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Esclerénquima

Mesocarpio

Parénquima

Pericarpio

GLOSARIO

Tejido de sostén de algunas plantas formado por células
muertas a la madurez, cuyas paredes secundarias estan
engrosadas por lo que son muy gruesas y duras. Su nombre

proviene del griego escleros, duro y enchyma, sustancia.

En botanica, el mesocarpio es la capa intermedia del
pericarmio, esto es, la parte del fruto situada entre endocarpio
y epicarpio. Parte de la fruta que se consume nomalmente, y
es resultado de la transformacion de la pared ovarica de la
flor, por lo que nomalmente enwuelve al endocarpio, que a su

vezenwuelve a las semillas.

En botanica, se denomina parénquima al tejido vegetal
constituido por células de forma aproximadamente esférica o
cubica y con espacios separacion. Estdn  poco
especializadas. Constituyen el tejido fundamental de la
planta. Se localizan en todos los 6rganos vegetales, llenan
espacios libres que dejan otros érganos Y tejidos. Sus células
son poligonales y las paredes celulares son flexibles y

delgadas de celulosa.

En botanica, la parte del fruto que recubre su semilla y
consiste en el ovario fecundado. En el pericarpio pueden
distinguirse tres capas, de fuera a dentro son: epicarpio,
mesocarpio y endocarpio.
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Sustrato

Tegumento

Testa

Traqueidas

En bioguimica, un sustrato es una molécula sobre la que
actla una enzima, éstas catalizan reacciones quimicas que
involucran al sustrato o los sustratos, éste se une al sitio
activo de la enzima, y se forma un complejo enzima-sustrato.
El sustrato por accion de la enzima es transformado en
producto y liberado del sitio activo, quedando para recibir otro

sustrato.

Tejido que cubre ciertos érganos de las plantas, en especial
los 6wlos y las semillas, y ésta queda recubierta por un
tegumento de tacto aterciopelado.

La cubierta de la semilla o testa la protege de muchas de las
inclemencias del medio ambiente.

Son células conductoras de agua y sales. Fusiformes, no
perforadas, agrupan las punteaduras en los polos. Al menos
sobre el papel son menos eficientes en el transporte de agua
gue las traqueas, y son mas primitivas evolutivamente

hablando que ellas.



RESUMEN

Extraer y caracterizar fisicoquimicamente la fraccion colorante de la semilla
de aguacate, a nivel laboratorio, fue el principal propdésito del presente trabajo de
graduacion. El procedimiento utilizado fue la lixiviacion por maceracion dindmica
con reflujo, utilizando como solvente el agua y como coadyuvantes soluciones
de etanol (35, 70 y 95% v/V) y soluciones de sulfito de sodio (1 y 2% V). La
semilla fue utilizada en tres presentaciones: sin oxidar fresca, oxidada fresca y
oxidada seca. Para todos los casos la relacion semilla de aguacate/solvente fue
de 1:10 (wh).

La temperatura de lixiviacion fue la temperatura de ebullicibn respectiva
para el agua y cada coadyuvante a una presion de 640 mmHg y la duracién del
proceso de dos horas. Al realizar el andlisis estadistico se observa que la
densidad y el indice de refraccion que se obtienen cambian significativamente al
cambiar el coadyuvante y el tipo de muestra. El mayor rendimiento se obtiene al
utilizar la solucion de sulfito de sodio al 1% y la semilla seca oxidada, un
rendimiento inferior se obtiene al usar la solucion de sulfito de sodio al 2% y la
semilla seca oxidada. Los rendimientos menores se obtienen al utilizar las
soluciones de etanol al 70% y 95% en las tres presentaciones de semilla de
aguacate y rendimientos intermedios al utilizar soluciones de etanol al 35% y
agua. Al realizar el tamizaje fitoquimico de los extractos colorantes liquidos de
la semilla de aguacate en todas sus presentaciones, se identifico la presencia de
taninos y flavonoides.
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OBJETIVOS

General

Extraer y caracterizar fisicoquimicamente la fraccion colorante de la semilla

de aguacate a nivel laboratorio.

Especificos

1. Extraer y caracterizar fisicoquimicamente la fraccion colorante de la
semilla de aguacate seca oxidada en funcion de la concentracion de

soluciones de etanol y soluciones alcalinas de sulfito de sodio.

2. Extraer y caracterizar fisicoqguimicamente la fraccion colorante de la
semilla de aguacate fresca oxidada en funcién de la concentracién de

soluciones de etanol y soluciones alcalinas de sulfito de sodio.

3. Extraer y caracterizar fisicoguimicamente la fraccion colorante de la
semilla de aguacate fresca sin oxidar en funcion de la concentracion de

soluciones de etanol y soluciones alcalinas de sulfito de sodio.
4. Determinar el porcentaje de rendimiento del extracto colorante obtenido

en funcién del porcentaje de humedad de la semilla seca oxidada y fresca
oxidada.

X



HIPOTESIS
Hip 6tesis general
Es factible obtener y caracterizar el extracto colorante de la semilla del
aguacate en funcion de la concentracion de soluciones de etanol y soluciones
alcalinas de sulfito de sodio.
Hip 6tesis estadistica

Hipotesis nula

No existe diferencia significativa en el rendimiento del extracto colorante

obtenido utilizando diferente concentracién de coadyuvante.

Hipotesis alternativa

Existe diferencia significativa en el rendimiento del extracto colorante obtenido
utilizando diferente concentracion de coadyuvante.

Hipaotesis nula

No existe diferencia significativa en el rendimiento del extracto colorante

obtenido de la semilla de aguacate con diferente porcentaje de humedad.
Hipotesis alternativa

Existe diferencia significativa en el rendimiento del extracto colorante obtenido

de lasemilla de aguacate con diferente porcentaje de humedad.
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Hipotesis nula

No existe diferencia significativa en las propiedades fisicoquimicas del extracto
colorante obtenido de la semilla fresca de aguacate con diferente grado de
oxidacion.

Hipotesis alternativa

Existe diferencia significativa en las propiedades fisicoquimicas del extracto

colorante obtenido de la semilla fresca de aguacate con diferente grado de

oxidacion.
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INTRODUCCION

Actualmente, en el altiplano guatemalteco se utiliza el extracto colorante
obtenido de la semilla de aguacate para tefir artesanalmente fibras naturales.
Mejorar el proceso de obtencién de extracto de tal forma que llegue a ser tan
seguro, confiable, eficiente y econdmico como sea posible, sugiere varias
etapas de transformacion y seleccidon de las condiciones bajo las cuales
ocurriran dichas transformaciones, en cuyas primeras etapas se puede
considerar la extraccion y caracterizacion de la fraccion colorante de la semilla

de aguacate, principal objetivo del presente trabajo de graduacion.

El aguacate, Persea americana Miller, fruta de muchas propiedades, alto
valor nutricional y exquisito sabor, es un arbol frutal cultivado desde tiempo
precolombino y su fruto puede clasificarse en tres clases: guatemalteca,
antillana y mexicana. Es una baya con mesocarpio y endocarpio carnoso que
contiene una sola semilla, la cual puede representar alrededor de 15% del peso
en relacion al fruto.

A la semilla de aguacate se le atribuyen algunas propiedades de tipo
farmacologicas debido a la presencia de acidos grasos, compuestos
polifendlicos y esteroles, y ha sido utilizada contra padecimientos de dolores
musculares y parasitos. Entre los usos no medicinales se puede sefalar el
empleo de la semila para alimento de animales, y hasta la aparicion de tintas
indelebles, el jugo de lasemilla fue extensamente empleado para marcar la ropa

en vista de la oxidacion que sufre este producto por la acciéon del aire.
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Los compuestos responsables del color en los alimentos son un grupo
muy variado en estructuras y propiedades fisicas y quimicas. Estos compuestos
pueden clasificarse en dos grupos por razones tedricas, el primero incluye:
carotenoides, antocianinas, betalainas, caramelo, colorantes artificiales y lacas.

El segundo: mioglobina, clorofila y sus derivados.

La extraccion del colorante se realizd a nivel laboratorio, obteniendo asi
informacion para disefiar procedimientos y mejores condiciones de operacion a

nivel planta piloto y luego a nivel industrial.

Los procesos para extraer estos compuestos se conocen con diferentes
nombres. Se hara referencia al proceso de lixiviacién, que es una de las
operaciones unitarias mas antiguas, utilizadas en la extraccién sdlido-liquido.
Se utilizaron también otras operaciones unitarias como: secado y evaporacion; y
operaciones en las que intervienen particulas soélidas como: reduccion de

tamafo, tamizado y separaciones mecanicas.

Se utilizaron como solventes: soluciones de etanol al 35, 70 y 95% en
volumen y de sulfito de sodio al 1y 2%. La semilla de aguacate fue utilizada en
diferentes presentaciones: seca oxidada (humedad menor al 10%), fresca
oxidada y no oxidada (humedad entre 40 y 60%)

El colorante de la semilla de aguacate puede utilizarse en diferentes
productos, entre las cuales se mencionan: textiles, alimentos, cosméticos,

medicinas, tizas y crayones.
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1. ANTECEDENTES

En el marco del proceso de investigacién que se realiza en la Secciéon de
Quimica Industrial del Centro de Investigaciones de Ingenieria, se tienen
proyectos de investigacién en extractos vegetales como aceites esenciales,
oleorresinas, taninos y colorantes. Especificamente en la tematica de colorantes
naturales, se han realizado los siguientes trabajos de investigacion:

En 1987 Dominguez M., de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de
San Caros de Guatemala, realizd la investigacion del trabajo de graduacion
titulado: Extraccion de los pigmentos colorantes del tipo xantofilas contenidos en
la flor de Tagetes erecta (Marigold), en esta investigacién se deteminé el
contenido de xantofilas totales en la flor de Tagetes erecta. Se utilizd como
método de extraccion la saponificacién en frio y en caliente. Se obtuvo que el
método de saponificacion en frio da resultados mas altos, siendo éstos de
11 470 £ 6 262,02 mg de xantofilas por kg de flor, ademas se necesitan 4,795 kg
de flor por tonelada de alimento para obtener una coloracion 6ptima de la yema
de huevo. Se recomienda utilizar el método de saponificacion en frio con un
tiempo de saponificacion de 18-19 horas. Las pruebas que se utlizaron para
determinar el contenido de xantofilas totales fueron la cromatografia en
columna yla espectrofotometria.

Donado Miranda, asesorado por la Inga. Telma Cano, en mayo del 2000
en el Centro de Investigaciones de la Facultad de Ingenieria de la USAC, realizd
la investigacion del trabajo de graduacion titulado: Extraccién de carotenoides
de la caléndula para su utilizacion como colorante natural en productos de
consumo humano. La extraccion se realizd a nivel laboratorio, utilizando dos



métodos de extraccion, con el fin de determinar el método donde se obtiene el
mejor rendimiento. La diferencia entre ambos métodos fue la utilizacion de
diferentes solventes. Se usaron muestras de 10 g de flores secas, con una

aproximacion de + 0.05 gramos, realizando 5 repeticiones para cada método.

Los resultados obtenidos tuvieron una diferencia significativa. Con el
método A se obtuvo un rendimiento promedio de 16,5% y con el método B 2,1%.
Para evaluar la homogeneidad en la composicion de cada extracto, se
obtuvieron los espectros de absorcidon representativos de cada método, entre el
rango de las longitudes de onda de 400 a 540 nm, utilizando 1 g de extracto
seco en 50 mL de éter etilico, en donde se observo diferencias no significativas

entre los 2 métodos.

En el 2001, el Ing. José Eduardo Calderdn en el Centro de Investigaciones
de la Facultad de Ingenieria de la USAC, ejecutd el proyecto FODECYT 13-99,
Extraccion del colorante acuoso, a partir de los rechazos de exportacion de la
produccién nacional de dos variedades de pitahaya, a nivel de planta piloto. En
este proyecto se evalu6 la obtencion del extracto acuoso de pitahaya por cuatro
diferentes métodos y la factibilidad de industrializacion del extracto a partir de
los rechazos de la exportacion. Las variables que se manejaron fueron: tiempo
de extraccion, tamafio de lote, temperatura de extraccion, relacion solvente-fruto
y tiempo de maceracion. Se evalué el tiempo de maceracion, de 1, 2 y 3 dias, a
una temperatura de 25 °C y 7 °C, dando mejores resultados la maceracion de 1
dia a una temperatura de 7 °C. Se utilizaron lotes de 5y 10 kg de fruta. Para el
analisis de cada una de estas variables se efectuaron 3 corridas modificando la
variable en cuestion y dejando las demés fijas, se deteminaron asi las
condiciones 6ptimas de extraccion. Se efectuaron los analisis fisicoquimicos
necesarios para tipificar y evaluar la calidad del extracto. Mediante analisis de

espectrofotometria se determiné que el colorante acuoso de la pulpa de



pitahaya, se asemeja mas al colorante sintético rojo FD&C No. 3, por lo que se

puede usar en sustitucion de éste.

Del Cid Vasquez, asesorado por la Inga. Telma Cano, en marzo de 2004
en el Centro de Investigaciones de la Facultad de Ingenieria de la USAC, realizd
el estudio del trabajo de graduacion titulado: Extraccion a nivel laboratorio, de
los pigmentos colorantes del tipo flavonoides contenidos en la flor del subin
(Acacia farnesiana L. Willd) proveniente de un bosque silvestre guatemalteco,
en el mencionado estudio se utilizaron tres diferentes solventes: metanol, etanol
y acetona. Los resultados obtenidos demostraron que con la acetona se obtiene
un mayor rendimiento promedio. Se determind que cromatogréficamente el
solvente que ofrecid un extracto con el mayor nimero de pigmentos colorantes
del tipo flavonoides fue el metanol, seguido del etanol y por ultimo la acetona.
Con los tres analisis, se logr6 deteminar la presencia de flavonoides, tales

como hiperésido, rutina, quercetina.

Ac Santa Cruz, asesorado por la Inga. Telma Cano, en noviembre de 2004,
en el Centro de Investigaciones de la Facultad de Ingenieria de la USAC, realiz
el estudio del trabajo de graduacion titulado: Extraccion a nivel de laboratorio de
aceite esencial crudo de pericdn (Tagetes lucida Cav), y utilizacién del desecho
sdlido para la extraccion del colorante natural, parasu uso en el tefiido de fibras
naturales. Los solventes utilizados fueron: acetona, metanol, etanol, ademas se
utilizaron reacciones coloridas, para identificar el tipo de colorante, asi como
cromatografia en capa fina y espectro de absorcion.

La Inga. Merida Mere, asesorado por la Inga. Telma Cano, en abrl de
2008, en el Centro de Investigaciones de la Facultad de Ingenieria de la USAC,
realizo el estudio del trabajo de graduacion titulado: Extraccion y caracterizacion

fisicoquimica del tinte natural obtenido del exocarpo del coco (cocos nucifera),



como aprovechamiento del desecho de fuentes comerciales. Los solventes
utilizados fueron agua, etanol al 50% (vi) y etanol al 95% (viv) con 3
repeticiones para cada una, resultando 9 extracciones en total con 3
repeticiones para cada una, resultando 9 extracciones en total.

