.
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Figura 8. Esquema de una transferencia solido-liquido
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Subcapa viscosa

Fuente: Robert Treybal. Operaciones de transferencia de masa. p.73.

En el caso especial en que la velocidad es igual a cero y no hay

reaccion quimica, se utiliza la segunda ley de Fick

Dag | _d%ca + d%ca- d%a |- dea (1)

dx? dy? dz? dt

Dag difusividad del soluto A en el disolvente B (distancia/ tiempo)

El balance de cantidad de movimiento o la ecuacidn de movimiento

(Ecuacion Navier-Stokes) para la direccidn x se vuelve:

d’ux + d%ux)\v = ux d®ux +  uz d’ux (2)
dx dz dx dz
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Si existe transferencia de calor entre el fluido y el sélido un balance

general de energia proporciona:

d’ux + d’uxa = uxdux + Uz dux (3)

dx dz dx dz

Estas ecuaciones deben de ser resueltas junto con la ecuacion de

continuidad de forma simultanea.

dux + duy + duz - 0 (4)
dx dy dz

Todas las ecuaciones tienen la misma forma, sSi Uy, Ca Y t y las tres
difusividades de cantidad de movimiento v, masa Dag Yy calor a se reemplazan

entre si en los lugares apropiados en las ecuaciones.

Al resolver dichas ecuaciones, generalmente se sustituyen formas

adimensionales de las variables

Uy - (Uy*z=0 = 0) Cai - Ca y t - ti
Uo - (Ux*z=0 = 0) Cao- Ca t-to

Entonces las condiciones de frontera se vuelven idénticas en z = 0 las

tres variables son 0 y z = =, las tres son iguales a la unidad.
En consecuencia la forma de las soluciones, que proporcionan perfiles

adimensionales de velocidad, concentracion y temperatura, son iguales. Las

pendientes iniciales de los perfiles de concentracién, temperatura y velocidad
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proporcionan los medios para calcular los respectivos coeficientes de

transferencia locales

NA = Das F%{J _ KL (Caji— CA0) (5)
de z=0

g= -o (d(tCpAp)Ys,o = h (ti—to) (6)
s

Oe= -V (dUsxo)) =0 = fuo (pto -0 (7)
{ dz J 2

En donde k., h y (fu,/2) son los coeficientes de transferencia de masa
locales para masa, calor y cantidad de movimiento, el término t se refiere a la

fuerza cortante sobre el plano y f es el factor friccion adimensional.

En las regiones en que existe una capa limite turbulento y una subcapa
viscosa, los célculos para los coeficientes de transferencia de masa, dependen
de la expresibn que se escoja para la variacion de las difusividades de
remolino con la distancia. Alternativamente, se confia bastante en las

mediciones experimentales.

2.4. Proceso de extraccion

Los procesos de extraccion varian en funcion de la escala de produccion,
de la naturaleza y calidad de la materia prima y de la naturaleza del solvente.

Los procesos de extraccion pueden ser divididos en dos grupos:

e Procesos que dan como resultado un equilibrio de la concentracion entre el

soluto y el residuo.
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¢ Procesos que agotan completamente la materia prima.

Los procesos que dan como resultado un equilibrio de la concentraciéon
son la maceracion y la maceracion dindmica. Los procesos que agotan
completamente la materia prima son: la percolacion, la repercolacién y la

extraccion en contra corriente.

Los procesos de maceracion y de percolacion estan descritos en la
mayoria de las farmacopeas. La primera edicion de la Farmacopea Brasilefia
describe cuatro procesos generales de preparacion de extractos. Todas las
farmacopeas especifican el solvente, la relacion entre la materia prima y el

solvente, y la técnica a ser utilizada.

Las descripciones precisas de la técnica eran la garantia de la calidad del
extracto en una época en que pocos constituyentes activos de las materias
primas eran conocidos y las técnicas analiticas eran menos sofisticadas.
Modernamente, los extractos se caracterizan por el contenido de sus
constituyentes activos, determinacion del residuo seco y del contenido

alcohdlico, no detallandose el proceso de su obtencion.

2.4.1. Maceracion

El proceso de maceracion consiste en poner en contacto la materia prima
y el solvente, durante cierto tiempo. Se trata de un proceso que da como
resultado un equilibrio de concentracion entre la materia prima y el solvente, y
depende de factores que estan unidos a la materia prima, como por ejemplo, su
naturaleza, el tamafio de particula, su contenido de humedad y cantidad y
factores que estan relacionados con el solvente, como por ejemplo, la
selectividad y la cantidad.
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El rendimiento del extracto disminuye cuando la relacibn materia
prima/solvente aumenta. El hinchamiento de la materia prima es factor
importante, porque aumenta la permeabilidad de la pared celular y la difusion

del solvente.

La velocidad con que se obtiene el equilibrio est4 en funcion del tamafio
de particula de la materia prima molida, asi como, del grado de hinchamiento
de las células y de las propiedades del solvente, como por ejemplo, su

viscosidad y polaridad.

El proceso clasico de maceracion consiste en dejar la materia prima en
contacto con el solvente durante varios dias, con agitacion ocasional. Este
proceso, también conocido como maceraciéon simple o estatica, es sumamente
lento. Para abreviar el tiempo de operacién, la materia prima y el solvente

deben mantenerse en movimiento constante.

Este procedimiento es conocido como maceraciéon dinamica. Tanto la
maceracion simple como la maceracién dinamica pueden ser ejecutadas a una
temperatura ambiente o a temperaturas mas elevadas. En este ultimo caso el

procedimiento es conocido como digestion.

Las grandes desventajas del proceso de maceracion son la lentitud del
proceso y el hecho de no ser posible alcanzar la extraccibn completa de la
materia prima. Para disminuir las pérdidas del extracto en el residuo de la
extraccion, la operacion de maceracion (estatica o dinamica) puede repetirse
dos o tres veces. Después de haber escurrido el solvente de la extraccion
anterior. Este procedimiento disminuye la cantidad de extracto retenido en el

residuo, pero aumenta la cantidad de solvente a ser recuperado. Este
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inconveniente puede superarse, adoptandose el esquema de procesamiento en

serie, conforme es descrito para la percolacion.

La presencia o0 ausencia de turbulencia en un recipiente agitado
mediante un impulsor se puede correlacionar con un nimero de Reynolds del

impulsor, que se define como sigue:

Nre= D?aNp [Ecuacién No.8]
u

Donde N = velocidad de rotacion, r/s; Da = diametro del agitador, m (ft); p
= densidad del fluido, kg/m3 (Ib/ft3 ); y u = viscosidad, Pa.s [Ib/(ft.s)]. El flujo en
el tanque es turbulento cuando NRe es mayor de 1 0000. Asi pues, la
viscosidad, por si sola, no constituye una indicacion valida del tipo de flujo que

se puede esperar.

Entre nimeros de Reynolds de 1 0000 y, aproximadamente 10, en el
agitador y laminar en las partes mas alejadas del recipiente cuando el nimero

de Reynolds es menor a 10, el flujo sélo es laminar.

No sélo se relaciona con el numero de Reynolds del impulsor este tipo
de flujo, sino también algunas caracteristicas de rendimiento del proceso, como
el tiempo de mezclado, la capacidad de bombeo del agitador, el consumo de
energia del impulsor y los coeficientes de transferencia de calor y masa, que se

pueden correlacionar con ese grupo adimensional.
Durante el movimiento del fluido en un recipiente se producen varios

fenbmenos que pueden ser utilizados para mejorar el rendimiento global del

proceso.
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Se desarrollan esfuerzos cortantes en un fluido cuando una capa de fluido
se desplaza con mayor o menor rapidez que otra capa adyacente 0 una
superficie solida. En flujo laminar, el esfuerzo (la tension) es igual al
producto de la viscosidad del fluido y el gradiente de velocidad o esfuerzo

cortante.

En condiciones de flujo laminar, las fuerzas cortantes son mayores que las
de inercia en el fluido. Con flujo turbulento, el esfuerzo cortante también se
produce como consecuencia de la formacion de turbulencias (de remolinos)
aleatorias y transitorias, incluyendo los remolinos de gran tamafo, que se

descomponen en pequefias turbulencias o fluctuaciones.

El tamafio de los grandes remolinos depende del tamafio del recipiente. Por
otra parte, los pequefios remolinos, que disipan energia principalmente a
través del rozamiento viscoso, son casi independientes del tamafio del
agitador y del tanque. El esfuerzo cortante en el fluido es mucho mayor

cerca del impulsor que junto a la pared del tanque.

Se desarrollan fuerzas de inercia cuando un fluido cambia de direccién o de
velocidad. Con flujo turbulento, las fuerzas de inercia son mayores que las
de viscosidad. El fluido en movimiento tiende a seguir desplazandose, hasta
gue se encuentra con una superficie sélida u otro fluido que se mueva en
una direccién diferente. Se desarrollan tensiones durante la transferencia de
cantidad de movimiento que tiene lugar. Las fuerzas que actian sobre las
palas de los impulsores fluctian de una manera aleatoria, en relacién con la

escala y la intensidad de la turbulencia en el impulsor.
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e El area interfacial entre gases y liquidos, liquidos inmiscibles, solidos y
liquidos, se pueden ampliar o reducir mediante esas fuerzas de viscosidad y
de inercia cuando interactian con fuerzas interfaciales, como la tension

superficial.

e Las diferencias de concentracion y de temperatura se reducen mediante un
flujo masico o circulacién volumétrica dentro del recipiente. Las regiones de
fluido de diferente composicion o temperatura se reducen en espesor
mediante un movimiento masico, en el que existen gradientes de velocidad.

Este proceso se denomina difusiébn masica o de Taylor.

e La difusiobn turbulenta y molecular reducen la diferencia entre estas
regiones. Con flujo laminar, la difusibn de Taylor y la molecular son los
mecanismos de reduccion de las diferencias de concentracion y de

temperatura.

e Las concentraciones de equilibrio, que tienden a desarrollarse en la
interfase solido-liquido, gas-liquido o liquido-liquido, se desplazan o
modifican debido a la difusibn molecular y turbulenta entre la masa de fluido
y el fluido adyacente a la interfase. El movimiento masivo (difusion de

Taylor) contribuye también a este mecanismo de transferencia de masa.

24.1.1. Extraccion mediante maceracién dinamica
con reflujo a temperatura constante (60°C)

En este método de extraccion las dos fases son moviles. Se colocara la
muestra en un matraz con boquilla esmerilada 24/40 y se puso en contacto
directo con el solvente, debido a que la temperatura de ebullicion del solvente
es baja y su presion de vapor es alta, al sistema se acoplé un condensador de
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Allihn, al llevar la temperatura del sistema a 60 °C y a la temperatura de
ebullicion del solvente la presion de vapor aumenta, por lo que el uso de un
condensador de Allihn se hace mas necesario. Ambas fases se someten a un

proceso de agitacion durante todo el tiempo extractivo.

Figura 9. Equipo de extraccion con maceracion dindmica con reflujo

=

R N W W W W
e L e I

A,

Fuente: GARCIA, C. A.; H. ESTRADA. Evaluacion preliminar de la cera extraida del
arbol de Arrayan (Myrica cerifera L.). p.14.

2.5. Clasificacion de taninos

Los taninos no son idénticos en todos los vegetales, ellos difieren en
cuanto a su composicion y a sus propiedades quimicas especiales segun el
género botanico donde se encuentren. La clasificacion mas acertada es la

propuesta por Freudenberg en 1920 y que considera dos grupos.
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2.5.1. Taninos hidrolizables

Los extractos tanicos hidrolizables o pirogalicos son aquellos que por
hidrolisis en medio acido y a ebullicion forman productos solubles en agua. Su
constitucién esta caracterizada por el hecho de que el ndcleo bencénico esti
unido al segundo compuesto por intermedio de atomos de oxigeno.

Depositan, habitualmente, acido elagico (compuesto amarillento,
cristalizado y poco soluble en agua) finamente dividido que forma
eflorescencias en el cuero. Con sales de hierro dan coloracion negro-azulada.
Estos taninos como su denominacion indica se hidrolizan con facilidad tanto por
acidos y alcalis como por via enzimatica y son generalmente de formacion
patolégica. Se localizan en algunas Dicotileddneas especialmente en Fagaceae,

Anacardiaceae y Leguminosae.

Los extractos tanicos hidrolizables se pueden clasificar en dos grandes
grupos:

e Aquellos que forman acido galico y glucosa a través de hidrolisis llamados

extractos galicos.

e Aquellos otros que dan acido elagico y glucosa llamados extractos elagicos.
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2.5.2. Taninos condensados o proantocianidinas.

Los extractos condensados o0 catequinicos que en las mismas
condiciones forman precipitados. Sus nucleos constituyentes estan reunidos
entre si con intervencién de atomos de carbono. Se los llama catequinicos

porque sometidos a destilacién seca, casi todos, dan pirocatequina.

Los taninos condensados son una clase de flavonoides (sintetizados por
las plantas por la via biosintética de los flavonoides) que son los pigmentos
principales de muchas semillas, y también estan presentes en los tejidos
vegetativos de algunas plantas de forrajeo. Son polimeros formados por

unidades de antocianidina (un flavonoide).

2.5.3. Otros tipos de taninos

Para algunos autores existe un tercer tipo de taninos, los florotaninos,
que se han aislado de diversas especies de algas pardas y estan constituidos
por acoplamiento oxidativo Unicamente de unidades de floroglucinol C-C y/o C-
O. Se habla también de los llamados taninos complejos que son elagitaninos
mas o menos modificados. Resultan de la unién de un derivado fenilcromanico

sobre un éster de glucosa con el acido hexahidroxidifénico.

Se conocen también como no hidrolizables, ya que se hidrolizan con
dificultad y por el contrario, el tratamiento con calor y acidos minerales origina
polimeros de alto peso molecular (flobafenos). Este tipo de taninos se producen
en el metabolismo normal de los vegetales por lo que se consideran fisiologicos

y se encuentran ampliamente repartidos en el reino vegetal.
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2.6.

Propiedades de los taninos

A pesar de su constitucion quimica muy variable, los taninos presentan un

cierto numero de propiedades comunes:

La mayor parte son compuestos incristalizables, de naturaleza coloidal y

dotados de propiedades astringentes.

Son solubles en el agua y el alcohol; sus soluciones acuosas tienen

caracter ligeramente acido.

Forman con las proteinas combinaciones insolubles e imputrescibles,

particularidad que es usada en la industria de curtidos.

Producen, en contacto con sales de hierro, combinaciones fuertemente

coloreadas en azul o verde oscuros y mas o menos solubles en agua.

Sus soluciones son precipitados por muchas sales metalicas (hierro,
cobre, plomo, estafio, mercurio, etc.) y forman compuestos pardos con

soluciones de bicromato de potasio y acido cromico.

Sus soluciones son precipitados por diversas sustancias basicas tales
como: colorantes organicos basicos, el agua de cal, el agua de barita, los

alcaloides, etc.

Las soluciones de tanino expuestas al aire absorben el oxigeno
oxidandose, tomando rapidamente tintes oscuros Yy perdiendo
parcialmente sus cualidades curtientes. La tendencia a la oxidacion de los

taninos se manifiesta cuando el pH sube por encima de 6. Esta es la razon
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por la cual el curtido en licores basicos no ha respondido a las esperanzas
que se habian fundado en ese proceso. La oxidacion se manifiesta
netamente sobre el cuero en el momento en que se expone al aire.

Después de poco tiempo de curtida la piel la oxidacion es mayor.

o Ella aumenta con la concentracion de los taninos y disminuye con la
concentracion de no taninos. Ademas es maxima con ciertos taninos como
el castafio y minima con otros como el quebracho y el zumaque. La
oxidacion es acelerada por los alcalis, excepcion hecha de la mezcla
borax-sulfito. Es mas lenta con los acidos y ciertas sales neutras que

precipitan los taninos como el sulfato de magnesio.

2.6.1. Uso industrial de taninos

2.6.1.1. Industria del curtido de pieles

En la industria de curtido se utilizan para la fabricacion de tintas y el
curtido de pieles, gracias a la capacidad de los taninos para transformar las
proteinas en productos resistentes a la descomposicion. En este proceso se
emplean determinados taninos, los mas utilizados son los procedentes de la

acacia, el castafo, la encina, el pino o la bastarda.
2.6.1.2. Industria textil
Se emplean en la industria textil por su capacidad de reaccionar con las
sales férricas, los cuales dan lugar a productos negro-azulados adecuados para
tintes. Igualmente son utilizados como mordientes para la aplicaciéon de tintes

en tejidos, coagulantes de gomas, 0 aprestos para papeles o sedas.
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2.6.1.3. Industria de alimentos

En alimentacion, los taninos originan el caracteristico sabor astringente a
los vinos tintos (de cuyo bouquet son, en parte, responsables), al té, al café o al
cacao. Las propiedades de precipitacion de los taninos son utilizadas para

limpiar o clarear vinos o cerveza.

2.6.1.4. Industria farmacéutica

Externamente, los preparados a base de drogas ricas en taninos, como las
decocciones, se emplean para detener pequefias hemorragias locales; en
inflamaciones de la cavidad bucal, catarros, bronquitis, quemaduras,
hemorroides, etc. Internamente, son utiles contra la diarrea, enfriamiento
intestinal y afecciones vesiculares, aunque pueden producir alguna intolerancia
en personas con estomago delicado, por ello es conveniente administrar en
forma de tisanas maceradas, con objeto de extraer también de la planta otras
sustancias activas. Los taninos también son Uutiles como contraveneno en caso

de intoxicacion por alcaloides vegetales.

2.7. Toxicidad de los taninos

Las plantas medicinales que contienen taninos, son utilizadas
medicinalmente en las proporciones adecuadas, proporcionan remedios
adecuados para el tratamiento de muchas enfermedades. Sin embargo un uso
inadecuado de plantas que contienen proporciones inadecuadas de estos

componentes resulta toxica.
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2.8. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de
sustancias quimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, con
diferentes estructuras quimicas y actividad, englobando mas de 8 000
compuestos distintos.

Quimicamente, los compuestos fendlicos son sustancias quimicas que
poseen un anillo aromatico, un anillo benceno, con uno o méas grupos hidréxidos
incluyendo derivados funcionales (ésteres, metil ésteres, glicésidos, etc.). La
naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas simples como los acidos
fendlicos hasta compuestos altamente polimerizados, como los taninos. Se
presentan en las plantas en forma conjugada con uno o mas residuos de azucar
unidos a los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos se pueden producir

uniones directas entre una molécula de azucar y un carbono aromatico.

Por ello la forma méas comuUn de encontrarlos en la naturaleza es en forma

de glicésidos, siendo solubles en agua y solventes organicos.

Los azUcares asociados a los polifenoles pueden ser monosacaridos,
disacaridos o incluso oligosacéridos. Los compuestos a los que se encuentran
unidos con mas frecuencia son: glucosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa,
y acidos glucurénico y galacturénico. También pueden encontrarse unidos a
acidos carboxilicos, acidos organicos, aminas, lipidos y a otros compuestos

fenodlicos.
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Figura 10. Principales rutas de origen de los
metabolitos secundarios

n CO2 +n H20-+(CH20)n+n 02
'

MONOSACARIDOS | ™~ ’ PO/L/LS .&_c\wos

/d Fenoles \
5 | i Lignanos
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| ioTaninos’
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("O’ isopreno ——» E:g’::xr°‘

!

escualeng——— | Triterpenos
Esteroides

Fuente: FONACYT. Caracterizacion del fruto de arrayan. p. 25.

2.8.1. Fenoles, acidos fendlicos y acidos fenil acéticos

Dentro de este grupo los fenoles simples como el fenol, cresol, timol y
resorcinol estan ampliamente distribuidos entre todas las especies vegetales.
Igualmente, los acidos fendlicos tales como el galico, vainill plantas superiores y
helechos. Por el contrario existe poca informacién en la literatura cientifica

sobre los acidos fenilacéticos en los vegetales.
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2.8.2. Acidos cinamicos, cumarinas, isocumarinas Yy
cromonoles

Los acidos cinamicos (cafeico, ferulico, p-cumarico y sinaptico) se
encuentran raramente libres, ya que por regla general se hayan presentes en
forma de derivados. Asi por ejemplo, el acido cafeico se encuentra esterificado
con el &cido quimico como &cidos clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénico y
criptoclorogénico. Las cumarinas e isocumarinas se encuentran generalmente
en forma de glicésido, mientras que los cromonoles son menos conocidos, y se

forman a partir de las antocianidinas ante incrementos del pH del medio.

2.8.3. Lignanos y neolignanos

Son metabolitos de las plantas de bajo peso molecular formados por el
acoplamiento oxidativo de unidades de phidroxi fenilpropano, las cuales se
unen mediante puentes de hidrogeno. Son mondémeros y dimeros del &cido
hidroxicinAmico y también del alcohol cindmico, propenilbenceno y alilbenceno.
El término lignano se aplica cuando el compuesto esta formado a partir de
uniones entre el acido y/o el alcohol, mientras que cuando se unen las
moléculas de propenilbenceno y/o alilbenceno la molécula resultante se

denomina neolignano.