El tamafio del tratamiento de lixiviacion con reflujo fue constante, en
funcion de la relacién exocarpo de coco frescokolvente de 1:10 (w/v), con
tiempo de extraccion de 6 horas y a temperatura de ebullicion de la solucién,
94 °C para el agua, 89 °C para el etanol al 50% (v/v) y 77°C para el etanol al
95% (v/v), a presion atmosférica de 640 mmHg. EI mayor valor de rendimiento
fue de 18,63% utilizando como solvente Etanol 95% y el menor valor de

rendimiento fue de 7,63% utilizando como solvente agua.



2.  MARCO TEORICO

2.1. Aspectos generales acerca del aguacate

Guatemala es un pais predominantemente agricola debido a que la
mayoria de la poblacion depende de actividades propias de la agricultura. A
pesar de ello existe un marcado déficit en la dieta alimentaria de un gran nimero
de guatemaltecos. El aguacate como fruto es un producto horticola comestible y
de gran calidad energética para la dieta humana. En las Ultimas décadas ha
llegado a convertirse en el tercer cultivo tropical, después del banano y los
citricos por ser buen complemento alimenticio para la dieta humana. La
importancia de la fruta radica en las caracteristicas nutritivas que posee, ya que
tiene un alto contenido de calorias, (10 g de pulpa proporcionan 150 a 300
calorias), grasa natural (5-30%), proteinas (1-4,6%), hidratos de carbono (0,3 al
4%), vitaminas (A, B, C, D, E y K) y minerales (5,31 sélo de calcio, fésforo y

hierro).

El aguacate es una baya con mesocarpio y endocarpio carnoso que
contiene una sola semilla; pertenece a la familia de las laurdceas.
Botanicamente es conocido como Persea americana Miller o Persea gratissima
G., pero realmente las variedades comerciales por su fruto pertenecen a dos
especies distintas gratissima y drymifolia. La primera comprende a los
aguacates de raza guatemalteca y de la raza antillana, mientras que la segunda
a los de raza mexicana. El aguacate se adapta desde cero hasta 9 000 pies

(2 743 metros) sobre el nivel del mar, y se aclimata de la manera siguiente:



. Clima frio: la raza mexicana
o Clima templado: la guatemalteca

. Clima céalido: la antillana

Los frutos recién fecundados en todas las razas contienen tanino, por lo
gue son astringentes. Conforme se desarrolla el 6wulo fecundado va perdiendo
dicha caracteristica y en el caso del criollismo guatemalteco y de la raza
antillana, tal caracteristica se pierde al sazonar el fruto. En la raza mexicana la
astringencia persiste aun en el fruto maduro y las hojas al estrujarse despiden
un olor anisado. Aquellos materiales que posean mayor cantidad de tanino en
sus frutos como en su area vegetativa, tendran mas resistencia a plagas y

enfermedades.

2.1.1. Composicion quimica y usos medicinales

En cuanto a las partes del aguacate y su composicion quimica se puede

decir que contiene los siguientes principios activos:

o Mesocarpo: abundantes lipidos, &cidos grasos insaturados: oléico,
linoléico, linolénico, palmitico, estearico, caprico, miristico;
insaponificable, rico en esteroles, escualeno, abundantes hidrocarburos
alifaticos insaturados, alcoholes alifaticos y terpénicos, tocoferal,
aminoacidos, proantocianidoles, camitina, carotenoides, tiamina,

riboflavina, niacina, acido ascorbico, y sales minerales: fésforo y hierro.

o Hojas: abundante aceite esencial: estragol, alfa y beta pineno, cineal,
trasnetol, alcanfor, Ilimoneno. Dopamina, serotonina, flavonoides
derivados del grupo quercetol, perseita, persiteol, abacatina.



o Semilla: acidos grasos insaturados, abundante tocoferol. El tamizaje
fitoquimico contiene: saponinas, esteroles insaturados, cardendlicos,

bufadiendlicos, flavonoides, leuco antocianinas, taninos y polifenoles.

Ademas, se le atribuye al aguacate usos medicinales como: la decoccion
de la corteza y hojas se utiliza para tratar cefalea, catarro, malaria, reumatismo y
problemas gastrointestinales; la pulpa del fruto se usa como unglento para
tratar tumores. La semilla se usa contra la diarrea y caspa; el aceite en
afecciones del cuero cabelludo. La cascara del fruto se usa contra helmintos y la

raiz se usa para tratar golpes.

2.1.2. Caracteristicas macroscopicas de las semillas de aguacate

Los vegetales tienen una serie de elementos apreciables, al ser
observadas a 0jo descubierto, con una lupa de mano o con microscopio 6ptico,
ya sea que se encuentre entera o molida. Muchos de estos elementos le son
propios y caracteristicos lo cual pemiten su identificacion. Debido a que se
estudian semillas de desecho de diferentes lugares de origen no es posible
establecer la variedad a que pertenece. Sin embargo, como la parte utilizada es
la semilla se establecen las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de

las mismas.

Se realiza teniendo en cuenta su morfologia externa y sus secciones
transversales ylongitudinales. La morfologia externa comprende:

o Tegumento: a veces formado por dos partes bien distintas una externa, la
testa, dura y lignificada y la otra intema el tegmen, menos lignificada que

la anterior.



o Reservas: las sustancias de reserva pueden estar acumuladas en el
endospema, cotiledones o en el perisperma y pueden ser: almidén,

aceites, proteinas, etc.

o Embrion: posee valor relativo para la diagnosis, se toma encuentra la

forma, (recto curvo); nimero de cotiledones tamafio y localizacion.

En el aguacate el pericarpio esta formado de tres capas: exocarpio
(cascara), mesocarmio (pulpa) y endocarpio junto a la cubierta seminal. El
endocarpio se compone de pocas capas de parénquima de células aplanadas

tangencialmente que a menudo se adhieren a la testa.

Las células del parénquima, en las semillas, almacenan amidoén (granulos
fundidos o agrietados en cotiledones y en el endospemo), proteinas (esferas o
cuerpos pequefios e irregulares), o aceites (elaioplastos o en esferosomas). El
almiddén después de tincion con yodo presenta una coloracion azul a violeta, en
cambio las proteinas se tifien de color amarillo. Los lipidos se tifien de rojo con
el Sudan Il y el Sudan IV y se ennegrecen con el acido ésmico y la intensa
osmiofilidad indica alto grado de instauracion. Cuando hay taninos, éstos se
tiien de color amarillo, rojo o café con safranina, es tipico encontrarlos en color
fuerte y en gran cantidad y pueden estar localizados en células alargadas

[lamadas sacos de taninos.

La testa madura consiste de epidemis externa, células de taninos y
remanentes del xilema cuyos elementos conductores, las traqueidas, pueden
contener cantidades considerables de células ricas en azlcares, grasas o
proteinas. El esclerénquima de la testa es abundante con esclérides (también
llamadas células pétreas) de varios tamarios, estas células son generalimente

alargadas, pueden formar masas continuas en pequefios grupos o0 solas



alrededor de otras células, son de pared gruesa, secundaria y a menudo
lignificada. Se distinguen dos fommas principales: las esclérides (varian en

forma) ylas fibras (que son generalmente largas).

El embriébn contiene nutrientes de reserva, organicos e inorganicos,
localizados alrededor del embribn o en sus mismos tejidos; contiene
aproximadamente el 50% del aceite de la semilla y antes de geminar presenta
una situacioén citolégica que indica inactividad, esto es la presencia de proteinas

ylipidos de reserva.

Macroscopicamente la semilla de aguacate esta compuesta de tres capas
(figura 1) correspondientes a cubierta seminal (a), cotiledones (b) y eje

embrionario (c).

Figura 1. Semilla de aguacate (cv. Hass). (a) Cubierta seminal, (b)

cotiledones, (c) eje embrionario. Barra=1cm

Fuente: GARCIA, José A. Estructura de la semilla de aguacate y cuantificacion de la grasa

extraida por diferentes técnicas. p. 24.



2.1.3. Caracteristicas microscopicas de las semillas

Con frecuencia las células de la cubierta seminal se hallan lignificadas, en
algunas especies el tegumento o cubierta de lasemilla, se visualiza con nitidez.
No hay un patron general de estructura, las caracteristicas son peculiares de las

especies.

Para el andlisis de los tejidos de reserva del embrién, hay que auxiliarse
con el estudio de la identificacion de las sustancias de reserva, por ejemplo
identificar almidon, aleuronas, grasas o0 aceites, cristales vy, paredes
hemicelulbsicas.

En las observaciones por microscopia Optica de la semilla de aguacate se
encuentran las siguientes:

o Cubierta seminal: en las observaciones bajo microscopio compuesto, de
los tejidos testigo (sin tratamiento de extraccion), se distinguié que la
cubierta seminal (figura 2) consta de algunas células aplanadas
tangencialmente que provienen probablemente del endocarpio (a);
esclerénguima (b), bajo el cual existen sacos de taninos (c) y por ultimo el

parénguima (d).

o Cotiledones: en relacién a los cotiledones (figura 3), las células del
parénquima se observaron llenas de almidon (@) (granulos de color azul
violeta) y unas pocas gotas de grasa (b) (esferas de color ambar) y
probablemente proteinas (cuerpos irregulares de tamafio pequefio en

color azul).
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Eje embrionario. en el eje embrionario (figura 4) los granulos de almidéon
(@) fueron més pequefios (aproximadamente 3 veces) y en menor
cantidad que en los cotiledones (granulos de color azul) pero la grasa (b)
(glébulos de color ambar) se observd en estructuras mas grandes y en

mayor cantidad.

2.1.3.1. Microscopia electrénica de barrido

Cubierta seminal: en las observaciones al microscopio electrénico de
barrido se not6 en las cubiertas seminales gran cantidad de granulos de
almidon sobre la superficie de ésta con la particularidad de que estos no

son redondos sino irregulares. En una observacién transversal se
encontré la capa del parénquima compacta.

Cotiledones: se observaron en los cotiledones (figura 5) algunas
estructuras redondeadas de aproximadamente 15 pm de diametro con
peciolo, tal vez se trata de glandulas de aceite. Otras estructuras de entre

5y15 um presumiblemente granulos de almidén.
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Figura 2. Microscopia Optica de la cubierta seminal de semilla de
aguacate cv. Hass. sin extraer. (a) células de endocarpio, (b)
esclerénquima, (c) células de taninos (d) parénquima. Barra =
0,05 mm. Corte 1 um de espesor, inclusién en resina Spurr y

tincién con azul de toluidina

Fuente: GARCIA, José A. Estructura de la semilla de aguacate y cuantificacion de la grasa

extraida por diferentes técnicas. p. 28.
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Figura 3.

Microscopia 6ptica del cotiledén de semilla de aguacate cv.
Hass sin extraer. (a) granulos de almidon, (b) glébulos de

grasa. Barra = 0.05 um de espesor, inclusion en resina Spurr y
tincion con azul de toluidina.

Fuente: GARCIA, José A. Estructura de la semilla de aguacate y cuantificacion de la grasa
extraida por diferentes técnicas. p. 28.
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Figura 4. Microscopia 6ptica del eje embrionario de semilla de aguacate

cv. Hass. Sin tratamiento de extraccion. (a) Granulos de

almidon, (b) globulos de grasa. Barra = 0,05 mm. Corte 1 um
de espesor, inclusion en resina Spurr y tincion con azul de

toluidina.

—

Fuente: GARCIA, José A. Estructura de la semilla de aguacate y cuantificacion de la grasa

extraida por diferentes técnicas. p. 30.
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Figura 5. Microscopia electréonica de barrido. Cotiledon de semilla de

aguacate cv. Hass. Sin extraer. (a) Granulos de almiddn

Fuente: GARCIA, José A. Estructura de la semilla de aguacate y cuantificacion de la grasa
extraida por diferentes técnicas. p. 35.

2.1.4. Analisis proximaly fitoquimico

Analisis proximal: el analisis proximal de la semilla de aguacate se realizd
por los métodos descritos en el AOAC # 935,39, cuantificando humedad 925,04,
cenizas 900, 02, fibra cruda 962.09, proteina 920,152 y extracto etéreo 920,39.
Los resultados del andlisis proximal realizado a la semilla de aguacate
comparados con los obtenidos por carriles (1977) se muestran en la tabla I.
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Tablal. Andlisis proximal de la semilla de aguacate variedad Hass

o Resultados Resultados bibliogréaficos
Determinacion ]
experimentales (g/1009) (9/100g9)

Humedad 475 478
Cenizas 1,2 0,9
Proteina 2,6 1,7
Fibra cuda 3,5 3,5
Extracto etereo 2,4 2,8

Fuente: http://respyn.vanl.mx/especiales/2007/22-12-2007/documentosCNCA.2007.33.pdf.
Consulta: junio de 2008.

Analisis fitoquimico: del polvo fino de la semilla de aguacate se obtuvieron

tres extractos: acuoso, etandlico y etéreo. Con los tres extractos se realizd un

analisis fitoquimico preliminar por el procedimiento de Asongalem et al., 2004.

En la tabla Il se muestra el analisis fitoquimico realizado a la semilla de

aguacate. De estos resultados se destacd el contenido de taninos y azlicares

reductores. Castro en 1999, atribuyo a los taninos un efecto desinflamarorio y

antihemorragico.

Tabla ll. Andlisis fitoguimico de la semilla de aguacate variedad Hass

Extracto etéreo de

Extracto etandlico

Extracto acuoso

Muestra semilla de de semilla de tradicional de semillade
aguacate aguacate aguacate
Alcaloides Negativo Negaivo Negativo
Taninos Positiv 0 azul Positv o azul Negatv o
Azlcares . — . — ] — ]
Fehling Positiv o naranja Positivo naranja Positivo naranja
reductores
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Continuacion de la tabla |l.

Benedict Positv o naranja Posiiv 0 naranja Positv o naranja
Flavonoides [NaOH Negatvo Positv o Positv o

HCI Negaivo Negaivo Negaivo
Quinonas NaOH Negaivo Negatvo Negaivo

H2S07 Negatvo Negatvo Negaivo
Saponinas Negaivo Negaivo Negaivo
Serquiterpenlactonas Negaivo Negatvo Negaivo

Fuente: http://respyn.vanl.mx/especales/2007/22-12-2007/documentosCNCA.2007.33 pdf.
Consulta: junio de 2008.

2.1.5. Comercio del aguacate

Para Guatemala el aguacate significa un rubro importante, ya que para
2006, se estimaba un area de 7,268 hectareas con una produccion anual de
61 235 Toneladas y una tasa media anual de crecimiento del 10% para el
periodo de 1996 — 2006. Durante este periodo se importé un promedio anual de
2.085 TM de aguacate de México para cubrir la demanda nacional. Actualmente
se exporta a Honduras (66%) y a El Salvador (31%) y el resto de Centro
Ameérica un promedio anual de 4,324 TM durante el periodo de 1996 — 2006.

El 70% de la produccion de aguacate se encuentra concentrado en los
departamentos de San Marcos, Chimaltenango, Quiché, Huehuetenango,

Solola, Sacatepéquez, Alta Verapaz y Petén.
No obstante en todo el territoio nacional crece en forma natural y

espontanea y cuya produccion también se destina para el comercio interno y

externo.
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2.2. Lixiviacidn y operaciones unitarias

Para poder retirar una fracciéon soluble (colorante) en forma de solucion a
partir de una fase solida (semilla de aguacate), permeable e insoluble se utiliza

la lixiviacion, operacion unitaria de trasferencia de masa.

El mecanismo de la lixiviacion puede incluir una disolucion fisica simple o
la disolucién facilitada por una reaccién quimica. Deberan considerarse los
siguientes factores: velocidad de transporte de disolvente en la masa que se va
a lixiviar, la posibilidad que haya una resistencia membranosa y el efecto que
pueda tener la reaccidn quimica en la rapidez de la lixiviacion. Es posible
distinguir los sistemas de lixiviacion segun el ciclo de operacion, la direccion de

las corrientes, el nUmero de etapas y por el método de contacto.

Las variables que intervienen en el proceso de lixiviacion independiente

de la escala de produccién son:

o Preparacion de la materia prima: el proceso de lixiviacibn se ve
favorecido por el aumento de la superficie por unidad de volumen de
sOlidos que se deban lixiviar y por la disminucién de las distancias
radiales que se deben atravesar al interior de los sdlidos. La disminucion
del tamafio de particulas contribuye a ambas cosas. Por otra parte, los
sdlidos finos provocan una velocidad lenta de percolacion, dificultan la
separacion de sélidos y producen quiza un sélido de mala calidad. Estas
caracteristicas establecen las bases para un tamafio Optimo de

particulas.

o Agitacion: la eficiencia del proceso extractivo es funcion del equilibrio de

saturacion del solvente. La agitacidon hace que nuevas cantidades de
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solvente, pobre en sustancias extraibles, entren en contacto con el sélido
y un nuevo punto de equilibrio de saturacion sea alcanzado. El
movimiento del liquido, con ayuda de bombas para recirculacion del
solvente o agitadores mecanicos, desplaza el equilibrio en el sentido de la

saturacion del solvente, aumentando la eficiencia del proceso.

Temperatura: la disolucion de las sustancias extraibles es facilitada por el
aumento de la temperatura, por contribuir al desplazamiento de la
constante de equilibrio de saturacion y aumenta la eficiencia del proceso.
Este aumento también puede causar la pérdida de sustancias volatiles.
La temperatura de la extraccion debe seleccionarse de tal manera que se
obtenga el mejor balance de solubilidad, presion de vapor del disolvente,
difusividad del soluto, selectividad del disolvente y sensibilidad del
producto.

pH: el pH influye en la solubilidad de diversos compuestos, ya que
pemite la posibilidad de formaciéon de sales. Durante la lixiviacion de
extractos naturales el pH puede influir en la disolucion de la celulosa de la
materia prima. Ademas, es indicativo del grado de avance de la reaccion,
equilibrio y finalizacion.

Naturaleza del disolvente: el disolvente seleccionado ofrecera el mejor
balance de varias caracteristicas deseables: alto limite de saturacion y
selectividad respecto al soluto por extraer, capacidad para producir el
material extraido con una calidad no alterada por el disolvente,
estabilidad quimica en las condiciones del proceso, baja viscosidad, baja
presion de vapor, baja toxicidad e inflamabilidad, baja densidad, baja

tensién superficial facilidad y economia de recuperacién de la corriente de
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extracto y costo. Sin embargo, son los aspectos especificos de cada

aplicacion los que determinan su interaccion y significancia relativa.

Tiempo de extraccion: el tiempo de extraccion se determina
experimentalmente en funcion del solvente y del equipo seleccionado.
Esta variable es resultante de todos los factores mencionados
previamente. El tempo de extraccion debe ser suficiente para pemitir la
separacion de los compuestos de interés, aungue debe se debe prestar
cuidado para que no sea excesivo. Prolongar el tiempo de extraccion
mas alld del estrictamente necesario, no influye en el proceso
negativamente, pero si influye en los costos del consume de energia y de
mano de obra no necesario, lo que acarrea un encarecimiento del

proceso.

Composiciones y cantidades de las corrientes finales: éstas estan ligadas
basicamente con una cantidad dada en forma arbitrara: la capacidad de
produccion de la planta de lixiviacion es decir la velocidad de produccion
del extracto o la velocidad de purificacion de la materia prima que se
debe extraer. Cuando existen opciones, el grado de eliminacién del
soluto y la concentracion de la corriente de extracto seleccionada son los

parametros que maximizan la economia del proceso.

Ciclo de lixiviacion y método de contacto: por lo general, la seleccién
entre una operaciéon intermitente y continua depende béasicamente del
tamafo y naturaleza del proceso del cual forma parte la extraccion. La
eleccion de un percolador o una técnica de dispersion de sdlidos
dependen principalmente de la docilidad de la extraccion para realizar

una percolacion eficaz y suficientemente rapida.
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o Tipo de reactor: el tipo especifico de reactor que es mas compatible con
la combinacién seleccionada de los pardmetros precedentes rara vez se
percibe en forma clara e inequivoca sin dificultad. Sin embargo, al final,
éste es el objetivo. La verdad es que siempre los Ultimos criterios son la
confiabilidad y la utilidad.

La salida del complejo soluto-solvente, en el caso de células enteras,
depende del equilibrio entre la concentracion de este complejo en el interior y en
el exterior de la célula. Los procesos extractivos interfieren en la constante de
equilibrio desplazandolo hacia el exterior de la célula. 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. Siendo asi se puede calcular la
constante dieléctrica (c) del sistema a través de la formula:

Formula No. 1 constante dieléctrica

cAx% + cBx% + - cnx%mn
100

C del sistema =

Es importante que se haga un calculo aproximado del grado de lixiviacion
obtenible mediante cierto procedimiento, es decir, de la cantidad de sustancia
soluble lixiviada de un soélido; con este propdésito ha de conocerse el contenido
inicial de soluto del sélido, el numero y cantidad de los lavados con el disolvente
de lixiviacion, la concentracion de soluto en el disolvente de lixiviacion, si hubo
lixiviacion y el método que se empleo para efectuarla. Por lo general, serd mas
sencillo realizar los calculos graficamente, como en otras operaciones de
transferencia de masa; para esto se requiere representacion grafica de las
condiciones en el equilibrio. En los casos mas sencillos se debe trabajar con

sistemas de tres componentes, que contienen el disolvente puro (A), el sdlido
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acarreador insoluble (B) y el soluto soluble (C). Los calculos y las
representaciones graficas pueden hacerse sobre coordenada triangulares para

cualquier sistema ternario de este tipo. Considérese la lixiviacion real o etapa
de lavado simple:

Figura 6. Diagrama de lixiviacién en una sola etapa

Solido que se va a lixiviar Salido lixiviado

B masa de insolubles _— —» Bmasainsoluble

Eimasa de (A+C) \‘ Ve E1 masa de (A+C)

Nrmasa de B/masa de (A+C) N: masa de B/masa de (A+C)
Yimasa de C/masa de (A+C) y1 masa de C/masa de (A+C)
Disolvente de Lixiviacion Solucioén Lixiviada

R, masa de solucién (A+C) \ > R+ masa de solucién (A+C)
Xomasa de C/masa de (A+C) x1 masa de C/masa de (A+C)

Fuente: TREYBAL, Robert. Operaciones de transferencia de masa. p. 68.
Como para la mayoria de los fines el sélido B es insoluble en el disolvente
y dado que se obtiene una solucién de lixiviacion liquida clara, el sélido B
descargado en los sdlidos lixiviados se tomara como el mismo que en los
sdlidos por lixiviar:
B = NgF = E;N; (Ecuacion No. 1)

Un balance de soluto (C),

Fye + RoXo = E1y1 + RiXxg (Ecuacion No. 2)
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Un balance de disolvente (A),

FL-Vr) + Ro(1—%) = E1i(l =) + R1(1—x) (Ecuacion No. 3)

Y un balance de la solucién (soluto + solvente),

F+R,=E;+ Ry = M (Ecuacién No. 4)

Un mezclado de los sélidos que se van a lixiviar y el disolvente de

lixiviacion produce una mezcla de masa M, libre de B tal que:

Nup1 = B =B (Ecuacion No. 5)
F+ R, M
Yvi = YeE + RoXo (Ecuacion No. 6)
F+ R,

Estas relaciones pueden mostrarse en el sistema de coordenadas de la
figura 7. El punto F representa el sdlido por lixiviar y R, el disolvente de
lixiviacion. El punto M;, que representa la mezcla global, debe caer sobre la
linea recta que une R,y F. Los puntos E; y R; que representan las corrientes
efluentes, estan ubicados en extremos opuestos de la linea de unién a través de

My ; sus composiciones se pueden leer en el diagrama. La ecuacion 1 pemite el
calculo del peso de E; yla ecuacion 4 el de R;.
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Figura7. Lixiviacidon en una sola etapa

N B/ mids 8

0 Xo ] ¥f 1.C!
XY = traccion peso de C, conn base libre de B

Fuente: TREYBAL, Raobert. Operaciones de transferencia de masa. p. 68.
2.3. Operaciones unitarias del proceso de obtencién de colorante

Otras operaciones unitarias, que incluyen transferencia de masa, caloryen
las que intervienen particulas sélidas (molienda, cribado vy filtracion), las cuales
forma parte del proceso de obtencion del extracto colorante. Las primeras tres
se realizan antes de proceder a la lixiviacion y las siguientes se aplican al
extracto colorante.

o Reduccion de tamafio de la particula: este término es aplicado a todas las
formas en que las particulas de solidos se pueden cortar o romper en
piezas mas pequefias. Existen diferentes métodos con fines diferentes,

habitualmente se utilizan en los equipos cuatro formas de reduccion de
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tamafo: compresion, impacto, frotacion o rozamiento y corte. Para
reducir el tamafio de la semilla de aguacate se utilizara el corte, dado que
produce un tamafio definido de particula y forma, con muy pocos finos.
Las maquinas cortadoras comprenden las cortadoras de cuchillas
rotatorias y los granuladores. Una cortadora de cuchillas rotatorias
consta de un rotor horizontal que gira de 200 a 900 rpm en el interior de
una camara cilindrica. Sobre el rotor van acopladas de 2 a 12 cuchillas
con extremos de acero que pasan muy préximas sobre 1 a 7 cuchillas
estacionarias. Las particulas de alimentacion entran en la cAmara por la
parte superior, son cortadas varios centenares de veces por minuto y
salen a través de un tamiz situado en el fondo con aberturas de 5 a 8
mm. Las cortadoras rotatorias y los granuladores tienen un disefio
similar. Un granulador produce particulas mas o menos irregulares; una
cortadora puede dar cubos, cuadrados delgados o granulos.

Figura 8. Tipos de cuchillas

Fuente: SHARAPPIN, Nikolao. Fundamentos de tecnologia de productos fitoterapéuticos. p. 152.

o Cribado: la clasificacién de sélidos por diametros se realiza para facilitar
las etapas subsecuentes del proceso. De esta forma se logra una

eficiencia mejor mediante la eliminacion de finos. Los procedimientos
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para separar los componentes de una mezcla se clasifican en dos
grupos: las operaciones disfuncionales, que implican cambios de fases o
transporte de materia de una fase a otra, y las separaciones mecanicas
tiles para separar gotas liquidas o particulas sélidas como es el caso de
la semilla de aguacate. Las técnicas estan basadas en las diferencias

fisicas entre particulas, tales como tamafio, forma o densidad.

Los métodos generales son:

o] el cribado: es la separacion de unamezcla de diversos tamafios de
particula por medio de la utilizacion de una superficie de tamiz que
actia como medidor multiple de aceptacion y rechazo, y las
proporciones finales consisten en granos de tamafios mas
uniformes que la mezcla original

o] la utilizacion de la diferencia de velocidades de sedimentacion de
particulas cuando se desplazan en el seno de un liquido o un gas:
el cribado es un método de separacién de particulas basado
exclusivamente en el tamafio de las mismas, asi se separan
después del corte las particulas de semila de aguacate,
colocandolas sobre la superficie del tamiz, las de menor tamafio o
finos pasan a través del tamiz, mientras que las de mayor tamafio

colas.

Un sdélo tamiz puede realizar una separacion en dos fracciones. Dichas
fracciones se dice que no estan dimensionadas, ya que si bien se
conocen los limites superior o inferior de los tamafios de particula de
cada una de las fracciones, no se conocen los limites de tamafo. Los

tamices industriales se construyen con tela metalica, telas de seda o
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plastico, barras metalicas, placas metalicas perforadas, o alambres de
seccion transversal triangular. Se utilizan diferentes metales, siendo el
acero al carbono y el acero inoxidable los mas frecuentes. Los tamafios
de tamices nomalizados estd comprendido entre 4 pulgadas y 400
mallas y pueden escalarse en una serie de tamices de aberturas de
sucesion fija por ejemplo la escala basica estandar original de la criba de
Tyler. En el apéndice se puede observar una tabla de la serie de tamices

de Estados Unidos y equivalentes de Tyler.

Secado: en general el secado de sélidos consiste en separar pequefias
cantidades de agua u otro liquido de un material sélido con el fin de
reducir el contenido de ligquido residual hasta un valor aceptablemente
bajo. El secado de sélidos hiumedos es por definicibn un proceso
térmico. Aunque con frecuencia se complica por la difusion en el sdlido.
Cuando intervienen transmisiones de calor y transferencia de materia, el
mecanismo del secado depende de la naturaleza de los solidos y del
método de contacto entre los sélidos y el gas. El secadero a utilizar en el
secado de las semillas se aguacate es un secadero de bandejas de flujo
transversal. Consiste en una camara rectangular de chapa metalica que
contiene 15 bastidores H cada bastidor lleva una bandeja poco profunda,
en forma cuadrada que se cargan con el material a secar. Un ventilador C
y el motor D, pasando sobre los calentadores E. Las placas deflectoras

G distribuyen el aire uniformemente sobre el conjunto de bandejas.

Parte de aire humedo se expulsa de forma continua a través del conducto
de descarga B, mientras que por A entra la reposicion de aire fresco. Los
secaderos de bandejas resultan convenientes cuando la capacidad de
produccién es pequefia. El secado por circulacién de aire sobre capas

estacionarias de solidos es lento y, por consiguiente, los ciclos de
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secado son largos, de 4 a 48 horas por ciclo Ocasionalmente se utiliza el
secado con circulacion transversal, pero esto es poco frecuente, ya que
no es necesario ni econdmico. Practicamente pueden secar cualquier
producto, pero frecuentemente se utilizan en el secado de materiales

valiosos tales como colorantes y productos famacéuticos.

Figura9. Secador de bandejas
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Fuente: TREYBAL, Raobert. Operaciones de transferencia de masa. p. 68.
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Filtracion: es la separacion de particulas sdlidas a partir de un fluido
haciendo pasar el fluido a través de un medio filtrante sobre el que se
depositan los sdlidos. Las filtraciones industriales van desde un sencillo
colado hasta separaciones altamente complejas. El fluido circula a
través del medio filtrante en virtud de una diferencia de presion a través
del medio. Por esta razdn los filtros se clasifican atendiendo si operan
con una sobre presion arriba del medio filtrante, los que lo hacen con
presion atmosférica aguas arriba del medio fitrante y aquéllos que
presentan vacio aguas abajo. Se dividen en dos grandes grupos: filtros
clarificadores, ya que las particulas del solido son atrapadas en el interior
del medio filtrante, y filtros de torta donde las particulas solidas entran en
los poros del medio filtrante y rapidamente comienzan a ser recogidas

sobre la superficie del medio filtrante formandose una torta.