2.8.4. Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de esta
clasificacion, dividiéndose en varias subclases con méas de 5,000 compuestos,
siendo los polifenoles mas distribuidos en las plantas. Son sustancias
polifendlicas de bajo peso molecular que comparten el esqueleto comun de
difenilpiranos: dos anillos benceno unidos a través de un anillo pirona o piran

heterociclico.
37



Esta estructura basica presenta o permite una multitud de sustituciones y
variaciones en el anillo pirona dando lugar a flavonoles, flavonas, flavanololes,
isoflavonoides, catequinas, dihidrocalconas, antocianidinas, leucoantocianidinas
y proantocianidinas o taninos condensados (taninos no hidrolizables). Dentro de
todos estos grupos las flavonas (Ej: apigenina, luteolina y diosmetina), los
flavonoles (Ej: quercitina, mirecitina y kampferol) y sus glicésidos son los

compuestos mas abundantes en vegetales.

38



2. DISENO METODOLOGICO

3.1. Variables

El estudio realizado esta dividido en dos etapas significativas, en cada
etapa se utilizd el método de extraccidbn por lixiviacion con la técnica

maceracion dindmica con reflujo usando cinco solventes:

e  Agua apHo=7, pHo=8,pH,=9 y pH,=10
. Etanol 95%

A partir de las etapas mencionadas y como resultado de la revision
bibliografica sobre los factores que influyen en el método a utilizar (Maceracion
dinamica a 60°C con reflujo), se determinan y definen operacionalmente las
variables de entrada a manipular para medir el efecto sobre los resultados.

3.1.1. Variables en determinacion de propiedades
fitoquimicas de los pigmentos vegetales presentes
en el berry del palo de Arrayan (Myrica cerifera L.)
La evaluacion de las propiedades fitoquimicas de los pigmentos vegetales
presentes en el berry del fruto de arrayan, obtenidos mediante la extraccidon por
maceracion dinamica con reflujo fueron, en funcion del medio acuoso segun el

tipo de solvente y su concentracion.

e Variable Dependiente: Rendimiento de extracto colorante

e Variable Independiente: Tipo de solvente y su pH
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e Variable respuesta: porcentaje de rendimiento de extraccion de metabolitos

secundarios segun el tipo de solvente

Tabla I. Variables en el método de extraccidén por Maceracion
dinamica a reflujo

Parametro Constante | Variable |Controlable |Independiente [Dependiente
Rendimiento de X
extracto colorante X X
Tamafo de particula X X X
Temperatura control X X X
Tiempo _Qe X X X
maceracion
Concentracion del
coadyuvante en la X X X
solucién
pH X X X
Agitacién X X X
Volumen de solvente
por cada gramo de X X X
muestra
Solvente X X X
Tamizaje X
fitoquimico X
Solidos totales X X
indice de refraccion X X

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

Debido a que se ha realizado la caracterizacion de la mayoria de los
componentes de la semilla del palo de arrayan y se ha determinado su
composicion y propiedades, el objeto de estudio para este trabajo de tesis, es el
fruto de la semilla el cual recibe el nombre de berry que en espafiol significa
cereza, el cual es el que le da la pigmentacién a la cera cuando esta es

extraida.

Esto es con el objetivo de ver que tipos pigmentacién se obtiene de estos
berrys, segun el solvente utilizado. Para luego utilizar ese extracto de pigmento
vegetal y proceder a realizarle un tamizaje fitoquimico y con esto determinar los
metabolitos secundarios presentes en las extracciones con el solvente puro y
soluciones acuosas a utilizar y con lo cual se podra dar la caracterizacion total a

la semilla del palo de arrayan (Myrica cerifera L.).

Figura 11. Detalle de la morfologia del fruto 6 drupa del Arrayan

Fuente: FONACYT. Caracterizacion del fruto de arrayan. p. 5.
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Se estudiaran unicamente los berrys o cerezas del fruto del arrayan
(Myrica cerifera L.) proveniente del departamento del progreso. Estos berrys se
obtendran por la separacidbn mecanica de la almendra y las ceras, llamada

molienda la cual se realizara en una licuadora cuyas aspas no tienen filo.

Figura 12. Arbustos de Myrica cerifera L

Fuente: FONACYT. Caracterizacion del fruto de arrayan. p. 8.

Se seleccion6 el berry del fruto del palo de arrayan (Myrica cerifera
L.) sembrado en el bosque natural silvestre, ubicado entre la Sierra de

Chuacus y Sierra de las Minas.

3.3. Recursos humanos disponibles

o Investigadora: Delmy Paola Estrada Marroquin
o Asesor: Ing. Qco. César Alfonso Garcia Guerra

o Co-Asesora: Inga.Qca. Adela Maria Marroquin Gonzélez
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3.4. Recursos materiales disponibles (equipo, cristaleria, reactivos)

Todos los procedimientos que se llevaran a cabo para alcanzar los
objetivos de esta investigacion se llevaran a cabo en las instalaciones de los

siguientes laboratorios de la Universidad de San Carlos de Guatemala:

o Laboratorio de la Seccibn de Quimica Industrial del Centro de
Investigaciones de Ingenieria

o Laboratorio del Area de Quimica de la Escuela de Ingenieria Quimica

o Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales LIEXVE, del Centro
de Investigaciones de la Facultad de Ingenieria

o Laboratorio del LIPRONAT, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

3.4.1. Materia primay reactivos

o Semillas del arbol de Arrayan (Myrica cerifera L.)

o Etanol 95%

o Agua desmineralizada, marca salvavidas

o Sulfito de Sodio Na,SOs3, grado analitico. Envase 500 g peso molecular
126g/mol

3.4.2. Cristaleriay equipo

3.4.2.1. Equipo

o Bateria de tamices No. 10, 30,40, 50, 60, 80, 100
o Maquina Tamizadora, Sound Enclosure W.S TYLER
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Plancha de calentamiento con agitacion, marca Corning, modelo PC-620,
120V/100V, frecuencia 60 Hz, potencia 1113 w, rango 0 — 480 °C, 0 —
1100 rpm.

Balanza Marca: Adventur serie: G1231202040133 voltaje 8 - 14,5 V
frecuencia 50/60 Hz. Maxima capacidad 150 g, lectura minima 0,001g
hecha en U.S.A.

Campana de extraccion de 110 V y 900 Watts, marca Serproma de motor
con capacidad de ¥ Hp.

Potenciometro H1221 HI223 (pH/mV/ oC) Bench Meters with calibration
check. HANNA instruments manufacturer since 1978. Hecho en Portugal.
Cronémetro digital. Con control manual utiliza baterias alcalinas con
marcador de segundos, minutos y hora, marca CASIO.

Licuadora Oster

Refractometro, marca: Abbe, rango de temperatura: 0 a 70 °C, Precision: +
0,0002, rango de medicion: 1,3000 — 1,7000.

Lampara estroboscopica, marca AMETEK Mansfield & Green Division,
corriente AC 110V; rango de flash por minuto 2 a 60 (X 100) ( 200 rpm-
6000 rpm); rango de trabajo intermitente (1/2 time ON, % time OFF) 10
minutes for ambient up to 300C (80 °F) 5 minutes for ambient up to 50°C
(1200F).

3.4.2.2. Cristaleria

Earlenmeyers boquilla 24/40 de 125ml, marca Cornin-Pirex
Condensador de bolas Alhin boquilla 24/40, marca Cornin-Pirex
Pipetas de 10 mL, 50 mL y de 5 mL

Beackers de 50 mL , 100 mL, 250 mL, 600 mL, marca Pirex

Embudos de vidrio marca Pirex
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o Varillas de agitacion

. Probeta de 10 mL, 50 mL, 250 mL

. Termometro de mercurio 0°C — 100°C
o Vidrios de reloj

o Agitadores magnéticos

Otros materiales:

o Bolsas ziploc

o Masking tape

o Papel filtro

o Marcadores gruesos
o Papel aluminio

o Papel mayordomo

o Pinza larga

3.5. Técnica cualitativa o cuantitativa

A los extractos obtenidos en los distintos solventes de las soluciones

acuosas, se les realizara una caracterizacion fitoquimica en la cual se

analizaran de forma cuantitativa, el tipo de pigmento vegetal presente vy el

rendimiento de la extraccion.
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3.6. Recoleccién y ordenamiento de la informacion

3.6.1. Tratamientos

Cinco tratamientos:

e AguapHo,=7
e AguapH,=8
e AguapH,=9
e AguapH,=10
e Etanol 95%

3.6.2. Disefio del experimento

Figura 13. Bloques completos al azar con 5 repeticiones

Tiempo >

C E D B A

E A B E D

A C C A B

D D A D C

B B E C E
Y Rep.l Rep.2 Rep.3 Rep.4 Rep.5

Fuente: elaboracion propia.
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Nota: El cuadro anterior de bloques, es conocido como aleatorizacion del

experimento, el cual sirve para eliminar los errores sistematicos. Se realizaran 5

sorteos independientes.
3.6.3. Unidad experimental

Es la cantidad de materia prima en estudio a utilizar la cual es la misma

para todos los tratamientos, tal como se muestra en el siguiente esquema:
Figura 14. Tratamientos

Tratamiento (cantidad de solvente, ctc.)

Cantidad en gramos de muestra

(berry), constante.

Fuente: elaboracion propia.
3.6.4. Variable respuesta

Para este estudio la variable respuesta es el rendimiento del extracto

colorante el cual se define como:

R = ‘ APeSO(iniciaI-finaI) ‘ [Ecuacién NO.9]

‘ Po (solido inicial) ‘
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Donde:
R=rendimiento de extraccion
A Peso= La diferencia entre el peso inicial de la solucién a rota evaporar y el
peso final del extracto colorante
P.,= Peso inicial de berry
3.6.5. Manejo del experimento
3.6.5.1. Recoleccion
La materia prima a utilizar que es el fruto del palo de arrayan, el cudl
proviene de los arbustos ubicados en los bosques de la zona nor-oriental de
Guatemala, en las montafias ubicadas en el departamento del Progreso.
3.6.5.2. Preparacion del material

o Separacion del fruto y el palillo.

Figura 15. Fruto de arrayan y palillo

Fuente: imagen tomada en el Laboratorio de Quimica Industrial,
de la Facultad de Ingenieria.
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Molienda del fruto del arrayan.

Figura 16. Molino con aspas sin filo

Fuente: imagen tomada en el Laboratorio de Quimica Industrial,
de la Facultad de Ingenieria.

Tamizado en una bateria de tamices para separar la fisicamente en un

equipo tamizador, la mezcla molida en: almendra, ceray el berry.