Evaporacion: el objetivo de la evaporacion es concentrar una disolucion
consistente en un soluto no volatil y un disolvente volatil. En la mayor
parte de las evaporaciones el disolvente es agua. La evaporacion se
realiza vaporizando una parte del disolvente para producir una disolucion
concentrada. Nommalmente en evaporacion el producto valioso es el
liguido concentrado mientras que el vapor se condensa y se desecha,
recibiendo el nombre de evaporacién de simple efecto. ElI método
general para aumentar la evaporacion por kilogramo de vapor de agua
utilizando una serie de evaporadores entre el suministro de vapor vivo y

el condensador recibe el nombre de evaporacién en multiple efecto.

En los productos fitoquimicos la concentracion por medio de evaporaciéon

busca aumentar el contenido de sélidos en el extracto con la finalidad de:
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o) alcanzar un determinado contenido del residuo seco

0 fabricar extractos blandos

o] como etapa preliminar en la produccion de extractos secos

La concentracion es una etapa probleméatica debido a la posibilidad de
degradacion de sustancias termolébiles (en nuestro caso el colorante). El
clasico concentrador de Roberts es el equipo mas utlizado
industrialmente para la concentracion de los extractos. Consiste en una
bateria de tubos delgados dispuestos concéntricamente dentro de un tubo
central, mas largo. Los tubos son calentados con vapor y la solucion a

ser concentrada pasa por el interior de los mismos, donde es evaporada.

Figura 10. Diagrama de bloques del proceso de extraccion del colorante
de la semilla del aguacate

Semilla

25¢g

- Residuos
pwa—[Fegmocn -
organicos y

aguas residuales
Molienda

l Colorante en polvo
- Agua clara
: x
| ) Suspensién Secado
Semilla Evaporacion
| coloreada —| 400¢
selecionada 60 °C
l ‘[ concentrada
Lixiviacién Torta d
Filtrado orta de

150 rpm —

filtracion

120 minutos

Fuente: http://respyn.vanl.mx/especiales/2007/22-12-2007/documentosCNCA.2007.33.pdf.
Consulta: agosto de 2009.
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Figura1l. Diagrama de flujo para el proceso de extraccion del colorante

de la semilla del aguacate

et

i

Fuente: PINEDA, David; SALDARIAGA, Jorge; SALDARIAGA, Diego. Proceso para obtener
colorante a partirde la semilla de aguacate. p.36.
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Figura12. Nomenclatura de equipos y corrientes del proceso

NOMENCLATURA DE EQUIPOS

MOMENCLATURA DE CORRIENTES

1 ‘ i et al ; ]
2 i % b EeLEC &
x| i T i

Fuente: PINEDA, David; SALDARIAGA, Jorge; SALDARIAG, Diego. Proceso para obtener

colorante a partirde la semilla de aguacate. p.36.

2.4. Colorantes

El color observado en los cuerpos depende del tipo de radiaciones

absorbidas o reflejadas al recibir un haz de rayos de luz blanca. Por eso el color

se puede definir como la impresion que produce en la vista la luz reflejada por

un cuerpo. Si un cuerpo absorbe todos los colores, sin reflejar ninguno, a

nuestra vista parece negro. Si por el contrario los refleja todos, aparecera

blanco. Si s6lo refleja un color y absorbe los demés, toma el color reflejado.

Los colores se clasifican en:

o Cromaticos: rojo, anaranjado, amarillo, verde, azul, afiil y violeta que son

los colores del arco iris.
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o No cromaticos:son blanco, negro y gris.

Dentro de un color se distinguen sus tonos (intensidad de color) y su gama
(mezcla de un color con cantidades variables de blanco o negro)

Los colorantes son sustancias que afiadidas a otras les proporcionan,
refuerzan o varian el color. Los colorantes han sido usados por el hombre
desde los tiempos mas remotos como aditivos de sus alimentos. En un principio
se usaron colorantes extraidos de plantas e incluso minerales. Actualmente se
utilizan mucho los colorantes artificiales o sintéticos llamados asi por ser

obtenidos por procedimientos quimicos de sintesis.

24.1. Clasificacion de los colorantes

Los colorantes pueden ser clasificados de la siguiente forma, seguin su

origen:

o Colorantes organicos o naturales: son los procedentes de plantas y
animales tales como la clorofila, carotenos, rivoflavina, entre otros. Estos
colorantes son extraidos por diversos métodos como la maceraciéon y

fermentacion.
o Colorantes minerales: lacas, sulfato de cobre, cromato de plomo, etc.,
que actualmente no son utilizados en alimentacion por llevar iones

metdlicos.

o Colorantes artificiales: son los obtenidos por sintesis quimica,
actualmente se conocen mas de 3 000, aunque la lista de los utilizados
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especialmente en la alimentacion es aproximadamente menos del diez

por ciento.

Los colorantes artificiales son muy utilizados por sus excelentes
propiedades como proporcionar un color persistente, ofrecer colores variados,
uniformes y de la intensidad que se desee, alta pureza y bajo costo, ademas de

poderse obtener en grandes cantidades.

Los colorantes también se pueden dividir en: hidrosolubles, liposolubles e
insolubles. Nomalmente los colorantes se comercializan en polvo, siendo

necesaria su posterior disolucion y mezcla.

24.2. Colorantes naturales

Los pigmentos vegetales potencian el valor estético de frutas y hortalizas
para los humanos, asi como la atraccién de insectos y aves, lo que favorece la
polinizacion. Los pigmentos cambian con la maduracion y el procesado de las
hortalizas o frutas crudas.

Los pigmentos predominantes se describen a continuacién:

o Clorofila: es el pigmento verde que se encuentra en los cloroplastos
celulares que es responsable de la fotosintesis. Es liposoluble y puede
aparecer en el agua de coccidon de hortalizas que contiene grasa. La
clorofila es estructuralmente un anillo porfirina que contiene magnesio en

el centro de un anillo de cuatro grupos pirrol.
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Figura 13.  Clorofila

Hy

COKCH,

CCHD Tiniky

Fuente: VALCKLAVICK, Vickie. Fundamentos de ciencia de los alimentos. p. 135.

Carotenoides: son los pigmentos solubles rojos, naranjas y amairillos de
frutas y hortalizas, incluyendo carotenos y xantofilas. Los carotenoides
son solubles en acetona, alcohol y lipidos pero no en agua. Los
carotenos son hidrocarburos insaturados que contienen muchos atomos
de carbono. Contienen dobles enlaces conjugados y son responsables
del color. Las xantofilas son los derivados oxidados de carotenos de

color amarillo-anaranjado constituidos por carbono, hidrégeno y oxigeno.
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Figura 14. Carotenoides a) betacaroteno y b) licopeno

Fuente: VALCKLAVICK, Vickie. Fundamentos de ciencia de los alimentos. p. 107.

Flavonoides: se encuentran en las frutas y verduras. Son solubles en
agua y se encuentran en la savia celular. Estos pigmentos incluyen las
antocianinas (literalmente flor azul), las antoxantinas (literalmente, flor
amarilla), y un tercer grupo conteniendo una serie de compuestos
fendlicos relacionados. Los flavonoides son un gran grupo de sustancias
fendlicas que se caracterizan por tener un esqueleto carbonado del tipo
CeC3-Ce. La estructura basica de estos compuestos consiste en dos
anillos arométicos unidos por una cadena alifatica de tres atomos de
carbono que, habitualmente, ha sido condensada para formar un pirano.
Estas sustancias incluyen las flavonas, las isoflavonas, las flavonas y las

chalconas.

Antocianinas: es el pigmento purpura, azul, o azul rojizo en frutas y
hortalizas. Pertenecen al grupo de los compuestos quimicos de la
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flavona, son hidrosolubles y se encuentran en la savia celular. EIl color
depende de los grupos particulares unidos a la estructura basica y la
posicion del carbdn al que se unen. Unmedio de coccién alcalino puede
producir un color azul-violeta y en un ambiente acido el pigmento exhibe

un color rojo.

Los metales, como el hierro de los utensilios de preparacion que no son de

acero inoxidable, cambien el pigmento natural parpura a un color azul verdoso.

Figura 15. Antocianina

Fuente: VALCKLAVICK, Vickie. Fundamentos de ciencia de los alimentos. p. 140.

o Antoxantina: estdn mas ampliamente distribuidas en las plantas que las
antocianinas. Las encontradas en frutas y verduras incluyen las flavonas,
flavonoles y flavanona. De este modo, la diferencia en el anillo central
gue contiene el fragmento de tres carbonos diferencian a los pigmentos

de los tres subgrupos: flavona, flavonol y flavanona.
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Figura 16. a)flavona, b) flavonol y c) flavonona

Fuente: VALCKLAVICK, Vickie. Fundamentos de ciencia de los alimentos. p. 169.

Flavonoles: en las frutas y verduras existen una serie de compuestos
fendlicos, ademas de las antocianinas y antoxantinas. El color café que
adquieren las frutas, se atribuye a la presencia de uno o mas de estos
substratos fendlicos. La catequina es uno de tales y relacionado con la
catequina se encuentra otro gmupo de compuestos las
proleucoantocianinas. Como lo indica el prefijo leuco los compuestos
carecen de color, cuando se calienta una proanticianina sin color en
presencia de acido y de oxigeno se foma la antocianidina
correspondiente. La astringencia en los alimentos se atribuye a

compuestos de esta clase.

Betalainas: las betalainas son un grupo menor de pigmentos. Similares
tanto a las antocianinas como antoxantinas, pero tienen un grupo
nitrégeno en la estructura molecular. Las betalainas que se encuentran
en remolachas, llamadas betacianinas, son rojas, mientras otras son

amatrillas.
Bija: la bija es el extracto coloreado obtenido del pericarpio del fruto de la

Bixa Orellana, un arbusto grande, de 2 a 5 m de alto, nativo de América

tropical. El pigmento naranja de la bija es fundamentaimente un
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carotenoide. La bija soluble en aceite se produce por raspado mecanico,
del pericarpio sumergido en aceite vegetal caliente (70 °C). El colorante
producido comerciamente contiene alrededor del 0,2 — 0,25% de bixina.
De una forma altemativa el pigmento puede extraerse con un disolvente
adecuado como la acetona. El disolvente se elimina a continuacién para
obtener un polvo de bixina de gran poder colorante, que se suspende en
aceite a concentraciones del 3,5 — 5,2%. La bija soluble en agua se
prepara triturando el pericarpio del fruto en alcali acuoso a 70 °C. El
producto es unasal de la norvixina, tanto cis como trans. La norbixina es
de color naranja, y aungque es un acido dicarboxilico no es soluble en
agua. Sin embargo, la sal fomada en medio alcalino es facimente

soluble en agua.

o Caramelo: es el producto amorfo, de color marrén obscuro obtenido
mediante tratamiento témico controlado de un carbohidrato de calidad
alimentaria, habitualmente jarabe de amidon de maiz hidrolizado con un
contenido de glucosa del 75%. Se afiaden acidos, alcalis o sales en
pequefias cantidades para aumentar la velocidad de caramelizacion
obtener las caracteristicas deseables para los diferentes usos
alimentarios. El caramelo consiste en una mezcla compleja de polimeros
de composicién no definida. La estructura quimica exacta es incierta, y el
caramelo se clasifica generamente en tres grupos: caramelano

CosH30 45, caram eleno C3gH50055 y caram elino C1oH185050.

o Taninos: son sustancias de origen vegetal, presentes en ciertas semillas

de cereales yleguminosas, asi como en los forrajes.

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles y presentan junto a

las reacciones clasicas de fenoles, la propiedad de precipitar a alcaloides,
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gelatina y otras proteinas. Polimeros de naturaleza fendlica. Actualmente es
posible tener una estructura quimica exacta de estos polifenoles que son los
proantocianidoles y los poliésteres de los acidos galico y elagico, términos que
tienden a sustituir la denominacién imprecisa de taninos. Por lo tanto, se les da
una nueva definicibn como: productos naturales fendlicos que pueden precipitar

las proteinas a partir de sus disoluciones acuosas.

En los vegetales superiores se distinguen dos grupos diferentes de
taninos tanto por su estructura como por su origen biogenético: taninos

hidrolizables ytaninos condensados.

Los taninos hidrolizables son oligo o poliésteres de un azicar y de un
numero variable de moléculas de acido fenol. El azlcar, generalmente, es la
glucosa.

El acido fenol es o bien el acido galico en el caso de los taninos gélicos, o
el 4cido hexahidroxifénico (HHDP) y sus derivados de oxidacion es el caso de
los taninos cldsicamente denominados taninos eégicos. Desde 1985 se han
aislado una nueva categoria de taninos: taninos complejos, son elagitaninos
modificados que resultan de un derivado fenicromatico sobre una molécula del
ester HHDP de la glucosa: flavanol, procianidol y flavonol. Los taninos son

caracteristicos de angiospemas dicotiledoneas.

Los taninos condensados o proantocianidoles son polimeros flavanicos.
Estan constituidos por unidades de flavan 3-oles ligadas entre si por enlaces
carbono-carbono generalmente 4 — 8 0 4 - 6 resultante de un acoplamiento entre
el C-4 electrolifico que proviene de un flavan - 4 — ol o de un flavan 3,4 — diol.
Los proantocianidoles se han aislado e identificado en todos los grupos

vegetales.
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Los taninos se disuelven en agua formando disoluciones coloidales, pero
su solubilidad varia segun el grado de polimerizacién. Son solubles en alcohol y
en c=acetona. Las disoluciones acusas poseen una estabilidad variable segun
su estructura, generalmente moderada. Como todos los fenoles, los taninos
reaccionan con cloruro férrico. Precipitan de sus disoluciones acuosas con
sales de metales pesados y con gelatina. Los taninos hidrolizables y los
condensados se pueden diferenciar con base en su comportamiento en medio

acido y en caliente.

24.3. Reacciones de los colorantes naturales ante diferentes

factores

o Efectos de la acidez sobre el color de los flavonoides: tanto las
antocianinas como las antoxantinas son compuestos anfoteros, con la

capacidad de reaccionar tanto con acidos como bases.

Las antoxantinas pueden cambiar de un color amarillo en un medio
alcalino a un blanco cremoso en medio neutral y carecen de color en
medios &cidos. Las antocianinas existen en una forma que es roja en
medios acidos. Muchos de estos pigmentos cambian a anhidro purpura
0 a la base de color, a medida que la acidez en el medio disminuye y el
pH se aproxima a 7. En el medio alcalino ocurre un cambio posterior al
azul. Dichos cambios condujeron a un investigador a clasificar a estos

pigmentos como camaleones vegetales.

Las antocianinas son muy sensibles a los cambios de pH. El color se
pierde completamente cuando el pH de la solucion alcanza valores muy
elevados. La reaccion de transferencia de protones para formar AH" a

partir de A es muy rapida (ver figura 17), del orden de microsegundos, y
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tiene un pK de 4,25. EIl porcentaje presente en forma de base quinoidal
(A) es muy pequeiio en la mezcla en equilibrio a cualquier pH (ver figura
18). En soluciones muy acidas (pH = 0,5) la especie AH", de color rojo,
es la Unica que se encuentra en soluciéon. Al aumentar el pH, la
concentracion y el color de la antocianina disminuye segun la especie
AH" pierde un proton para formar la forma quinoidal azul, o bien se
hidrata para pasar a la base carbinol incolora que después se tautomeriza
a calcona. Los valores de pK para B/AH" y AJ/AH® son 2,60 y 4,25

respectivamente.

Como el porcentaje de base quinoidal es muy pequefio frente al total a
cualquier pH, las antocianinas tienen poco color cuando el pH es superior
a 4. Las antocianidinas son menos estables que las antocianinas, debido
a la falta de sustituyentes en la posicion 3, yla forma calcona es una a-
dicetona inestable que se hidroliza facil e irreversiblemente para dar acido

protocatecuico. (ver figura 19)
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Figura 17.

valores elevados

Reaccion 1. Reaccion del malvidin-3 cuando el pH alcanza

OH

Base quiniodal (A)
o anhidro base (azul)

Calcona (C)
(B)

(incolora)

(incolora)

Cation flavilio (AH)
(rojo)

Base Carbinoal

o pseudobase

Fuente: WONG, Dominic. Quimica de los alimentos mecanismos y teoria. p. 268.
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Figura 18. Distribucion de las distintas estructuras en funcion del pH
(malvidin glucésido: 25 °C). AH = cation rojo, B = base
carbinol incolora, C = calcona incolora, A = base quinoidal

azul

1089

-

% TOTAL

Fuente: WONG, Dominic. Quimica de los alimentos mecanismos y teoria. p. 270.
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Figura 19. Reaccién de malvidina a pH elevados, seguida de lareaccion de

hidrélisis de la a-dicetona a acido protocatecuico

OCH,
OH
o s
‘ = OCH,
= D
OH
OH

a- Dicetona

Malvidina

GCH

Rg OH OH
.
CHOQ
HOOC OCH,
OH

Acido Protocatecuico

Fuente: WONG, Dominic. Quimica de los alimentos mecanismos y teoria. p. 273.
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Efectos de los iones metalicos sobre el color de los flavonoides: los
pigmentos de antocianina y antoxantina reaccionan con los metales. Los
productos formados pueden ocasionar cambios adversos en la apariencia
de las frutas y verduras. Una antocianina con dos o tres grupos hidroxilos
libres en los carbonos adyacentes pueden unirse con el aluminio, estafio

o el hierro para formar un complejo azul, verde o pizarra.

Decoloracién por el anhidro sulfuroso: el dioxido de azufre reacciona con
la posicién 4 de las antocianinas para formar un compuesto de adicion.
La adicién no se produce en la posicién 2 y la reaccion es irreversible.
Las antocianinas con la posicion 4 bloqueada por grupos metilo o fenilo
no se ven afectadas por el SO,, ytambién son mas estables a la luz en
presencia de acido ascorbico o de trazas de hierro.

Figura 20. Producto de la adicion del bisulfito a la antocianina

OH
OH

HO 0

Fuente: WONG, Dominic. Quimica de los alimentos mecanismos y teoria. p. 273.
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Autoasociacion y copigmentacion: los tejidos vegetales tienen un pH
tipico entre 3,5 y 5,5. Por lo tanto para mantener su vivido color las
antocianinas se asocian para formar pilas helicoidales mediante
atracciones hidrofébicas y por puentes de hidrégeno entre los nlcleos de

flavilio.

El aplazamiento tiende a proteger los grupos cromoéforos asociados al
azlcar frente a la reaccion de hidratacién. Otro mecanismo protector es
la copigmentacion, probablemente a través de enlaces de hidrégeno
entre los grupos fendlicos de la moléculas de antocianinas y flavonas.
Las moléculas de flavona se intercalan entre las de antocianina para
formar apilamientos alternados. La presencia de flavonoles, aurona,
taninos y polipéptidos también estabiliza a las antocianinas. En algunas
antocianinas, los grupos acilantes, como el acido cafeico, se pliegan entre
y bajo los nucleos de flavilio apilados. La copigmentacién causa
habitualmente un desplazamiento batocromico en A,y €n el visible, y un
gran incremento de la intensidad.

Condensacion: las antocianinas se condensan en la posicion 4 con otros
flavonoides como los flavonoles como las catequinas, mediante una
sustitucion electrofilica para dar dimeros y polimeros. EIl producto, un
flaveno, puede oxidarse a la 4-fenil antocianina. La oxidacion del flaveno
puede llevarse a cabo mediante la reaccion de oxidacién-reduccién que
implica la transferencia de un hibrido intermolecular desde flaveno al ion
flavilio. La pérdida progresiva de las antocianinas durante el
envejecimiento del vino se ha atribuido a esos tipos de reacciones de

condensacion.
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En general, alrededor de la mitad de las antocianinas se pierden
formando flavenos. Los pigmentos condensados son menos sensibles a

los cambios de pH que las antocianinas precursoras, y son estables ante
el dioxido de azufre, no decolorAndose. Se ha observado otro
mecanismo de condensacion en el que las antocianinas y otros
compuestos fendlicos como las catequinas se unen mediante puentes —
CH (CH3) de acetaldehido. El acetaldehido reacciona como un electréfilo
sobre la posicion 8 de la catequina y una substitucion electréfila posterior
del producto sobre la antocianina produce un dimero condensado. El
producto condensado muestra un desplazamiento batocrémico y un
efecto hipercromico aumentado.

. Oxidacion: el peréxido de hidrogeno oxida las antocianinas sustituidas en
3, a ésteres del acido benzoil-oxifenilacético. La reacciéon es una
oxidacién del tipo Bayer-Villiger. Después del ataque nucleofilico del H,O
en el C,, el atomo de hidrégeno migra al oxigeno adyacente y causa
ruptura entre el C, y el C;. Los ésteres formados se hidrolizan facimente

formando varios productos de degradacion.

24.4. Los colorantes internacionalmente

Un colorante es cualquier tinte, pigmento o sustancia que imparte color
cuando se afiade o se aplica a un alimento, medicamento, cosmético o al cuerpo
humano. El témino FD&C se aplica a los colorantes alimentarios autorizados
por la FDA para uso en alimentos, medicamentos y cosmeéticos, D&C se usa
para agentes colorantes de cosméticos y medicamentos y D&C externo se
aplica a los colorantes para aplicacion externa.
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Los pigmentos derivados de fuentes naturales como los de origen
vegetal, mineral o animal, y los equivalentes a los derivados naturales hechos
por el hombre estan exentos de la certificacion FDA, aunque estan obligados a

evaluacion de su seguridad antes de que se autorice su uso de alimentos.

25. Métodos de analisis de los colorantes

Cuando se llevan a cabo investigaciones para buscar o confirmar una
actividad farmacolégica, es muy importante la determinacion de los
constituyentes quimicos de la planta y de sus partes. Las sustancias presentes
en el extracto deben ser evaluadas quimicamente, pues de lo contrario el

experimento puede ser invalidado por no utilizar un extracto estandarizado.

2.5.1. Cromatografia

Es un método fisico que pemite la separacion de mezclas de sustancias
en sus componentes individuales. Esta técnica pemnite igualmente obtener
informaciones cualitativas y cuantitativas sobre las sustancias presentes en la

mezcla.

Existen varias clases de cromatografia entre las cuales, la mas

importantes son:

) De adsorciéon

. De reparto

) Intercambio i6nico
o Filtracion molecular
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Los diferentes tipos de cromatografia pueden ser utilizados a traves de

diversas técnicas, siendo las principales:

. En papel
o En capa fina
o De gases
o En columna

o Liquida de alta eficiencia (CLAE o HPLC)

2.5.1.1. Cromatografia de capafina

Para analizar el extracto colorante de la semilla de aguacate se utilizara la
cromatografia en capa fina, la cual consiste en la separacidon de los
componentes de una mezcla a través de la migracion diferencial sobre una capa

fina de adsorbente, retenida sobre una superficie plana.

En esta técnica, una solucion de la muestra que va a ser analizada se
aplica por medio de un tubo capilar sobre la superficie adsorbente inerte (silica,
alimina, etc.) distribuida uniformemente sobre una placa de vidrio o de aluminio.
La placa se coloca verticalmente dentro de una camara previamente saturada
con el vapor del eluente adecuado, de tal forma que la parte inferior de la placa
gue contiene la muestra entre el contacto con la fase movil. El eluente va a
migrar por capilaridad en la placa cromatografica, separando por migracion

diferencial los diversos componentes de la mezcla a ser estudiada.
Después de que ha ocurrido, se evapora el eluente y la placa se analiza.

Utilizan luz UV o luz wvisible, o aplicando reactivos que dan como resultado
reacciones de coloracion con las sustancias contenidas en la mezcla analizada.
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El gran desarrollo de esta técnica se debe a la multiples ventajas que
ofrece, entre las cuales se pueden citar: su facil compresion y rapida ejecucion,
la versatilidad, su reproducibilidad y el bajo costo. El proceso de separacion
esta fundamentado, principalmente en una serie de etapas o equilibrios de

adsorcidon-desorcion.

2.5.2. Espectrofotometria

Son meétodos cuantitativos, de analisis quimico que utilizan la luz para
medir la concentracion de las sustancias quimicas. Se conocen como métodos
espectrofotométricos 'y, segun sea la radiacion utlizada, como

espectrofotometria de absorcion visible (colorimetria), ultravioleta e infrarroja.

Asimismo, se refiere a lamedida de cantidades relativas de luz absorbida

por unamuestra, en funcién de la longitud de onda.

Cada componente de la solucidn tiene su patron de absorcion de luz
caracteristico. Comparando la longitud de onda y la intensidad del maximo de
absorcidon de luz de una muestra versus soluciones estandar, es posible
determinar la identidad y la concentracién de componentes disueltos en la

muestra (solucion incégnita).

Las ventajas de la espectrofotometria sobre otros métodos analiticos de
laboratorio son varias: es rapida, precisa, versatil, facil de usar y eficiente en
costo. Los espectrofotbmetros se han mejorado en precision y versatilidad en los
tltimos afios con los avances de tecnologia, y actualemente se consideran

indispensables en un laboratorio de quimica analitica.
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La espectrofotometria se usa para diversas aplicaciones como: analisis
cuantitativo y cualitativo de soluciones desconocidas en un laboratorio de
investigacion, estandarizacion de colores de diversos materiales, como plasticos
y pinturas, deteccion de niveles de contaminacion en aire y agua, Yy

determinacion de trazas de impurezas en alimentos y en reactivos.

Un espectrofotdmetro tipico posee cuatro componentes basicos:

o Una fuente de radiacion que tiene intensidad constante en el rango de
longitud de onda que cubre (usualmente es lampara de tungsteno para

luz visible y deuterio para ultravioleta).

o Un compartimiento para la muestra.

o Un monocromador que separa la banda de longitud de onda deseada del
resto del espectro yla dispersa al compartimiento de la muestra.

o Un fotodetector, que mide cuantitativamente la radiacion que pasa por la
muestra.

En general, los espectrofotometros miden el porcentaje de transmitancia
(T) y absorbancia (A). El porciento de transmitancia se refiere a la cantidad de
radiacién que pasa a través de la muestra y alcanza el detector. Una solucién
limpida, no absorbente, mostrara una lectura de 100% de transmitancia en un
espectrofotbmetro calibrado. Las unidades de absorbancia van de 0 a 2. La

absorbancia se relaciona con la transmitancia como:
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Formula No. 2:

A=-log 1/T, (logaritmo decimal).

2.6. Cambio de color en los alimentos

En ciertas condiciones, una serie de frutas, incluyendo manzanas,
aguacates, bananos, cerezas, duraznos y peras, cambian de color blanco
cremoso a un desagradable color café o gris. Las contusiones y el dafio al tejido
alteran la disposicion de los constituyentes dentro de las células y pemiten que
el contenido haga contacto. Esto puede ocasionar el cambio de color del tejido

de una fruta cruda. Igual sucede con el corte de una fruta.

Para que la fruta adquiera color café, debe estar presente en el tejido
crudo un compuesto fendlico conocido como substrato. Existen una serie de
compuestos fendlicos que pueden servir como substratos para el oscurecimiento
enzimatico de las frutas. Ademas de la catequina y sus derivados, éstos
incluyen la tirosina, acido cafeico, acido clorogénico, dopamina y los aglicones
de ciertos flavonoides. Las substancias fendlicas con grupos orto-dihidroxi, o
trihidroxi vecinos, son susceptibles al cambio de color catalizados por las
enzimas fenol oxidasas. El oxigeno, ya sea del aire en contacto con la
superficie cortada o de los espacios intracelulares dentro del tejido debe tener

contacto con el substrato.

Para que el cambio de color ocurra rapidamente debe estar presente una
enzima en el tejido de la fruta cruda para catalizar la reaccion. Las enzimas que
catalizan la oxidacion (orto-difeno: oxigeno 6xido-reductasa) se conocen por una
serie de nombres comunes fenol-oxidasa, polifenol oxidasa, fenolasa o

polifenolasa.
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No es posible prevenir la coloracion mediante eliminacion de substrato.
Las frutas contienen todas una o0 mas substratos para las enzimas fenol
oxidasas. El cambio de color se puede evitar suprimiendo el contacto del
oxigeno con el substrato.

Cubrir la fruta con azicar mantiene al oxigeno atmosférico separado de la
superficie; sin embargo, aun existe el problema del oxigeno intracelular. Estan
disponibles una serie de medios para limitar la actividad de las enzimas fenol
oxidasas. La actividad de la enzima depende de la temperatura, con el 6ptimo
cerca de los 43 °C. Sise mantiene la fruta fria, el cambio de color es mas lento,
pero aun con almacenamiento congelado, las frutas adquieren una coloracién
café, a menos que se les haya aplicado un tratamiento para evitarlo. La
actividad de fenol oxidasa, al igual que la de todas las enzimas depende del pH.
La alteracion de los iones de hidrogeno en la fruta pudiera bloquear

efectivamente su accion.

Una solucién de acido ascorico es eficaz para evitar la coloracion café.
Es posible que ésta actie como agente reductor para el intermediario oxidado
de un compuesto fendlico, y asi evita los cambios subsecuentes en el substrato,

gue darian lugar a la formacién de productos con color.

El tratamiento de las frutas con dioxido de azufre evita efectivamente la
coloracion café. El acido sulfuroso formado (SO, + H,O — H,SOs) es un fuerte
agente reductor. Se combina con las quinonas formadas a partir de los
compuestos fendlicos y asi bloquea los cambios posteriores en la molécula.

Ademas, el &cido sulfuroso gradualmente reduce la efectividad de la enzima.

En lugar de exponer la fruta a los gases del dioxido de azufre, puede

sulfurarse sumergiéndola en una solucion de bisulfito de sodio diluida. Si la fruta
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rebanada se sumerge luego por un corto tiempo en una solucién de fosfato
dipotasico (K,HPO,), el olor del azufre es menos pronunciado y la fruta se
conserva crujiente y no adquiere subsecuentemente color café. El calcio en la
solucién (0,1 por ciento de CaCl,) actia en forma sinergia con el SO, (0,3 por
ciento) o con el acido ascorbico (1,0 por ciento). Después de ser sumergidas
por 3 minutos en la solucion las manzanas no adquirieron el color café durante

varias semanas cuando fueron almacenadas a 1 °C.