Figura 17. Bateria de tamices

FILTRACION

Fuente: imagen tomada en el Laboratorio de Quimica Industrial,
de la Facultad de Ingenieria.
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Figura 18. Separacion de la mezcla molida del fruto del Arrayan

Fuente: imagen tomada en el Laboratorio de Quimica Industrial,
de la Facultad de Ingenieria.

Tamizado final para una mejor separacion de las ceras del berry, con los
tamices No. 50 (300 um) y No.60 (250 pum).

Figura 19. Rango de tamafio de particula del berry

Fuente: imagen tomada en el Laboratorio de Quimica Industrial,
de la Facultad de Ingenieria.
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3.6.5.3. Extraccién de colorante:

La extraccion se realizara por medio de un método de lixiviacion conocido
como maceracion dinamica con reflujo a temperatura constante de 60°C, por un
tiempo necesario hasta que el pH de la solucion llegue a ser constante de
nuevo dando con esto un pH final, y midiendo a la vez el indice de refraccién

hasta que este también sea constante.

3.6.5.4. Toma de datos

El extracto colorante obtenido con cada solvente se debe rota evaporar a
80°C, para poder obtener el peso real de extracto sin solvente y sin
coadyuvante en su caso, el cual dard como resultado un peso final, que seré
restado del peso inicial de la solucion y dividir tal como lo indica la ecuacién
No.9.

3.6.5.5. Métodos analiticos para la extraccién por
maceracion dindmica y para la posterior
determinaciéon de las familias de
metabolitos secundarios en extractos de
(Myrica cerifera L.)

El material que se utilizard& como muestra seran los extractos ya filtrados,
pero por la importancia de conocer las condiciones preanaliticas de las
muestras se describe a continuacion el proceso de extraccion y todas las

variables que intervienen en dichos procesos.
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3.6.5.5.1. Preparacion de los extractos
vegetales de (Myrica cerifera
L.)

La primera etapa consiste en realizar 5 extracciones con cinco solventes
distintos (agua destilada, agua destilada a pHo= 8, pHo=9 y pHo= 10 y etanol al
95%) y una misma técnica extractiva (maceracion dindmica con reflujo a 60°C);
la proporcion masa del berry / volumen de solvente, establecida para realizar la

extraccion serda de 1:20, por lo que 2g del berry del fruto de arrayan.

Seran colocados en tres erlenmeyer con boquilla esmerilada 24/40 con
una capacidad de 125 mL y se agregara 40 mL del solvente extractor a cada
uno, en este caso cada erlenmeyer tendra un solvente diferente; se mantendra
en agitacion continua con un magneto mecénico a 500 rpm, a 60°C en reflujo
(lixiviacion), se filtrara utilizando equipo de filtrado al vacio y papel filtré
Wathman 1. Posterior a las extracciones se obtendran los extractos acuosos y

etandlicos.

3.6.5.5.2. Determinacién de condiciones
de extraccion

Las variables que interfieren en el proceso de extraccion,
independientemente de la escala de produccién o del tipo de producto final son:
naturaleza del solvente, el estado de division de la planta, la agitacion, la

temperatura, el pH y el tiempo de extraccion.
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. Solventes

Respecto a los solventes utilizados, la polaridad se encuentra muy
relacionada con la solubilidad, es por ello que un compuesto que forma enlaces

de hidrégeno con el agua tiende a ser mas soluble en ella que uno no los forma.

Por tanto, se puede decir que el agua es un excelente disolvente de
compuestos iénicos. Asi también, el metanol forma puentes de hidrogeno y
puede disolver compuestos idnicos, pero en menos proporcion; mientras que el
hexano no puede disolver compuestos ionicos. Dependiendo de la finalidad
deseada, el solvente utilizado extrae, selectivamente o no, ciertas clases de

compuestos.

Entre los solventes generales, los mas utilizados son los alcoholes
alifaticos de hasta 3 carbonos o mezclas de estos con agua, hexano y agua.
Estos solventes logran extraer la gran mayoria de las sustancias naturales de
interés. Debido a su poder extractivo, estos solventes son los indicados para los
casos en que los constituyentes activos de las plantas no son bien conocidos,

siendo necesario agotar, completamente, la planta.

o Estado de division de la planta

La eficiencia del proceso extractivo seria mayor cuando menor sea el
tamafio de la particula ya que, asi, se obtiene una mayor area de contacto con
el solvente. En la préactica, la presencia de particulas muy finas dificulta el
proceso de extraccion, pues presentan compactacion y los procesos de
maceracion, en donde las particulas pasan al extracto, hacen necesaria la
realizacion de la etapa adicional de filtracién, la cual no siempre es de facil
ejecucion.
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La penetracion del solvente en fragmentos mayores de la planta es lenta
y la salida de las sustancias extraibles es dificil. Por esta razon, se recomienda
la utilizacion de tamafios de particula semejante a polvos moderadamente

gruesos en el proceso extractivo.

Figura 20. Particulas de berry del Arrayan

Fuente: imagen tomada en el Laboratorio de Quimica Industrial,
de la Facultad de Ingenieria.

. Agitacion

La eficiencia del proceso extractivo es funcién del equipo de saturacion del
solvente. La agitacién hace que nuevas cantidades de solvente, pobre en las
sustancias extraibles, entre en contacto con el sélido y un nuevo punto de

equilibrio de saturacion es alcanzado.

El movimiento del liquido con agitadores magnéticos, desplaza el
equilibrio en el sentido de la saturacién del solvente, aumentando la eficacia del
proceso. Los agitadores magnéticos fueron calibrados a 500 rpm, con ayuda

de la lampara estroboscopica.
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Figura 21. Calibracion de los agitadores magnéticos

Fuente: imagen obtenida en Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales
LIEXVE, del Centro de Investigaciones de la Facultad de Ingenieria.

. Temperatura

La disolucion de las sustancias extraibles es facilitada por el aumento de la
temperatura; de la misma manera que la agitacién, la temperatura contribuye al
desplazamiento de la constante de equilibrio de saturacion y aumenta la
eficiencia del proceso. Sin embargo, muchos principios activos son termolabiles
y pueden ser degradados, total o parcialmente, a temperaturas elevadas. El
aumento de la temperatura también puede causar la pérdida de sustancias
volétiles, por lo cual se establecié una temperatura constante de 60°C, la cual
es la temperatura en la que no entra en ebullicién la solucién del etanol al 95%

con el berry.

3.6.5.5.3. Toma de datos

El extracto colorante obtenido con cada solvente se rotavaporé segun el
solvente a diferente temperatura como las soluciones de agua a pHo=7,8,9y 10
las cuales se rota vaporaron a 80°C y las extracciones de etanol al 95% a 70°C,
para poder obtener el peso real de extracto sin solvente y sin coadyuvante en
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su caso, el cual dard como resultado un peso final, que sera restado del peso
inicial de la solucion y dividir tal como lo indica la ecuaciéon No.9, para poder
obtener el rendimiento de cada extraccion.

3.7. Tabulacién, ordenamiento y procesamiento de la informacion
Tabla Il. Tabulacion de datos de los resultados obtenidos
para el rendimiento de extracciéon segun cada

solvente

Repeticion No.
1 4,87 27,65 34,35 34,66 23,28
2 6,22 31,55 32,97 32,96 26,72
3 2,79 22,23 33,74 33,34 20,13
4 6,37 33,93 33,89 33,86 30,11
5 5,20 31,00 34,26 34,30 19,81

*Caliente equivale en el proceso a mantener la temperatura de las soluciones a 60°C.

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla Ill.

Tabulacién de familias de metabolitos secundarios

gue presentan propiedades de pigmentacion, para

cada solvente y sus

tamizaje fitoquimico

repeticiones,

usando un

Metabolitos Secundarios

Extracto Acuoso

pHo=7|pHo=8

pHo=9

pHo=10

Extracto

Etandlico

Alcaloides

Coumarinas

+

Saponinas

Flavonoides

Triterpenos

Emoides

Chalconas y uronas

Flavofenos

Mucilados

Lactonas

Esteroles

Taninos

Cromonoles

Antocianidinas

Isocumarinas

Lignanos

Neolignanos

Fuente: elaboracion propia.
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3.8. Analisis estadistico

3.8.1. Métodos y modelos de los datos segun tipo de
variables
3.8.1.1. Analisis de varianza

Se realizdé un andlisis de varianza para un experimento en bloques al
azar, con cinco tratamientos y cinco repeticiones, mediante el siguiente modelo

estadistico:

Yij=p+[3i+0(j+e:ij i=12,...t
j=12,...r

Donde:

Yij = Variable de respuesta, que es el rendimiento de extracto colorante obtenido

con el i-ésimo solvente en la j-ésima repeticion
p = Efecto de la media general del rendimiento de extracciobn de pigmentos
colorantes

G,- = Efecto del j-ésimo bloque o repeticion
€ = Efecto del error experimental o variabilidad no controlada asociada a la ij-

ésima unidad experimental
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3.8.1.2. Cuadro de andeva

Tabla IV. Prueba de F de las hipodtesis en el andlisis de
varianza, para los rendimientos obtenidos de las
extracciones de pigmentos vegetales presentes en
el berry del fruto del palo de arrayan (Myrica
cerifera L.), en funcion de los solventes utilizados

Fuentes Grados de | Sumade Cuadrados
de libertad Cuadrados Medios FC Probabilidad
Variacion (GL) (SC) (CM) (P)
(FV)
24
Total
4
Bloques 72,39 18,098
4
Tratamientos 2 848,42 712,104 116,02 0,0000
Error 16 98,21 6,138
experimental

Fuente: resultados de programa estadistico informatico Statistix, en anexos 3.

Regla de decision:

Rechazar Ho si (Pr>F) <a
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En base a los datos obtenidos en la tabla No.5, se puede tomar la
decision de aceptar o rechazar la hipétesis nula Ho, en base a dos criterios en

funcién de la siguiente ecuacion:

F= Varianza explicada [Ecuacion No.10]

Varianza no explicada

Donde:

Varianza explicada: es la varianza correspondiente a los solventes.

Varianza no explicada: es la varianza correspondiente al error.

Por lo cual los dos criterios son:

e SiHo es verdadera, F tiende a cero.

e Si F es grande, hay mucha varianza explicada, la cual corresponde a la
varianza de los solventes y hay poca varianza no explicada la cual
corresponde al error. Lo cual significa que las medias obtenidas del

rendimiento de los solventes son muy diferentes, por lo cual se rechaza Ho.

Figura 22. Gréfica de la prueba estadistica de F (Fisher)

Fuente: TREYBAL, Robert. Operaciones de transferencia de masa.p.75.
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Si la probabilidad es grande (P > 0,05), entonces no se rechaza la
hipotesis nula, pero si la probabilidad es pequefia (P < 0,05), entonces si se

rechaza Ho, como se muestra en la tabla No.5, por lo cual:

P (F2=116,02) = 0,0000<0,05=a

Basados en el criterio anterior se rechaza la hipotesis nula, lo que indica
gue el rendimiento obtenido de los extractos de pigmentos vegetales presentes
en el berry del fruto de arrayan (Myrica cerifera L.), difiere significativamente

segun el solvente utilizado.