El cloruro de sodio puede inhibir la actividad de las enzimas fenol
oxidasas, pero es necesaria una concentracion bastante alta como para que sea
tolerable al paladar. El ion cloruro si es efectivo. Una solucién diluida de sal

retardara el desarrollo del color café por tiempo limitado.
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3. METODOLOGIA

3.1. Variables
Con base en los ensayos preliminares y la revision bibliografica se

definieron los parametros que pemitieron obtener un mayor rendimiento de la

lixiviacion. Definiendose entonces las variables criticas y los parametros

constantes:

. Variables criticas

0 Concentracion de solventes:

- Soluciones de etanol: 35,70, y95% (v/v)

- Soluciones de sulfito desodio: 1 y4% (w/v)

o Estado de la materia prima
0 Seca oxidada: menor al 10% humedad
0 Fresca oxidada: 45 — 55% humedad
0 Frescasin oxidar: 50 - 60% humedad
. Parametros constantes
0 Temperatura de secado: 35°C
0 Relacion sdlido-solvente: 1:10 (wh)
0 Tamano promedio de particula: 841 micrbmetros
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o] Tiempo de extraccion: 2 horas

o] Velocidad de agitacion: 800 rpm promedio

Tablalll.  Temperatura de extracciéon ebullicién de los coadyuvantes

Coadyuvante Temperatura de

ebullicion (°C)
Agua 96
Solucaon de etanol al 35% 82
Solucién de etanol al 70% 77
Solucién de etanol al 95% 74
Solucon de sulfito de sodio al 1% 94
Solucon de sulfito de sodio al 2% 96

Fuente: elaboracion propia.

3.2. Determinacion del campo de estudio

El aguacate es una baya con mesocarpio y endocarpio carnosos que
contiene una sola semilla; pertenece a la familia de las lauraceas. En el
presente estudio se utilizaron las semillas del aguacate conocido botanicamente,
como Persea americana Miller de la variedad gratissima que comprende a los

aguacates de raza guatemalteca.

Las semillas en Guatemala son descartadas después de utilizado el fruto,
sélo en algunas ocasiones, y a nivel industrial, son recolectadas y utilizadas
para fines agricolas. Para el presente estudio se utlizaron aguacates
provenientes del occidente del pais, obteniendo una gran diversidad de posibles
semillas disponibles, de diferente tamafio, tiempo de maduracion, color,

variedad y otros.
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3.3. Recursos humanos

o Investigador: Eva Isabel Garcia Ramirez

o Asesora: Inga. Qca. Telma Maricela Cano Morales
o Revisor: Ing. César Alfonso Garcia Guerra

3.4. Recursos fisicos

Los recursos fisicos que fueran utilizados para el proceso son descritos a

continuacion:

3.4.1. Localizacién

La investigacién experimental, y el andlisis de los extractos colorantes

fueron realizadas en las siguientes instalaciones respectivamente:

o Laboratorio de la seccibn de Quimica Industrial del Centro de
Investigaciones de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de San
Carlos de Guatemala.

. Laboratorio de Quimica de la Escuela de Ingenieria Quimica de la

Facultad de Ingenieria de la Universidad de San Caros de Guatemala.

o Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales, LIPRONAT, de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San

Carlos de Guatemala.
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3.4.2. Equipo

Plancha de calentamiento

Marca: CORNING

Modelo: PC-620

Voltaje: 120 Voltios

Frecuencia: 60 Hz

Potencia: 1 113 Watts

Hecho en: Estados Unidos de Norte América

o O O O O o

Bomba de vacio

Marca: Gast

Modelo: 0523-VAFG588DX

Voltaje: 100 -115 Voltios

Frecuencia: 50 Hz

Potencia: Y4 Hp

Revoluciones: 1 725/1 425 rpm

Hecho en: Estados Unidos de Norte América

O O O O O o o

Balanza

Marca: Adventurer

Serie: G1231202040133
Voltaje: 8 -14.5 Voltios
Frecuencia: 50/60 Hz
Maxima capacidad: 150 g

o O O O o o

Lecturaminima: 0,001 g
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o

Hecho en: Estados Unidos de Norte América

Refrigeradora

O O O o o o o

Marca: Daewoo

Modelo: FR-147RV
Voltaje: 115 - 120 Voltios
Frecuencia: 60 Hz
Amperaje 1,1 Amperes
Refrigerante: R-134a

Hecha en: Korea

Rotavapor

©O O O o o o o

Marca: Blchi

Modelo: R-200

No. Fabricacion: 414191030002
Voltaje: 120 Voltios

Frecuencia: 50/60 Hz

Potencia: 120 Watts

Hecho en: Flawil, Suiza

Placas cromatograficas

O O O o

Marca: Merck
Modelo: Kieselgel 60 F254
Dimensiones: 20 x20 cm

Espesor: 0,2 mm
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. Molino de cuchillas

Marca: Windmere
Modelo: MC50
Potencia: 120V

Hecho en: China

3.4.3. Cristaleria

La cristaleria utilizada en el proceso es la siguiente:

o Balones

. Varilla de agitacion

) Probeta graduada

o Balon aforado

o Condensadores de reflujo

3.4.4. Materia prima

La materia prima utlizada fue la semilla de aguacate de origen
guatemalteco, molida fresca y molida seca. Tamafio promedio de particula de

840 micrémetros

3.45. Reactivos

o El etanol utilizado: lote 32S 542 Darsa con 96 gl
o El sulfito grado reactivo marca: Merck
o Agua desmineralizada marca: Salvavidas
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3.5. Técnicas cuantitativas

Para poder retirar una fraccion soluble (colorante) en forma de solucion a
partir de una fase solida (semilla de aguacate), permeable e insoluble se utiliza

la lixiviacidn y la operacion unitaria de trasferencia de masa.

o Reducciéon de tamafio de la particula: este término es aplicado a todas las
formas en que las particulas de solidos se pueden cortar 0 romper en

piezas mas pequefias.

o Cribado: la clasificacién de sélidos por diametros se realiza para facilitar

las etapas subsecuentes del proceso.

o Secado: en general, el secado de sdlidos consiste en separar pequefias
cantidades de agua u otro liquido de un material sdlido, con el fin de
reducir el contenido de liquido residual hasta un valor aceptablemente

bajo.

o Filtracion: es la separaciéon de particulas sélidas a partir de un fluido
haciendo pasar el fluido a través de un medio filtrante sobre el que se

depositan los sdlidos.

. Evaporacion: el objetivo de la evaporacion es concentrar una disolucion

consistente en un soluto no volatil y un disolvente volatil.

3.5.1. Procedimiento del método de lixiviacion por maceracion

dindmica con reflujo

o Preparacion de las semilla fresca oxidada
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f.

Homogenizar y cuartear la cantidad de semilla a utilizar.

Retirar por medio de lavado todos los residuos del aguacate
adheridos a la semilla.

Retirar la epidemis externa (cascarilla) que recubre la semilla.
Reducir de tamafio la materia prima utilizando un rallador (deberan
obtenerse I[dminas), seguidamente moler en un molino de cuchillas

(tipo procesador de alimentos).

Clasificar la semilla molida utilizando un tamiz No. 20. Descartar

los finos.

Verificar la humedad de las semillas.

Preparacion de lasemillaseca oxidada

a.

Realizar los pasos a, b, ¢, d, e yfde la preparacion de la semilla
fresca oxidada.

Colocar 1 Kg de semilla molida en cada bandeja del secador
transversal de bandejas a una temperatura de 35 °C. Las
bandejas deberan pesarse cada 24 horas y se retiran del secador

cuando alcancen peso constante.

Verificar la humedad de las muestras de semilla. Debera ser

menor del 10%.
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Preparacion de lasemilla fresca sin oxidar

a. Realizar los pasos a, b y ¢ del procedimiento de la semilla fresca
oxidada.

b. Preparar las soluciones de solventes a utilizar.

C. Reducir de tamafio la materia prima utilizando un rallador de
pléastico.

d. Colocar inmediatamente (menos de 2 minutos), la materia prima en

la solucion de solvente, en relacién sdlido solvente 1/10.

Lixiviacion por maceracion dinamica con reflujo

a. Pesar una muestra de 25 g de semilla y agregarla al balon que

deberd contener 250 mL de solvente. Relacién semilla-solvente

1/10.
b. Medir pH de lasolucién del paso a.
C. Colocar el agitador dentro del balén. Ajustar el bal6n a la plancha

de calentamiento y al condensador con reflujo.

d. Ajustar a velocidad promedio de 800 rpm y temperatura de
ebulliciébn de cada solvente. El proceso se realiza durante 2 horas.

e. Monitorear el pH de la solucion, realizando mediciones cada 30

minutos.
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f. Filtrar al vacio con un filtro de manta. Se debe obtener una

solucion de extracto colorante libre de sdélidos y una torta residual.

g. Evaporar la solucién de extractos colorante a temperatura de 60
°C.
h. Secar en el secador de bandejas la solucion concentrada de

extracto colorante a 35 °C de temperatura, el tiempo necesario

(aproximadamente 24 horas) hasta obtener peso constante.
I Retirar el extracto colorante en polvo y pesar.

J. Reconstituir con alcohol el extracto colorante y proceder a
analizar.

3.6. Recoleccién y ordenamiento de la informacién producida

La recoleccion de los datos y su ordenamiento se realiz6 por medio de la
experimentacion, observacién y medicion de las caracteristicas fisicoquimicas
de la fraccion colorante de la semila de aguacate. EI método de
experimentacion utilizado fue la maceracion dinamica con reflujo. Los métodos
de observacién fueron: tamizaje fitoquimico y cromatografia de capa fina. Los
datos obtenidos utilizando medicion fueron pH, densidad, indice de refraccion y

rendimiento. Segin se muestra en el apéndice B.
3.7. Tabulacion ordenamiento y proceso de la informacioén

Los datos recopilados fueron ordenados y procesados segun su tipo de

coadyuvante yla presentacion de la semilla. Las tablas IV, V, VI y VIl presentan
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los datos clasificados segun el tipo de solucion alquilinica o etanolica. También
se presentan los datos al utilizarse agua como solvente. La presentacion de la

semilla esta clasificada en oxidada fresca, sin oxidar fresca y fresca oxidada.

Las tablas IV, V, VI y VIl describen las caracteristicas fisicoquimicas, las
caracteristicas cualitativas y el rendimiento de la fraccién colorante de la semilla

de aguacate.

3.8. Analisis estadisticos

Un disefio, completamente al azar, con un arreglo combinatorio, en el

cual se aplica un experimento factorial, se utilizd para la evaluacion estadistica.

Se realiz6 entonces, la lixiviacion de la semilla de aguacate utilizando la
técnica de maceracion dinamica a reflujo constante, con agua, etanol al 35%
(V/v), etanol al 70% (v/v), etanol al 95% (V/v), sulfito de sodio al 1% (w/v), sulfito
de sodio al 2% (w/) y tres diferentes estados de la semilla seca oxidada, fresca
oxidada y fresca sin oxidar, con 3 repeticiones para cada una resultando en 18
blogues unidades experimentales, y un total de 54 tratamientos. (ver tablas 1V,
V, VI'y VII)
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4. RESULTADOS

Las tablas IV, V, VI y VII presentan los datos clasificados segun el tipo de
solucion alquilinica o etandlica. También se presentan los datos al utilizarse
agua como solvente. La presentacion de la semilla esta clasificada en oxidada

fresca, sin oxidar fresca y fresca oxidada.

Tabla IV. Caracteristicas fisicoquimicas de la fraccion colorante de la

semilla de aguacate oxidada fresca, lixiviado con agua

Fracciéon colorante de la semilla de aguacate
Caracteristicas fisicoquimicas
Coadyuvante Estado de lamuestra pH Densidad Indiceq’e
refraccion
Promedio | P5655" |Promedio |%657" |promedio |esnas
o [Agua ox dada fresca 5,783 0,058 0,974 0,000 1,337 0,000
§’ Agua sin oxidar fresca 5,803 0,040 0,971 0,000 1,337 0,000
Agua seca oxdada 5,673 0,040 0,974 0,000 1,340 0,000
Etanol 35% ox dada fresca 5,883 0,104 0,939 0,000 1,354 0,000
g Etanol 35% sin oxidar fresca 5,887 0,125 0,938 0,000 1,355 0,000
:5 Etanol 35% seca oxidada 4,950 0,180 0,943 0,000 1,354 0,001
8 |Etanol 70% ox dada fresca 6,147 0,099 0,893 0,000 1,365 0,000
g Etanol 70% sinoxidar fresca 5,947 0,155 0,896 0,000 1,364 0,001
§ |Etandl 70% seca oxdada 5,487 0,325 0,884 0,000 1,364 0,001
5 Etanol 95% oxidada fr esca 6,310 0,010 0,822 0,000 1,366 0,001
3 |Etandl 95% sin oxidar fresca 6,177 0,023 0,798 0,000 1,366 0,000
Etanol 95% seca oxdada 5,767 0,119 0,804 0,000 1,366 0,001
Sulfito de s0dio 1% | oy dada fresca 7170 | 0072 0974 | 0000 1,345 | 0001
o 7 Sulfito de sodio 1% | sin oxidar fresca 7250 | 0132 0973 | 0,000 1,340 | 0001
& £ |Sulfito de s0di0 1% | secq oxidada 6430 | 0365 0974 | 0001 1,342 | 0000
% % Sulfito de s0di02% | o dada fr esca 8240 | 0113 0973 | 0000 1,341 | 0001
) | Sulfito de sodio 2% |sin oxidar fresca 7,883 0,047 0,971 0,000 1,335 0,000
Sulfito de s0dio 2% | secq oxidada 7783 | 0076 0974 | 0000 1,340 | 0,000

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla V.  Tamizaje fitoquimico de la fraccion colorante de la semilla de

aguacate

. . Resultados de L.
Metabolitos analizados ensayos macro Observacion
. . Cambio de coloracion con Mg y HCI,
Flavonoidesy antocianinas +++ . 9y
calentamiento y H,SO,
Antraquinonas No se observé anillo rojo en la interfase
Cumalinas No se observo fluorescencia con KOH
Se observo precpitado con Nad,
Taninos +++ gelatina- NaCl y cambio de coloracién
con FeCl
Fuente: elaboracion propia.
TablaVI. Cromatografia de capa fina de la fraccion colorante de la
semilla de aguacate
Fraccion colorante de la semilla de aguacate
Coadyuvante Estado de la Caracterlstlc,as cualltatl\{as
muestra Cromatografia de capa fina
Rf Observ acion en Vis Observacién en UV
oxidada Se presenta unabandacolor rojo café | No presenta
© Agua fresca 024,0,55 y unabanda muy tenue fluorescencia
i —
o |Agua sin oxdar 0,24 |Sepresenta unabanda muytenue No presenta
< fresca fluorescencia
Agua seca oxidada 024,055 Se presenta unabandacolor rojo café |No presenta
y unabanda muy tenue fluorescencia
oxidada Se presenta unabanda color rojo café | No presenta
Etanol 35% fresca 024,0,55 intensa y unabanda muy tenue fluorescencia
Etanol 35% sin oxdar 0,24,0,83 |Se presentan dos bandas muytenues No presenta
fresca fluorescencia
7)) n Z
© ) 0,24,0,55, | Se presenta una banda color rojocafé |Nopresenta
L Etanol 35% seca oxdada 0,83 lintensa fluorescencia
\o .
<= oxidada No presenta
S Etanol 70% fresca 0,24 |Se presenta unabanda tenue fluorescencia
< Etanol 70% sin oxdar 024,055, Se presentan 3 bandas muy tenues No presenta
3 fresca 0,83 fluorescencia
c ) No presenta
_8 Etanol 70% seca oxdada 0,24 |Se presenta unabanda tenue fluorescencia
3 -
© |Etanol 95% o4 dada 0,24 |Se presenta unabanda muytenue No presente_l
N fresca fluorescencia
Etanol 95% sinoxidar 024,055 _Se presenta unabandacolor rojo café |No presenta
fresca intensa y unabanda muy tenue fluorescencia
. No presenta
Etanol 95% seca oxidada 0,24 |Sepresenta unabanda muytenue fluorescencia
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Continuacion de la tabla VI.

) ) ox dada Se presenta unabandacolor rojo-café |No presenta
Sulfito de Sodio 1% fresca 024,0,55 intens a fluorescencia
% ) ) sinoxidar Se presenta una bandacolor rojo café |No presenta
c |Sulfito de Sodio 1% . 0,24,0,55 |. X
= resca intensa y unabanda muy tenue fluorescencia
© - P
© | sulfito de Sodio 1% |seca oxdada 024,055 Se presenta unabanda color rojo café |No presente_a
< y unabanda muy tenue fluorescencia
0 ) ) ox dada Se presenta unabandacolor rojo café |No presenta
)
8 Sulfito de Sodio 2% fresca 024,0,55 y unabanda muy tenue fluorescencia
o _ _ sin oxidar Se presenta una banda color roj_o-café No presenta
g Sulfito de Sodio 2% fresca 0,24,0,55 |intensa y unabanda color naranja muy fluorescencia
a tenue
Sulfito de Sodio 2% | seca oxidada 024,055 _Se presenta unabandacolor rojo café |No presenta
intensa y unabanda muy tenue fluorescencia
Fuente: elaboracion propia.
Tabla VII. Rendimiento porcentual promedio de la fraccién colorante de la
semilla de aguacate
Fraccién colorantede la semilla de aguacate
Coadyuvante Estado de la Rendimiento (g)
muestra —
Rendimiento 1 | Rendimiento 2 Promedio DeS\{laC|0n
estandar
Agua oxidada fresca 8,320 6,120 7,220 1,556
[1M]
o L
2) Agua sin oxidar fresca 7,920 5,920 6,920 1,414
Agua seca oxidada 6,320 6,120 6,220 0,141
Etanol 35% oxidada fresca 6,000 6,640 6,320 0,453
«»n |Etanol 35% sin oxidar fresca 11,200 6,400 8,800 3,394
(]
% Etanol 35% seca oxidada 13,000 8,200 10,600 3,394
£
8 Etanol 70% oxidada fresca 5,920 6,550 6,235 0,445
T,E) Etanol 70% sin oxidar fresca 0,800 1,240 1,020 0,311
o]
S [Etanol 70% seca oxidada 5,900 4,640 5,270 0,891
‘o
% Etanol 95% oxidada fresca 2,920 1,720 2,320 0,849
« Etanol 95% sin oxdar fresca 6,160 2,920 4,540 2,291
Etanol 95% seca oxidada 1,900 3,400 2,650 1,061
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Continuacion de la tabla VII.

Soluciones Alcalinas

Sulfito de Sodio 1% oxidada fresca 12,560 7,400 9,980 3,649
Sulfito de Sodio 1% sinoxidar fresca 6,400 8,800 7,600 1,697
Sulfito de Sodio 1% seca oxidada 12,360 17,480 14,920 3,620
Sulfito de Sodio 2% ox dada fresca 7,200 7,920 7,560 0,509
Sulfito de Sodio 2% sin oxidar fresca 11,880 11,120 11,500 0,537
Sulfito de Sodio 2% seca oxidada 6,320 17,280 11,800 7,750

Fuente: elaboracion propia.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Utilizando el procedimiento de lixiviacion por maceracion dindmica con
reflujo, se extrajo la fraccion colorante de la semilla de aguacate en tres
diferentes presentaciones (seca oxidada, fresca oxidada y fresca sin oxidar) a
nivel laboratorio, utilizando como coadyuvantes soluciones de etanol y de sulfito
de sodio y, como solvente, el agua. La semilla se utilizd en un tamafo
aproximado de 840 micrometros Yy en relacion 1: 10 (w/v). La lixiviacion se
realiz6 durante un tempo de dos horas y a temperatura de ebullicion de cada

solucion.

Se deteminaron la densidad, indice de refraccion y el porcentaje de
rendimiento de la fraccién colorante y sus caracteristicas fisicoquimicas, en
funcion del coadyuvante utilizado y el estado de la semilla. La densidad y el
indice de refraccion que se obtienen, cambian significativamente al cambiar el
coadyuvante y el tipo de muestra, pero hay interaccion, es decir, el efecto de la
densidad y el indice de refraccidn no es paralelo entre coadyuvantes y la
presentacion de la semilla. En los coadyuvantes, a excepcion del agua y la
solucion de sulfito de sodio al 2%, en las que se observa una densidad similares
(0,973g/mL), los demas coadyuvantes producen densidades diferentes en el
siguiente orden:

. Solucion de etanol al 95% (0,808 g/mL)

o Solucion de etanol al 70% (0,891g/mL)

. Solucion de etanol al 35% (0,94 g/mL)

o Solucion de sulfito de sodio al 1% (0,974 g/mL)
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Respecto al tipo de muestra, las tres presentaciones producen densidad

diferente:

o La semilla sin oxidar fresca produce lamenor densidad (0,9247 g/mL)
o La semilla oxidada seca produce la densidad intermedia (0,9254 g/mL)
o La semilla oxidada fresca produce la mayor densidad (0,9292 g/mL)

Para el indice de refraccién se observan las mismas tendencias descritas
anteriormente para la densidad.

Los resultados en la tabla VI, presentan las caracteristicas fisicogquimicas
de la fraccién colorante liquida de la semilla de aguacate, utilizando diferentes
soluciones para la lixiviacion y en sus tres presentaciones.

En todos los procesos de lixiviacion, que el extracto presenta precipitado
insoluble, observandose en mayor cantidad cuando se utilizan soluciones de
sulfito de sodio, seguidamente en las lixiviadas en agua, y para las soluciones
de etanol el precipitado es minimo. Cuando la lixiviacion se realiza con sulfito
de sodio, la muestra de la semilla de aguacate pierde su forma original
aumentando su tamafio formando un gel, esto hace dificil su separacion por
medio de la filtracion y da como resultado un extracto liquido turbio. Cuando la
lixiviacién se realiza con agua, la muestra de la semilla de aguacate también
pierde su forma original, pero no en su totalidad, de tal forma que el gel formado
es de menor cantidad; sin embargo, se obtiene un extracto colorante liquido
turbio. Cuando la lixiviacion se realiza con soluciones de etanol, lamuestra de la
semilla de aguacate, mantiene su forma original y sufre deshidratacion. Al filtrar
este tipo de extractos la solucion colorante liquida obtenida es clara. Lo
expuesto anteriormente afecta directamente el rendimiento del colorante. Como

puede observarse en la tabla X, los rendimientos obtenidos al realizar la
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lixiviacion con sulfito de sodio son mayores; sin embargo, no se cuenta con la
separacion total del gel formado, siendo que, al secarse éste afecta los
resultados. De igual forma con las lixiviaciones realizadas con agua, los
rendimientos obtenidos se ven afectados. Se observa entonces, que al variar la
presentacion de la semilla no existe diferencia significativa en el rendimiento de
la fraccién colorante de la semilla de aguacate. Mientras que realizar la
lixiviacion con diferente coadyuvante, si existe diferencia significativa en el

rendimiento de la fraccién colorante de la semilla de aguacate.

El mayor rendimiento se obtiene al utilizar la solucion de sulfito de sodio
al 1% y la semilla seca oxidada, un rendimiento inferior se obtiene al usar la
solucion de sulfito de sodio al 2% y la semilla seca oxidada. Los rendimientos
menores se obtienen al utilizar las soluciones de etanol al 70% y 95% en las tres
presentaciones de semilla de aguacate y rendimientos intermedios al utilizar

soluciones de etanol al 35% y agua.

El color de la fraccion colorante liquida se ve afectado por el tipo de
coadyuvante que se utilice en la lixiviacion, esto se debe al pH en que se realiza
la lixiviacion. De tal forma que al aumentar el pH el color se intensifica
torndndose en café oscuro. Por lo tanto, las fracciones colorantes liquidas
obtenidas de la lixiviacion con soluciones etandlicas, tienen colores tipo miel y
las fracciones colorantes liquidas lixiviadas con sulfito de sodio, tienen colores
cafés rojizos o tonos ladrillo; a excepcion de la semilla sin oxidar fresca lixiviada
con las soluciones de sulfito de sodio al 1y 2% que se tornan blanquecinas. La
semilla de aguacate es de forma redonda, recubierta por la cubierta seminal y
esta foormada por dos cotiledones, los cuales estan separados por el eje
embrionario. Estos cotiledones pueden ser separados y mantenerse libres de
cualquier efecto del ambiente sobre ellos, gracias a la accién impemeable de la

cubierta seminal. Al momento de separar ésta cubierta, por efecto del corte en
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la semilla, se desencadena una reaccién enzimatica oxidando completamente
la porcion de semilla expuesta al aire al cabo de 5 minutos. Si esta semilla se
introduce dentro de una solucion de sulfito de sodio, antes de este tiempo, la
reaccion se detiene y la semilla no se oxida. De esta cuenta el extracto

colorante obtenido es blanquecino.

Todo esto se debe a las reacciones de los colorantes que contiene la

semilla de aguacate ante diferentes factores, como las siguientes:

o La acidez, a la que los flavonoides son muy sensibles.

o Los efectos de los iones metalicos son también detemminantes puesto
gue, al ser cortada y expuesta al aire, la semilla de aguacate cambia de

color.

. El sulfito de sodio afecta directamente los resultados al formar

compuestos de adicion con los flavonoides.

Es asi que, las reacciones enzimaticas que sufre la semilla de aguacate

son determinantes en el color del extracto colorante obtenido.

Al realizar el tamizaje fitoquimico de los extractos colorantes liquidos de
la semilla de aguacate en todas sus presentaciones, se identifico la presencia de
taninos y flavonoides. En la prueba de taninos se formaron precipitados con
gelatina, gelatina sal y cambio de coloracion con cloruro férrico. En la prueba
con hidroxido de potasio no se observd fluorescencia en ninguno de los
extractos ni bandas caracteristicas a cumarinas. En los analisis cualitativos no

se detecto presencia de antraguinonas y cumarinas.
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CONCLUSIONES

Si hay diferencia significativa en la densidad del extracto colorante
obtenido de la semilla de aguacate en funcion del coadyuvante utilizado.

Para los valores de densidad del extracto colorante obtenido de lasemilla
de aguacate, si hay diferencia significativa en funcion de la humedad y el

grado de oxidacién de la muestra.

En los coadyuvantes, a excepciéon del agua y el sulfito de sodio al 2% que
producen la misma densidad del extracto colorante de la semilla de

aguacate, producen densidades diferentes.

Si hay diferencia significativa en el indice de refraccion del extracto
colorante obtenido de la semilla de aguacate en funcion del coadyuvante

utilizado.

Si hay diferencia significativa en el indice de refraccion del extracto
colorante obtenido de lasemilla de aguacate en funcién de la humedad y

el grado de oxidacion de la muestra.
En los coadyuvantes, a excepcion del agua y el sulfito de sodio al 2% que

producen el mismo indice de refraccion del extracto colorante de la
semilla de aguacate, producen indices de refraccion diferentes.
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10.

En el rendimiento obtenido del extracto colorante de la semilla de
aguacate existe efecto del coadyuvante, no asi del tipo de muestra. Es
decir, que el rendimiento que se obtiene depende del coadyuvante
utilizado, pero no del tipo de muestra.

Respecto a los coadyuvantes, el mayor rendimiento se obtiene al utilizar

sulfito de sodio al 1% o sulfito al 2%.

Los rendimientos menores se obtienen al utilizar alcohol al 70% o alcohol
al 90%.

En todas las muestras de extracto colorante de la semilla de aguacate
existe presencia de taninos y flavonoides y no existe presencia de
cumarinas y antraquinonas al realizar el andlisis mediante el tamizaje

fitoquimico.
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RECOMENDACIONES

Obtener el extracto colorante de la semilla de aguacate a nivel planta
piloto, para evaluar rendimientos y calidad de los mismos.

Aplicar los extractos colorantes obtenidos de la semilla de aguacate en el

proceso de tincion de fibras naturales.

Reducir el tiempo de lixiviaciéon con sulfito de sodio, para evaluar la

reduccién de la formacién de gel de la semilla de aguacate.

Considerar un método de filtracion adecuado, en el que pueda separarse

la gel obtenida del extracto colorante en su totalidad.

Evaluar la accion de los coadyuvantes sobre el almidén de la semilla de

aguacate.

Aplicar los extractos colorantes obtenidos de la semilla de aguacate en el

proceso de tincion de fibras naturales, a diferente pH.
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APENDICES

Apéndice A. Soluciones etandlicas

Al preparar las soluciones etandlicas usadas en la lixiviacion de la semilla

de aguacate, se encuentra que el volumen de estas soluciones se ve afectado

por la densidad del alcohol.

Es dedcir, la densidad del alcohol es 0.79 g/imL. Sise disuelve 30 mL de

alcohol en 70 mL de agua, obtenemos 98 mL de solucion con una densidad de

0,96 g/mL y una concentracion en volumen del 34,47%

Asi entonces los porcentajes reales de concentracion en las soluciones

etanodlicas utilizadas son:

Porcentaje real en volumen de soluciones etandlica

Soluaon etanolica usada (%) Densidad g/mL % real en volumen de solucon
95 0,80 96,79
70 0,87 69,01
35 0,94 38,33

Fuente: elaboracién propia.
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Apéndice B. Datos originales

Datos originales

Muestra pH
(semilla) | Rendimient Temperatura Temperatura de
Solvente o] (Ext_racto- N Al 30 | 60 | 90 | 120 |deebullicion ebuII|C|9n con
Estado de semilla) Inicio [ agregar [ i | min | min | min semilla
lamuestra semil la
Agua ox dada 612 691 6.17| 596| 585| 58| 58 9 96
fresca
Agua sin oXdar 502 691 6,18 596( 585 58| 58 % 94
fresca
Agua seca 612 691 6,06 58572 57 57 % %
ox dada
Alcohol  |oxidada 664 657 626/ 607| 6| 59| 58 82 82
35% fresca
Alcohol - sin oxdar 64| 657 6,28 6,09 6,03| 58| 58 8 80
35% fresca
Alcohol seca
500 o nda 82| 657 577| 525 5,15| 49| 48 82 8
%ﬁ};h"' ?r’;gé":a 655 7,34 677| 657|626 61| 6.1 77 77
’;c')co/‘;ho' fr'gsggdar 124 734 6,89| 666| 612| 59| 58 77 76
%ﬁ/‘sh"' S da 464 734 625 6586 53| 53 77 77
Alcohol ox dada
et fresen 1,72 768 677| 662| 631| 63| 63 74 74
Alcohol  sin oxidar 202| 768 67| 623| 6,19] 62| 6.2 74 74
95% fresca
Alcohol seca
o o 34 768 646| 63| 59| 57| 57 74 74
Sulfito de  fox dada 7.4 9,2 818| 76| 725| 72| 71 94 94
sodio 1% |fresca
Sulfito de sin oxdar 8.8 9,2 804 793 74| 72| 72 94 94
sodio 1% |[fresca
Sulfito de |seca "
e [ 17,48 92 754| 735| 685 63| 6.2 94 %4
Sulfito de joxidada 792 961 836| 808|811 83| 83 9% 9%
sodio 2% [fresca
Sulfito de  [sin oxdar 11,12/ 961 g 7.86| 7.83| 79| 79 9 95
sodio 2% [fresca
Sulfito de  fseca 17,281 961 786 7,77 77| 79| 78 9% %
sodio 2% |ox dada ’ ' ’ ' ' ’ ’
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Continuacion del apéndice B.