3.8.1.3. Criterio de Tukey

Tabla V. Tabla de decisidon para escoger el tratamiento con
mayor rendimiento de extraccion de pigmentos
vegetales presentes en el berry del arrayan

Solventes Media Grupo
Agua pHo=7 5,090 C
Agua pHo=8 29,272 A
Agua pHo=9 33,842 A
Agua pHo=10 33,720 A

Etanol 95% 24,010 B

Fuente: resultados de programa estadistico informético Statistix, en anexos No.3.

En base a los valores obtenidos en tabla VI se puede observar que el
agua a pHo= 8, 9 0 10 es la solucion analitica produce el mejor rendimiento de
extracto, clasificados con la letra A), el rendimiento intermedio le corresponde al
etanol 95% con la letra B y el menor rendimiento se obtuvo al utilizar agua con

pHo=7.
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Figura 23. Comparacion de rendimientos de extraccion
entre las soluciones de agua a pHo=8,9y10 y el
tiempo maximo de extraccion en zona buffer

Rendimientode extraccidnvs. tiempo maximo de extraccion
en zona buffer

37
)]
~ 36
>
o 35
o0
1l 34 L O]
£ 33 o pHo=8
j= 1

32
3 + pHo=9
T3 P
‘s' 30 ® pHo=10
= ®
% 29 Media
3 28
& 27 0
X 20 40 60 80 100 120 140 160 O.

Tiempo de extraccion max (min)

Fuente: datos de tabla V. p. 58.
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Tabla VI.

4. RESULTADOS

Rendimientos de extraccion obtenidos por
maceracion dinamica, de 2 g de berry del
fruto del arrayan a 60°+ 1°C por 1 hr 40 min,
usando como solucion analitica de
extracciéon etanol al 95%

Corrida % Rendimiento
1 23,28
2 26,72
3 20,13
4 30,11
5 19,81
Media 23,69
Desviaciéon
estandar 4,41

Fuente: datos calculados tabla XIX, apéndice 5.

Figura 24.

Rendimiento de extracciéon obtenido por
maceracion dinamica, de 2 g de berry del
fruto del arrayan a 60°+ 1°C por 1 hr 40 min,
usando como solucién analitica de
extraccion etanol al 95%

% de rendimiento de extraccion

7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Rendimiento de extraccion de pigmentos vegetales
con agua a pHo=7
A I\\.
N/
\ / —#—9% Rendimiento
AV Media
—
-0
1 2 3 4 5
Repeticion

Fuente: datos obtenidos de tabla VI, resultados.

63



Tabla VII.

Rendimiento de extraccion obtenido por
maceracion dinamica de 2 g de berry del
fruto del arrayan a 60°+ 1°C por 2 hr 40 min,
usando como solucion analitica de
extraccion agua a pHo=7 usando como
coadyuvante 0,6495 ml de solucién sulfito de
sodio Na,SO; al 3%y Br= 1,67E ™

Corrida % Rendimiento
1 4,87
2 6,22
3 2,79
4 6,37
5 5,20
Media 4,89
Desviacion
estandar 1,44

Fuente: datos calculados tabla XX, apéndice 5.

Figura 25.

Rendimiento de extraccion obtenido por
maceracion dinamica de 2 g de berry del
fruto del arrayan a 60 °+ 1°C por 2 hr 40
min, usando como solucion analitica de
extraccion agua a pHo=7 usando como
coadyuvante 0,6495 ml de solucién sulfito
de sodio Na,SO; al 3% y Br=1,67E°

Rendimiento de extraccion de pigmentos vegetales
con agua a pHo=7

7,00

te N
' \_/

4,00 N/ —=—9% Rendimiento
3,00 Y Media

2,00 I

1,00 o-

% de rendimiento de extraccion

0,00

Repeticion

Fuente: datos obtenidos de tabla VII, resultados.
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Tabla VIII.

Figura 26.

Rendimiento de extraccion obtenido por
maceracion dindmica de 2 g de berry del fruto del
arrayan a 60° = 1°C por 2 hr 40 min, usando como
solucion analitica de extraccion agua a pHo=8
usando como coadyuvante 1,6213 ml de solucidn
sulfito de sodio Na,SO3 al 3% y Br= 3,15E°

Corrida % Rendimiento
1 27,65
2 31,55
3 22,23
4 33,93
5 31,00
Media 28,97
Desviacion
estandar 4,53

Fuente: datos calculados tabla XXI, apéndice 5.

Rendimiento de extraccion obtenido por
maceracion dinamica de 2 g de berry del fruto del
arrayan a 60° = 1°C por 2 hr 40 min, usando como
solucion analitica de extraccion agua a pHo=8
usando como coadyuvante 1,6213 ml de solucién
sulfito de sodio Na,SO; al 3%y Br=1,67E®®

% de rendimiento de extraccion

36,00
33,00
30,00

27,00

24,00
21,00
18,00
15,00

Rendimiento de extraccion de pigmentos vegetales
conagua a pHo=8
A 7/~
-~ hY r 4
o \\ // —=—% Rendimiento
Media
)i
—0,
o._
1 2 3 4 5
Repeticiéon

Fuente: datos obtenidos de tabla VIII, resultados.
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Tabla IX.

Figura 27.

Rendimiento de extraccion obtenido por
maceracion dinamica de 2 g de berry del fruto
del arrayan a 60°t 1°C por 2 hrs, usando como
solucion analitica de extraccion agua a pHo=9
usando como coadyuvante 2,2698 ml de solucién
sulfito de sodio Na,SO3 al 3% y Br= 7,12 E®

Corrida % Rendimiento
1 34,35
2 32,97
3 33,74
4 33,89
5 34,26
Media 33,84
Desviacion
estandar 0,55

Fuente: datos calculados tabla XXII, apéndice 5.

Rendimiento de

extraccion obtenido

maceracion dinamica de 2 g de berry del fruto
del arrayan a 60°+ 1°C por 2 hrs, usando como
solucion analitica de extraccion agua a pHo=9
usando como coadyuvante 2,2698 ml de solucién
sulfito de sodio Na,SO3 al 3% y Br=7,12E%

c Rendimiento de extraccion de pigmentos vegetales
S conagua a pHo=9
g 3450
§ 34,00 .\\ _,/.
E 33,50 \-\ // —8—2% Rendimiento
-E 33,00 \i/ Media
2 3250 -
4 o
S 3200
R 1 2 3 4 5
Repeticion

Fuente: datos obtenidos de tabla IX, resultados.
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Tabla X.

Figura 28.

Rendimiento de extraccion obtenido por maceracion
dindmica de 2 g de berry del fruto del arrayan a 60° +
1°C por 3 hrs con 20 min, usando como solucion
analitica de extraccion agua a pHo=10 usando como
coadyuvante 3,2426 ml de solucion sulfito de sodio
Na,SO; al 3% y un Br=1,67E

Corrida % Rendimiento
1 34,66
2 32,96
3 33,34
4 33,86
5 34,30
Media 33,72
Desviacion
estandar 0,56

Fuente: datos calculados tabla XXIII, apéndice 5.

Rendimiento de extraccion obtenido por maceracién
dindmica de 2 g de berry del fruto del arrayan a 60 °+
1°C 3 hrs con 20 min, usando como solucidn
analitica de extraccién agua a pHo=10 usando como
coadyuvante 3,2426 ml de solucién sulfito de sodio
Na,SO; al 3% y Br=1,67E

% de rendimiento de extraccion

Rendimiento de extraccién de pigmentos vegetales
conagua a pHo=10

35,00

‘
34,50 \ -
34,00
33,50 \\ /I —a—% Rendimiento
‘ N\ _ = Media
33,00 —
R .
32,50 o

32,00

Repeticion

Fuente: datos obtenidos de tabla X, resultados.
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Tabla XI.

Tiempo maximo de extraccion dado por el limite
inferior pK2 - 1= 6,21 de la zona buffer de las

extracciones con sulfito de solido al 3% a
diferente pH inicial
Agua
Tiempo maximo pHo=7 pHo=8 pHo=9 pHo=10
de extraccion
(min) 19,78 42,35 122,15 168,21
Fuente: datos obtenidos de anexo 3, figuras 31 a la 34.
Tabla XII. Deteccion de familias de metabolitos
secundarios con propiedades pigmentables
en los extractos de los pigmentos vegetales
presentes en el berry del fruto de arrayan
Agua
Metabolitos Etanol
Secundarios pHo=7 pHo=8 pHo=9 | pHo=10 95%
Antraguinonas | negativo | negativo | negativo | positivo | negativo
Taninos negativo | negativo | negativo | positivo | negativo
Cumarinas negativo | negativo | negativo | negativo | negativo
Flavonoides positivo | positivo | positivo | positivo positivo
Fuente: resultados obtenidos de tamizaje fitoquimico, anexo 2. Tablas I, II, lll y IV.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

El objetivo del presente estudio fue extraer y caracterizar
fitoquimicamente los pigmentos vegetales presentes en el fruto de arrayan
(Myrica cerifera L.). Especificamente se evalud el rendimiento de metabolitos
secundarios extractables en funcion de la solucién analitica: agua a pHo= 7, 8,
9 y 10 y etanol al 95%, utilizando el proceso de maceracion dinamica con
reflujo a 60°C, como método de extraccion. Y posteriormente identificar las
familias de metabolitos secundarios presentes que posean propiedades de

pigmentacion a través de un tamizaje fitoquimico.

Para el estudio se utilizé6 frutos de arrayan recolectados en el bosque
natural del departamento del Progreso, el cual se encuentra situado en la regién
I, su cabecera departamental es Guastatoya, limita al Norte con el
departamento de Alta Verapaz; al Sur con Guatemala y Jalapa; al Este con
Zacapa Yy Jalapa; y al Oeste con Baja Verapaz y Guatemala. Se ubica en la
latitud 14° 51' 14" y longitud 90° 04' 07", y se encuentra a 518 metros sobre el

nivel del mar.

Se realiz6 la separacién por molienda en un molino de aspas sin filo, con
lo cual se logré separar en los diferentes componentes que son (semilla, cera y
berry), luego se procedi6 a tamizar la mezcla de los componentes, en una
bateria de tamices No.10, 30, 40, 50, 60, 80 y 100, con lo cual se logro retener
la mayor cantidad de berry en el tamiz entre los tamices (- No.50 y +N0.60).
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Para la obtencion de los pigmentos vegetales extractables de los berrys se
realiz6 el proceso de lixiviacion (maceracion dindmica), con la técnica de reflujo
a 60 °C. Las soluciones acuosas analiticas utlizadas fueron agua
desmineralizada y como coadyuvante el sulfito de sodio (Na,SO3) al 3%, el
cual se utilizé para ir estabilizando las soluciones alcalinas a pH0=7, 8,9y 10y
etanol al 95%.

Previo al proceso de lixiviacion se trato el berry con lo cual se determiné
que él porcentaje de humedad del sélido se encontraba en 6%, el cual es un
rango aceptable para el proceso, para que este no interfiera aportando agua
significativamente al sistema como para que variara la concentracion de las

soluciones analiticas inicialmente.

Posteriormente se procedi6 a tamizar y se elabor6 una curva
granulométrica que comprendio los tamices No.10, 30, 40, 50, 60, 80 y 100,
correspondientes a (2 mm,600 um,425 pum,300 pum,250 pm,212 pym y 149 pum)
respectivamente, para ello se referencia en la tabla XVII de la seccion de
apéndice 3 . De esta granulometria se escogio el tamafio de particula que se

retuvo entre los tamices (-No0.50 y +No0.60), (Ver figura 35 del apéndice 3).

Para el proceso de lixiviacion se utilizo la técnica de maceracion dinamica
con reflujo a 60 °C, para ello se prepard la solucion alcalina con sulfito de sodio
al 3%, ajustando la solucion hasta estabilizarla a un pHo= 7, en total se usaron
40 mL de solvente, luego se agregaron 2 gramos de berry (-No.50 y +N0.60) y
se procedio a realizar la maceracion dinamica por 2 horas con 40 min, se fue
monitoreando el pH cada 20 minutos, para que la evolucion del pH en la
maceracion diera pauta para el tiempo maximo de extraccion, esto se detalla en
la tabla XlIl de la seccion de apéndice 3, en la cual se observa que el

comportamiento del pH fue descendiente.
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El mismo procedimiento se utilizé para la lixiviacion de los tratamientos a
pHo= 8,9 y 10, para ello se refieren sus comportamientos y monitoreos de pH
en las tablas XIV, XV y XVI, observando que el comportamiento de descenso

del pH en las diferentes maceraciones.

Para la maceracion dindmica o proceso de lixiviacion con etanol al 95% se
procedio a medir 40 mL de dicho solvente y se vertieron 2 g de berry (-No.50 y
+No0.60), para ello el proceso de reflujo se llevé a cabo durante 2 horas con 20

minutos, monitoreando el pH como se muestra en las tablas Xl del apéndice 3.

Después del proceso de lixiviacion se rota evaporaron todas las muestras
obtenidas, determinando el rendimiento de cada uno de los procesos como se
muestra en las tablas VI a la X de resultados y los calculos detallados de las
tablas anteriores en la seccion de apéndice 5 en las tablas XVIII a la XXIII.

De los procesos de maceracion con reflujo, los que presentaron mayor
rendimiento (sin diferencia significativa entre ellos), fueron los procesos en los
que se utilizé la soluciones acuosas a pHo= 8, 9 y 10. (Ver criterio de Tukey
tabla V). De los cuales se determin6é que la solucion acuosa a pHo=9 es la
adecuada para realizar la extraccion debido a que se observa que durante todo
el tiempo extractivo, se mantiene la extraccion dentro de la zona buffer la cual
esta dada por pK; + 1 del sulfito de sodio, manteniendo la extraccién durante un

tiempo maximo de 122,15 min (tabla 11).
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Para la determinacion de las familias de metabolitos secundarios
presentes se realizo un tamizaje fitoquimico (anexo 1 tablas 3 y 4), estudio en el
cual de acuerdo a los resultados obtenidos que se observa en el caso de la
materia prima del berry del arrayan (Myrica cerifera L.) no se observa diferencia
entre las muestras de los cinco extractos en la deteccién de los siguientes

metabolitos secundarios: cumarinas y flavonoides.

En el caso de la deteccion de cumarinas los cinco extractos no presentan
dicho metabolito debido que en la prueba realizada en papel revelada con
hidréxido de potasio 0,5 N posteriormente expuesta bajo la luz UV a 365 nm no
presento fluorescencia de color azul o verde a diferencia de los flavonoides que
en los cinco extractos estan presentes dando el resultado esperado con la
especificacion de coloracion de las bandas amarillo y verde, se puede identificar
la presencia de &acido clorogénico.

En el caso de los metabolitos de taninos y antraquinonas si existio
diferencia entre los extractos, como se observa en el extracto de pHo=10, el
cual fue el Unico que al exponerlo con cloruro férrico cambio de coloracién
observandose el cambio negro-azulado el cual indica la presencia de
compuestos fendlicos, de igual forma presenté el cambio en la prueba de
Borntranger tornando una coloracion rojo-anaranjado indicando la presencia de

antraquinonas (anexo 1, tablas 1y 2).
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CONCLUSIONES

Se rechaza la hipotesis nula (Ho), por lo cual el rendimiento de extraccion
obtenido de pigmentos vegetales presentes en el berry de fruto de

arrayan, difiere significativamente de acuerdo al solvente utilizado.

Se considera que la solucion de sulfito de sodio a pHo=9, es
suficientemente adecuada para obtener un buen rendimiento de
extraccion, ya que esta provee una capacidad amortiguadora de pr=7,12E"
% manteniendo la extraccién durante 120 minutos en la zona buffer (tabla
V, figura 23).

La familia de metabolitos secundarios identificada en todos las soluciones
extractoras utilizadas fueron los flavonoides (ver tabla XI).

Se puede llevar a cabo una extraccion controlando su efectividad en el
tiempo, si durante el inicio el pH se mantiene en un rango entre el pK2+ 1

(ver figura 23).

No existe diferencia significativa en la extraccion obtenida en funcion de
las diferentes soluciones salinas, pero si se recomienda mantener la
estabilidad de la capacidad buffer del sistema sulfito/bisulfito y del tiempo

de extraccion requerido.
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RECOMENDACIONES

Evaluar otros coadyuvantes buffer para realizar las extracciones, a pH

mas alcalino para observar si se obtiene mayor rendimiento de extraccion.

Realizar la aplicacion de los extractos vegetales obtenidos, como

colorantes o curtientes en fibras vegetales como el algodén y maguey.
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CARRERA

Licenciatura en
Ing. Quimica.

Tabla de requisitos académicos

— TEMA TEMA
AREA : ESPECIALIDAD
GENERAL ESPECIFICO
Quimica Organica Nomenclatura Compuestos
9 IUPAC Terpenoides
Quimica Bioquimica !P-;gltilonsay; Analisis Proximal
- Concentraciones/ Porcentajes en
Quimica3y 4 Diluciones peso
Flujo de Fluidos Transferencia de . .
(1Q-2) momentum Viscosidad
Condensacion/
Evaporacion
Transferencia de )
Calor Transferencia de
(19-3) calor Temperaturas de
Trabajoy
Aislamiento
térmico
Operaciones Principios de
Unitarias Trm:?;ﬁgﬂa} de transferencia de Difusividad
masa
Fisicoquimica
. Contacto
Transferencia de intersticial Lixiviacién
masaen etapas L] Liquido-sélido

Ciencias basicas y

de contacto
continuo (1Q-5)

Operaciones
unitarias

complementarias
(1Q-6)

Manejo de sélidos

Granulometria

complementarias

Transporte de
solides
gt Experimentacion Analisis de
Estadisticaty 2 factorial varianza

Fuente: elaboracion propia.
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ANALISIS PRELIMINARES

Tabla XIII. Monitoreo del comportamiento del pH de las
extracciones realizadas con etanol 95%

TIEMPO REPETICION agua a pHo=7
(min) 1 2 3 4 5 Media
0 654 | 645 | 667 | 652 | 648 | g3
20 6,08 | 619 | 635 | 612 | 6,25 6,19
40 6,05 | 611 | 612 | 6,09 | 6,14 6,10
60 593 | 598 | 6,08 | 595 | 6,05 5,99
80 585 | 579 | 6,00 | 578 | 5,65 5,81

100 5,45 5,64 588 | 548 | 5,58 5,60
120 5,23 5,31 565 | 528 | 534 5,36
140 510 5,20 538 | 513 | 5,28 521
160 5,07 5,15 512 | 505 | 514 5,10

Fuente: tiempo tomado con Crondmetro digital; pH obtenidos de la lectura del
potenciémetro H1221 HI223 (pH/mV/ 0C) Bench Meters with calibration
check. HANNA instruments Manufacturer since 1978. Hecho en Portugal.

Figura 30. Monitoreo del comportamiento del pH de las
extracciones realizadas con etanol 95%
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extraccion

8,50

7,50
7,00
6,50
6,00

T 5,50 -
S.5,00 -
4,50
4,00
3,50

3,00
2,50
2,00

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo{min)

Fuente: datos obtenidos de tabla XII.
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Tabla XIV. Monitoreo del comportamiento del pH de las
extracciones realizadas con agua a pHo=7
usando como coadyuvante sulfito de sodio al
3% en peso y Br=1,67E

Tiempo Repeticion agua a pHo=8
(min) 1 2 3 4 5 Media
0 7,52 7,06 7,21 | 6,73 | 7,15 7,13
20 6,98 6,19 6,35 | 6,12 | 6,25 6,37
40 6,76 6,11 6,12 | 6,09 | 6,14 6,24
60 6,48 5,98 6,08 | 5,95 | 6,05 6,10
80 6,25 5,79 6,00 | 5,78 | 5,65 5,89
100 5,63 5,64 588 | 548 | 558 5,64
120 5,55 5,31 565 | 528 | 534 5,42
140 5,43 5,20 538 | 5,13 | 5,28 5,28
160 5,14 5,15 512 | 5,05 | 514 5,12

Fuente: tiempo tomado con Cronémetro digital; pH obtenidos de la lectura del
potencidmetro H1221 HI223 (pH/mV/ 0C) Bench Meters with calibration
check. HANNA instruments Manufacturer since 1978. Hecho en Portugal.

Figura 31.

Monitoreo del comportamiento del pH de las
extracciones realizadas con agua a pHo=7
usando como coadyuvante sulfito de sodio al
3% en peso y BT=1,67E
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Tiempo(min) y=0,0006x2-0,1809x + 6,6572
R2=0,9873

Fuente: datos obtenidos de tabla XIII.
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Tabla XV. Monitoreo del comportamiento del pH de las
extracciones realizadas con agua a pHo= 8
usando como coadyuvante sulfito de sodio al 3%
en peso y Br= 3,15
Tiempo Repeticion agua a pHo=7
(min) 1 2 3 4 5 Media
0 6,54 6,45 6,67 6,52 6,48 6,53
20 6,08 6,19 6,35 6,12 6,25 6,19
40 6,05 6,11 6,12 6,09 6,14 6,10
60 5,93 5,98 6,08 5,95 6,05 5,99
80 5,85 5,79 6,00 5,78 5,65 5,81
100 5,45 5,64 5,88 5,48 5,58 5,60
120 5,23 5,31 5,65 5,28 5,34 5,36
140 5,10 5,20 5,38 5,13 5,28 5,21
160 5,07 5,15 5,12 5,05 5,14 5,10

Fuente: tiempo tomado con Crondmetro digital; pH obtenidos de la lectura del
potenciometro H1221 HI223 (pH/mV/ 0C) Bench Meters with calibration
check. HANNA instruments Manufacturer since 1978. Hecho en Portugal.

Figura 32.

Monitoreo del comportamiento del pH de las

extracciones realizadas con

en peso y Br=3,15E%°
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Fuente: datos obtenidos de tabla XIV.
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Tabla XVI.

Monitoreo del comportamiento del pH de las
extracciones realizadas con agua a pHo= 9 usando
como coadyuvante sulfito de sodio al 3% en pesoy B+
=712E%

TIEMPO REPETICION agua a pHo=9
(min) 1 2 3 4 5 MEDIA

0 8,45 7,88 7,89 7,91 8,21 8,06
20 8,25 7,72 7,73 7,83 7,80 7,86
40 7,68 7,68 7,40 7,68 7,69 7,62
60 7,34 7,54 6,85 7,52 7,48 7,34
80 7,18 6,96 6,72 6,86 6,97 6,93
100 6,85 6,51 6,38 6,45 6,43 6,52
120 6,28 6,31 6,25 6,30 6,38 6,30

Fuente: tiempo tomado con Crondmetro digital; pH obtenidos de la lectura del
potenciometro H1221 HI223 (pH/mV/ 0C) Bench Meters with calibration
check. HANNA instruments Manufacturer since 1978. Hecho en Portugal.

Figura 33.

Monitoreo del comportamiento del pH de las
extracciones realizadas con agua a pHo=9
usando como coadyuvante sulfito de sodio al 3%
en pesoy Br=7,12E%
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Fuente: datos obtenidos de tabla XV.
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Tabla XVII. Monitoreo del comportamiento del pH de las
extracciones realizadas con agua a pHo= 10
usando como coadyuvante sulfito de sodio al 3%
en pesoy Br=1,67E®%

TIEMPO REPETICION agua a pHo=10
(min) 1 2 3 4 5 Media
0 8,07 | 8,90 8,50 7,93 8,10 8,30
20 7,87 | 7,90 7,83 7,85 7,92 7,87
40 7,60 | 7,84 7,24 7,78 7,87 7,66
60 7,55 | 7,68 7,14 7,25 7,48 7,42
80 7,40 | 7,08 6,98 6,98 7,19 7,12
100 6,89 | 7,00 6,79 6,89 7,05 6,92
120 6,75 | 6,75 6,65 6,75 6,78 6,73
140 6,50 | 6,47 6,49 6,43 6,25 6,42
160 6,34 | 6,23 6,25 6,25 6,10 6,23
180 6,20 | 6,18 6,12 6,15 6,03 6,13
200 6,10 | 5,95 6,05 6,09 5,98 6,03

Fuente: tiempo tomado con Cronémetro digital; pH obtenidos de la lectura del
potencidmetro H1221 HI223 (pH/mV/ 0C) Bench Meters with calibration
check. HANNA instruments Manufacturer since 1978. Hecho en Portugal.

Figura 34. Monitoreo del comportamiento del pH de las
extracciones realizadas con agua a pHo=10
usando como coadyuvante sulfito de sodio al 3%
en pesoy Br=1,67E®%
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Fuente: datos obtenidos de tabla XVI.
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Tabla XVIII. Curva granulométrica del tamizaje del Arrayan

Tamiz No. Mesh Peso (9)
10 2 mm 1 233.50
30 600 um 87,50
40 425 pm 52,00
50 300 pum 494,50
60 250 ym 127,00
80 212 ym 316,50
100 149 um 98,00

Fuente: datos obtenidos de balanza digital marca Kingship SW-1.5 capacity: 1,5
Kg*0,5g.

Figura 35. Curva granulométrica del Arrayan
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Fuente: datos obtenidos de tabla XVII, curva granulométrica del tamizaje del
Arrayan.
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Figura 36. Fotografia de aumento del palillo del palo de Arrayan

Fuente: fotografia tomada con el microscopio digital, DIGIMICR 1,3MP,
con aumento de 400x, tamafio 110 MM (L) X 33 MMM(R).

Figura 37. Fotografia de aumento material retenido en el
tamiz No.10 (2 mm) del palo de Arrayan

Fuente: fotografia tomada con el microscopio digital, DIGIMICR 1,3MP,
con aumento de 400x, tamafio 110 MM (L) X 33 MMM(R).
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Figura 38. Fotografia de aumento material retenido en el
tamiz No.30 (600 um) del palo de Arrayan

Fuente: fotografia tomada con el microscopio digital, DIGIMICRO 1,3MP, con
aumento de 400x, tamafio 110 MM (L) X 33 MMM(R).

Figura 39. Fotografia de aumento material retenido en el
tamiz No.40 (425 um) del palo de Arrayan

Fuente: fotografia tomada con el microscopio digital, DIGIMICRO 1,3MP,
con aumento de 400x, tamafio 110 MM (L) X 33 MMM(R).
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Figura 40. Fotografia de aumento material retenido entre
los tamices (- No.50, + N0.60) (300 um) del palo de
Arrayan

Fuente: fotografia tomada con el microscopio digital, DIGIMICRO 1,3MP,
con aumento de 400x, tamafio 110 MM (L) X 33 MMM(R).

Figura 41. Fotografia de aumento material retenido en el tamiz No.60
(250 um) del palo de Arrayan

Fuente: fotografia tomada con el microscopio digital, DIGIMICRO 1,3MP,
con aumento de 400x, tamafio 110 MM (L) X 33 MMM(R).
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Figura 42. Fotografia de aumento material retenido en el
tamiz No.80 (212 um) del palo de Arrayan

Fuente: fotografia tomada con el microscopio digital, DIGIMICRO 1,3MP,
con aumento de 400x, tamafio 110 MM (L) X 33 MMM(R).

Figura 43. Fotografia de aumento material retenido en el
tamiz No.100 (149 um) del palo de Arrayan

Fuente: fotografia tomada con el microscopio digital, DIGIMICRO 1,3MP,
con aumento de 400x, tamafio 110 MM (L) X 33 MMM(R).
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Figura 44. Fotografia de aumento material retenido en el
fondo del palo de Arrayan

Fuente: fotografia tomada con el microscopio digital, DIGIMICRO 1,3MP,
con aumento de 400x, tamafio 110 MM (L) X 33 MMM(R).

Figura 45. Extracto de pigmentos vegetales obtenidos por
maceracion dinamica usando como solucién
analitica el etanol 95%

Fuente: fotografia tomada con camara marca LG de 2 MP, auto focus.

101



Figura 46. Extracto de pigmentos vegetales obtenidos por
maceracion dindmica usando como solucién
analitica agua a pHo=7 y como coadyuvante sulfito
de sodio al 3% en peso

Fuente: fotografia tomada con camara marca LG de 2 MP, auto focus.

Figura 47. Extracto de pigmentos vegetales obtenidos por
maceracion dinamica usando como solucion
analitica agua a pH=8 y como coadyuvante sulfito
de sodio al 3% en peso

Fuente: fotografia tomada con camara marca LG de 2 MP, auto focus.
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Figura 48. Extracto de pigmentos vegetales obtenidos por
maceracion dinamica usando como solucion
analitica agua a pH=9 y como coadyuvante sulfito
de sodio al 3% en peso

Fuente: fotografia tomada con camara marca LG de 2 MP, auto focus.

Figura 49. Extracto de pigmentos vegetales obtenidos por
maceraciéon dindmica usando como solucién
analitica agua a pH=10 y como coadyuvante
sulfito de sodio al 3% en peso

Fuente: fotografia tomada con camara marca LG de 2 MP, auto focus.
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MUESTRA DE CALCULO

1. Célculo de la densidad de la soluciones de agua a pHo=7,8,9y 10:
Para determinar la densidad de la solucion es necesario tomar medicion
de masa y volumen de agua y de solucién de sulfito de sodio NasSO3 al 3%. Se

utiliza la siguiente ecuacion:

p= masa total () [Ecuacion 10]

volumen total (mL)
Ejemplo:
Datos obtenidos para la medicion de la densidad de la solucién de agua a
pHo=7 usando como coadyuvante una solucion de sulfito de sodio Na,SOs3 al

3%.

Masa total (agua + solucion sulfito de sodio al 3%) = 200,31 g

Volumen total (agua + solucion sulfito de sodio al 3%) = 200,65mL

Utilizando la ecuacion 10:

p= 200,31 g = 0,9983 g
200,65 mL mL

2.  Célculo del porcentaje de rendimiento de pigmentos vegetales presentes

en el berry del arrayan:
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Para determinar el rendimiento de extraccion se requieren dos datos
especificos, el primero es la masa de materia prima utilizada en el proceso
extractivo y el segundo es la masa de la oleorresina recuperada, luego se aplica

la siguiente ecuacion:

%R = Apesosdlido x100 [Ecuacion 11]

P, sélido

Donde:

R=rendimiento de extraccion (%).
A Peso= La diferencia entre el peso final del extracto y el peso del baldn (g).

P.,= Peso inicial de muestra de berrys (g).

Ejemplo:

Datos obtenidos para la determinacion del porcentaje de rendimiento de
obtenido de la maceracion dindmica a pHo=10 con temperatura constante de

60°C, para la corrida 1:
Po=2,00g¢g

Peso final de la muestra= 68,63 g
Peso del balén= 68,28 g

Utilizando la ecuacién 11:

%R = (6883-6829) x 100 = 34,66
2,04
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DATOS CALCULADOS

Tabla XVIX. Densidad de las soluciones utilizadas como
solventes de extraccion

Solvente Densidad (g/mL)
A pHo=7 0,9983
g pHo=8 0,9984
u pHo=9 0,9985
a pHo=10 0,9987
Etanol 95% 0,789

Fuente: muestra de calculo. Apéndice 4.

Tabla XX. Rendimientos de extraccién para cada corrida
utilizando como solvente el etanol al 95%

Peso de Densidad | Peso
Peso de | balén+ (mL) | del etanol de
muestra | muestra | etanol 95% etanol Peso %
Corrida (9) final (g) | residual (g/mL) (9) real (g) | Rendimiento

1 2,00 69,54 1,00 0,789 0,789 68,75 23,28
2 2,04 69,62 1,00 0,789 0,789 68,83 26,72
3 2,00 69,47 1,00 0,789 0,789 68,69 20,13
4 2,01 69,68 1,00 0,789 0,789 68,89 30,11
5 2,00 69,47 1,00 0,789 0,789 68,68 19,81

Fuente: muestra de calculo. Apéndice 4.
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Tabla XXI. Rendimientos de extraccion para cada corrida
utilizando como solvente agua a pHo=7, con
solucion de sulfito de sodio NasSO3 al 3%

Peso de
Peso de | balon+ | (mL)de | Densidad | Peso de | Peso
muestra | muestra | solucion | Na2SO3 | solucion | real %
Corrida (9) final residual | 3% (g/mL) (9) (@) | Rendimiento
1 2,01 69,84 1,00 0,9983 0,9983 | 68,84 27,65
2 2,05 69,93 1,00 0,9983 0,9983 | 68,93 31,55
3 2,00 69,73 1,00 0,9983 0,9983 | 68,73 22,23
4 2,02 69,97 1,00 0,9983 0,9983 | 68,97 33,93
5 2,00 69,90 1,00 0,9983 0,9983 | 68,91 31,00
Fuente: muestra de calculo. Apéndice 4.
Tabla XXII. Rendimientos de extraccién para cada corrida
utilizando como solvente agua a pHo=8, con
solucion de sulfito de sodio NasSO3; al 3%
Peso de
Peso de | balén+ | (mL) de | Densidad | Peso de
muestra | muestra | solucion | Na2SO3 |solucion| Peso %
Corrida (9) final residual | 3% (g/mL) (9) real (g) | Rendimiento
1 2,01 69,84 1,00 0,9984 0,9984 | 68,39 1,00
2 2,05 69,93 1,00 0,9984 | 0,9984 | 68,41 1,00
3 2,00 69,73 1,00 0,9984 0,9984 | 68,34 1,00
4 2,02 69,97 1,00 0,9984 0,9984 | 68,42 1,00
5 2,00 69,90 1,00 0,9984 0,9984 68,39 1,00

Fuente: muestra de calculo. Apéndice 4.
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Tabla XXIII. Rendimientos de extraccion para cada corrida
utilizando como solvente agua a pHo=9, con
solucion de sulfito de sodio NasSO3 al 3%
Peso de
Peso de | balon+ | (mL)de | Densidad | Peso de
muestra | muestra |solucién | Na2SO3 |soluciéon | Peso %
Corrida (9) final residual | 3% (g/mL) (9) real (g) | Rendimiento
1 2,01 70,07 1,00 0,9985 0,9985 69,04 35,06
2 2,03 69,93 1,00 0,9985 2,9955 66,94 32,97
3 2,01 69,75 1,00 0,9985 1,9970 67,75 33,74
4 2,00 69,84 1,00 0,9985 1,9970 67,85 33,89
5 2,00 69,61 1,00 0,9985 0,9985 68,62 34,26
Fuente: muestra de céalculo. Apéndice 4.
Tabla XXIV. Rendimientos de extraccion para cada corrida
utilizando como solvente agua a pHo=10, con
solucién de sulfito de sodio NasSOzal 3%
Peso de Densidad
Peso de | balon+ | (mL)de | Na2SO3 Peso de | Peso
muestra | muestra |solucién 3% solucién real %
Corrida (9) final residual (g/mL) ()] (9) Rendimiento
1 2,01 69,63 1,00 0,9987 0,9987 68,63 34,66
2 2,03 69,90 3,00 0,9987 2,9961 66,90 32,96
3 2,01 68,94 2,00 0,9987 1,9974 66,94 33,34
4 2,00 69,79 2,00 0,9987 1,9974 67,79 33,86
5 2,00 69,69 1,00 0,9987 0,9987 68,69 34,30

Fuente: muestra de céalculo. Apéndice 4.
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RESULTADOS DE TAMIZAJE FITOQUIMICO

UNIVERSIDAD DE SAN GARLOS
DE GUATEMALA

FACULTAD DE CC. QQ.
Y FARMACIA

Ciudad Universil

G

Laboratorio de Investigacién de
Productos Naturales (LIPRONAT)

Andlisis:  Tamizaje Fotoquimico
Solicitante: Delmy Paola Estrada Marroquin

Fecha: 04 de Abril de 2011. No.: L-20110401

EDIFICIO T-12

C

taria, zona 12

a 1. Técnicas empleadas:
Cromatografia en capa fina
Prueba en Papel

Prueba en tubos

2. Resultados:

2.1 Tamizaje fitoquimico:

* Se analizaron mediante cromatografia en capa fina, prueba en papel y prueba en tubos 5

extractos de Myrica cerifera L. (arrayan) para identificar los metabolitos secundarios
presentes en la materia prima, para ellos se utiliz6 la metodologia descrita por LOCK Y
WAGNER.

Tabla No.1: Prueba en tubos para deteccion de Antraquinonas
Especificacién: Prueba de Borntringer; observar cambios de color en la fase alcalina
rojo, rosada: POSITIVO

Extracto |~ Resultado
Etanol
95% cambié a blanco (-)
H7 Sin cambio (-)
pH8 Sin cambio (-)
pH 9 cambié a blanco (-)
pH 10 Cambié a rojo-naranja (+)
Tabla No.2: Prueba en tubos para la deteccion de Taninos

Especificaciéon: Observar con gelatina al 1% y gelatina al 1% con NaCl al 10% Ia
formacion de precipitado y/o cambio de coloracion, con cloruro férrico coloracién
grisaceo-negro: presencia de catecol; negro-azulado: presencia de pirogalol.

Extracto Testigo Gelatina 1% Gelatina 1%+NaCl 10% FeCI3
n
E;?A ° Transparente no hay cambio (-) no hay cambio (-) Amarillo fuerte (-)
H7 Cafe palido, translucido | no hay cambio (-) no hay cambio (-) Café verdoso (-)
|PH8 | Café palido, translucido | no hay cambio (-) no hay cambio(-)  |Café verdoso(-)
pH 9 Café palido, translucido | no hay cambio (-) no hay cambio (-) Café verdoso (-)
pH 10 Color ladrillo, translucido | no hay cambio (-) no hay cambio (-) Negro azulado (+)
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UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS
DE GUATEMALA

FACULTAD DE CC.

Y FARMACIA
EDIFICIO T-12

Guatemala, Cen!

QQ.

Cludad e BoiBitimente expuesta bajo la luz UV a 365 nm no presentd fluorescencia de color
azu

o verde a diferencia de Flavonoides que en los cinco extractos estan presentes

dando el resultado esperado con la especificacion de coloracién de las bandas amarillo y
verde, se puede identificar la presencia de Acido clorogénico.

En el caso de los metabolitos de Taninos y Antraquinonas si existio diferencia entre los
extractos, como se observa el extracto de M cerifera de pH 10 fue el tnico que al
exponerlo con cloruro férrico cambio de coloracién observandose el cambio negro-
azulado el cual indica la presencia de compuestos fendlicos, de igual forma present6 el

* cambio en la prueba de Borntranger tornando una coloracién rojo-anaranjado indicando
la presencia de antraquinonas.

4. Bibliografia:

WAGNER, H. et al. (1984). Plant Drug Analysis. Berlin, Springer-Velrang.
320 p.

LOCK, O. (1994). Investigacion Fitoquimica. 2da. Ed. Fondo Editorial. Peru.
300 p=
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UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS
DE GUATEMALA

FACULTAD DE CC. QQ.

Y FARMACIA

EDIFICIO T-12
Ciudad Universitaria, zona 12
Guatemala, Centroamérica

Tabla No.3: Prueba en papel para la deteccion de Cumarinas

Especificacién: Al agregar hidroxido de sodio 0.5N, observar bajo luz UV de 365 nm
fluorescencia azul o verde: POSITIVO

Extracto Resultado
Etanol
195% negativo
pH7 negativo
| PH8 _|negativo e |
pH 9 negativo
pH 10 negativo

Tabla No.4: Cromatografia en capa fina para la deteccion de F lavonoides

Fase mévil utilizada: Acetato de etilo-Acido Formico-Acido Acético Glacial-Agua.
Revelador: Reactivo de Productos Naturales (NP/PEG)

Especificacién: Sin tratamiento quimico UV 254 nm fluorescencia, zonas azules o
amarillas. UV 365 nm, dependiendo estructura fluorescen amarillo, azul o verde.

Rf: Factor de retencién, es la medida de la migracion de una sustancia determinada en
un disolvente dado. Rf distancia recorrida por la sustancia / distancia recorrida por el

disolvente.
Resultado luz |  No. De Rf
Extracto UV 365 nm ‘ Bandas Dictamen
Etanol 95% Amarillo | 1 0.76 Positiva
pH7 verde 2 0.76, 0.61 Positiva
pH8 verde 2 0.76, 0.61 Positiva
pH 9 verde 2 0.76, 0.61 Positiva
| pH10 verde Jr 2 | 076081 | pusitiva ]
~ Acido 1 076
clorogénico verde | Positiva

3. Discusién de Resultados:

De acuerdo a los resultados obtenidos se observa que en el caso de la materia prima de
M. cerifera no se observa diferencia entre las muestras de los cinco extractos en la
deteccién de los siguientes metabolitos secundarios: Cumarinas y Flavonoides. En el
caso de la deteccion de Cumarinas los cinco extractos no presentan dicho metabolito
debido que en la prueba realizada en papel revelada con hidroxido de potasio 0.5N
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ANEXO 2

115



116



PRUEBAS DE TAMIZAJE FITOQUIMICO

Figura 29. Pruebas de tamizaje fitoquimico para determinar
familias de metabolitos secundarios presentes con
propiedades pigmentables

Fuente: laboratorio de investigacion de productos naturales (LIPRONAT).
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ANEXO 3
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RESULTADOS DE ANALISIS ESTADISTICO

Statistix 9.0 22/03/2011,
23:29:04

Randomized Complete Block AOV Table for Rendiment

Source DF SS MS F P
4 72.39 18.0098
4 2848.42 712.104 116.02 0.0000
16 98.21 6.138
54
24
Note: SS are {5 5 & sums of squares

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Rendiment for Solvente

Solvente Mean Homogeneous Groups
AguapH9 33.842 A

AguapHl0 33.720 A

AguapH8 29.272 A

Etanol95 24.010 B

AguapH7 5.090 €

S66
5669
2000

=Moo

Rendiment

AguapH10 AguapH7 AguapHs AguapH9 EtanolS5
Solvente
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Rend

Diagrama de cajas y alambres
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