T
i | C | Carecteristicas cuzitativas
i Earacto colorante de la semilla de aguacats G glafla de capa fina
|
Estado de 2 | Indice de Indice de indice de Chservacion en
Coady muestra densidad | | densidac2 | densidad3 | refraccion 1 relraceion 2| refraccion 3 i 1 Rf Observacion en Vis L
Se presenta una banda
0.4, celor rojo café y una Ho prisenta
Agua auidada fresca 09737 03733 09737 1337 1.337 1.337 83 £.12 055 banda mury tenue florescencia
i |
% Agua Se presenta una banda Hlo presenta
< | sin oxidar fresca 0917 0am7 0811 133 1337 1.337 n 542 024 muy tenue i
b mLt LEL) .
| Se presema una kanda
0.4, cclor rajo café y una Mo preserita
Agua s¢ca midada 08735 60737 08737 134 1.4 3 832 6.12 05 banda muy tenue fluorescencia
Se presenia una banda
{24, color rojo cafe intensa v Mo prasenta
Mechol %% | oddatiesca | 08396 | 09392 0839 1354 1350 |13 6 | bM 085 | unaberdamuytenue | fuorescencia
024 Se prasentan dos Mo presenta
Algohol 39% sin axidar fresca 0938 0.9385 09382 13648 13645 1.3545 112 64 083 bandas muy tendes i
0.24, e presenta una
055, banda color 0jo café: Mo presenta
Aloohol 3% 673 ovidada 09435 0.043% 0543 .35¢5 13545 1.352 13 82 083 intensa i
o
E Se presanta una banda Mo presenta
% Alcohol 70% oxidada fresca 0832 0.8928 0.8928 13665 13645 1.3645 59 835 02 tenue fluorescencia__
2 024,
= 055, | Sepresentan3bendas | Mo psents
& | Acohol Th% sin oxidar fresca 089 0.3958 08958 1.3645 1362 1.3645 8 | 1u 083 |  muylenues fluoresencia
2 1
_5 | Se presenta una banda Mo prosenta
] Alooliol T0% seraoiidada | 0834 0.5841 08841 1.3645 13045 | 18 59 464 024 tenue fluorescencia
| ‘ Se presenta una banda Ao prosenta
| Melol®6% | odadatesta | 062 08227 g 1| 1% | 1% 19 172 024 | muytme 2|
I } Se presenta una banda
| | 024, | colorrojo café intensa y MNo presenta
Alccliol 95% sin oxidar fresca 0.798 0.7984 0.7984 1.365 1366 | 136 616 | 2% 055 una barida muy tenue fluorescencia
Se presenta una banda Mo prasenta
Alechol 5% seca ovidada 0804 08042 0.8042 1385 1.3665 1.365 19 34 024 muy fonue fuorescencia
Sulfits de Sedio 024, | Sepresentauna banda Mo prosenta
1% oxidada fresca 0974 09741 09741 1345 1346 | 1348 1256 14 0.55 color rojo-café intensa
Se presenta una banda
Sulfito de Sodio | 024, color rojo café intensa v Mo prosenta
" 1% 1 sin oxidar fresca 0873 04737 09737 134 1381 13 64 84 055 una banda muy tenue:
B ! Se presenta una banda
3 Sulfito de Sodio | 024 color rojo caf y una Mo presenta
< | 1% se2a oridada 0973 0313 09738 1302 1342 134 12% 1748 055 banda muy tenvse fluorescencia
g9 : Se presenta una banda
5 | Sulfto de Sodio | (124, | colorrejocafé yuna No prosenta
5 ¢ % oxidadn fresca 0973 08734 08734 1341 | 13 134 72 732 0.55 banda muy tenJe fi i
A Se presenta una banda
| color fojo-cafe intensay |
Sulfto de Sedie 024, | unabanda color naranja : Ho presenfa
% sin oxidar fresca 097 0472 0912 1335 133 1.336 1188 112 055 muy tenue flusrescancia
Se presenta una banda
Sulfito de Sodio (24 color rejo café intensa v No preserta
M seza oidada 09737 08737 09737 134 134 ) 632 1728 055 una banda muy tenue: fluorescencia

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice C. Andlisis estadistico (programa SAS)

Los analisis estadisticos elaborados se basaron en el analisis de varianza

(ANDEVA) vy la prueba de Duncan; para ello se utilizd el programa SPSS

(Statistical Package for tha Social Science).

Analisis de varlanza para la densidad de la fraccion colorante de la semilla

de aguacate

Suma de Media L C .

U cuadrados tipo Il Gl cuadrética F S HeEEen
Coadyuvante 0,198 5 0,040 438 340,861 0,000
Muestra 0,000 2 0,000 1 174,906 0,000
Coadyuvante *
. 0,001| 10 0,000 1 132,048 0,000
Error 3,25E-006[ 36 9,02E-008
Total corregida 0,199 53

Comparacion multiple de medias con el criterio de Duncan para densidad

de la fraccion colorante de la semilla de aguacate en funcion de la

presentacion de la semilla

Muestra N Subconjunto
1 2 3 1
Sin oxidar fresco 18 0,924689
oxidada seca 18 0,925411
oxidada fresca 18 0,929206
Significacion 1,000 1,000 1,000
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Continuacion del apéndice C.

Comparacion multiple de medias con el criterio de Duncan para densidad

de la fraccion colorante de la semilla de aguacate en funcion del

coadyuvante

Coadyuv ante

Subconjunto

2

3 4

Alcohol 95%

0,808289

Alcohol 70%

0,890711

Alcohol 35%

0,940289

Sulfito de sodio
2%

0,972700

Agua

0,972911

Sulfito de sodio
1%

©o |o| © |o|lo|lo|r]|=

0,973711

Significacion

1,000

1,000 1,000

0,145

1,000

Distribucién de los resultados experimentales de la densidad de la fraccién

colorante de la semilla de aguacate, en funcion del coadyuvante utilizado

1.0000

0.9500-1

0.9000-1

Densidad

0.8500-1

0.80007

0.75007

Agua

Alc B

I I Ll
Alc 70 Alc B Sulf 1

Coadyuvante

Ll
Sulf 2
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Continuacion del apéndice C.

edias marginales estimadas de densidad de la fraccion colorante de la

semilla de aguacate en funciéon del estado de la semilla utilizado

Medias marginales estimadas de Densidad

1.0000~4 Coadyuvante
Agua

Alc 35
Alc 70

0950 —— Alc 95
’ ° —o— sulf 1

= Sulf 2

090009 9\/‘

0.8500]
0.8000-] Q\Q\‘

0.7500

Medias marginales estimadas

) L) 1)
oxi fres 0x seca sin fres

Muestra

Medias marginales estimadas de densidad de la fraccion colorante de la

semilla de aguacate en funcién del coadyuvante utilizado

Medias marginales estim adas de Densidad
1.0000] Muestra
- xifres
o oxliseca
sin fres
8 0.9500
®
E
D
@ 0.9000
8
®
=
k=)
& 0.8500-]
1S
8
8
= 0.80007]
0.75004
T T T T T T
Agua Alc35 Alc 70 Alc % Sulf 1 Sulf2
Coadyuvante
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Continuacion del apénd

ice C.

Analisis de varianza para el indice de retraccion de la rfraccion colorante de

la semilla de aguacate

Suma de ;
Fuente cuadrados Gl 'V'ed,""? F Significacién

i cuadratica

tipo 11l
Coadyuvante ,007 5 ,001 2891,207 0,000
Muestra 3,48E-005 2 1,74E-005 35,112 0,000
Coadyuvante * muestra 8,28E-005 10 8,28E-006 16,708 0,000
Error 1,78E-005 36 4,95E-007
Total corregida 0,007 53

Comparacioén multiple de medias con el criterio de Duncan para indice de

refraccion de la fraccién colorante de la semilla de aguacate segun el

coadyuvante

Coadyuvante

Subconjunto

2

4

Alcohol 95%

1,338000

Alcohol 70%

1,338556

Alcohol 35%

1,342556

Sulfito de
sodio 2%

1,354056

Agua

1,363944

Sulfito de
sodio 1%

O |[©O] © |Vl o

1,366000

Significacion

0,103

1,000

1,000

1,000

1,000
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Continuacion del apéndice C.

comparacion multiple de medias con el criterio de buncan para indice de

refraccion de la fraccién colorante de la semilla de aguacate segun la

presentacion de la semilla

N Subconjunto
Muestra
1 2 1
Sin oxidar fresco 18 1,349417
oxidada seca 18 1,350833
oxidada fresco 18 1,351306
Significacion 1,000 0,052

Distribucion de los resultados experimentales del indice de refraccion de

la fraccién colorante de la semilla de aguacate, en funcion del coadyuvante

utilizado

1.37007]

1.3600—1

1.35007

Refraccion

1.3400—1

1.33007

44
27

Agua

Ll
Alc 35

T T L
Ac70 Ac 95 Sulf 1
Coadyuvante

Ll
Sulf 2
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Continuacion del apéndice C.

Medias marginales estimadas del indice de refraccion de la fraccion
colorante de la semilla de aguacate en funcion del estado de la semilla

utilizado

Medias marginales estimadas de Refraccion
137001 Coadyuvante
— Agla
P © Alc 35
— Alc 70
g s Alc 95
Sulf 1
T 1.36007]
< Sulf 2
e
=
a ———)
P
@
_g 1.3500]
>
<
e
8
= 1.34007
=
1.33007
T T T
axifres oxi seca sinfres
Muestra

Medias marginales estimadas del indice de refraccion de la fraccion
colorante de la semilla de aguacate en funcion del coadyuvante utilizado

Medias marginales estimadas de Refraccion
1.3700] Muestra

ox fres
ox seca
sinfres

»

8

= 1.3600

£

@

[

P

[

I .

& 1.3500°

S

S

e

8

E 1.34009

=

1.33009
L) L) L) ) L] L)
Agua Alc B Alc 70 Alc95 Suf1 Sulf 2
Coadyuvante
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Continuacion del apéndice C.

Analisis de Varianza para el rendimiento de la fraccion colorante de la
semilla de aguacate

Fuente cﬁg(rjnrzggs Gl Med,ia} F Significacion
tipo Il cuadratica
Coadyuvante 300,672 5 60,134 8,606 ,000
Muestra 29,239 2 14,620 2,092 ,152
Coadyuvante * Muestra 104,981 10 10,498 1,502 ,217
Error 125,776 18 6,988
Total corregida 560,668 35

Comparacion multiple de medias con el criterio de Duncan para
rendimiento de la fraccién colorante de la semilla de aguacate segun el

coadyuvante

Subconjunto

|2

Coadyuvante 5 3 7 1

Alcohol 95% 3,1700

Alcohol 70% 4,1750 4,1750

Agua 6,7867 6,7867

Alcohol 35% 8,5733 8,5733

Sulfito de
sodio 2%

D | O OO O

10,2867

Sulfito de
sodio 1% 6 MO fEEE

Significacion 0,519 0,104 0,257 0,177
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Continuacion del apéndice C.

Comparacion multiple de medias con el criterio de Duncan para el
rendimiento de la fraccion colorante de la semilla de aguacate segun la

presentacion de la semilla

Muestra N - Subconjunto -
oxidada fresco 12 6,6058
Sin oxidar fresco 12 6,7300
Oxidada seca 12 85767
Significacion 0,100

Distribucién de los resultados experimentales del rendimiento de la
fraccion colorante de la semilla de aguacate, en funcién del coadyuvante

utilizado

20.007

10.00—

Rendimiento

5.007]

[

0.007]

T T T T T )
Agua Alc 35 Alc 70 Alc 95 Sulf 1 Sulf2
Coadyuvante

97




Continuacion del apéndice C.

Medias marginales estimadas del rendimiento de la fraccion colorante de
la semilla de aguacate en funcidon del estado de la semilla utilizado

Medias marginales estimadas de Rendimiento

Coadyuvante
14.007 Agua
= Alc 35
= Alc 70
1) J = Alc 95
© 1200 Sulf1
-g — suf2
-5 10007
7y
2 e
o .
S 800
£
>
& 6.00
£
«
S 4 ood
B
=
2007
0.00]
T T
oxi fres oxi seca fres

Mue stra

Medias marginales estimadas del rendimiento de la fraccién colorante de
la semilla de aguacate en funcion del coadyuvante utilizado

Medias marginales estimadas de Rendimiento

Muestra

ox fres
ox seca
sinfres

Medias marginales estimadas

T T T T T T
Agua Alc35 Alc 0 Alc % Sulf1 Sulf2
Coadyu vante

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice D. Metodologia experimental

Diagrama de Causa y Efecto para determinar ias variables en el proceso de lixiviacion de |a semilla de aguacate.

Condiciones Condiciones
Solvente Coadyuvante )
de la semilla del proceso
A constante A estado oxidacion Temperatura
dieléctrica

Fresca oxidada y sin oxidar —.—y, Velocidad de agitacién

\ Etanol\-——--b i
Ao § hiwadad Relacion soluto-solvente
o
Seca y fresco oxidada \‘._, Duracién del proceso
Sulfito de sodio Tamiz No. 20

/ Tamafio de lote —' Lixiviacion ve
A alcalinidad Tamario de particula :)..,, la fraccion
\ colorante
. semilla de
pH emperatura __y, Rendimiento Moalino
——p aguacate
de ebullicién _
Tamizaje Calibracién plancha Secador _____
fitoquimico de agitacion Cromatografia

capa fina
Reactor

Humedad . Registro de tiempo -
de proceso Filtro ~——-

Andlisis estadistico  ——
xtracciones por
Peso extracto HAiratones P

sorteo — > Evaporador
Monitoreo Control de Analisis de Diits i s
praceso resultados

Fuente: elaboracién propia.
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Apéndice E. Procedimiento

Procedimiento para iniciar el trabaio de graduacion de lixiviacién de 1z semilla de aguacate en 13 carrera de ngenieria Quimica

Primer paso Segundo poso Tercer paso Cuarto paso (uinto paso Sexto paso Septimo paso Octavo paso
arre ‘ Te i T, ecificn enacificaci FProblemas por Temario
Carrera Area Tema generico Temu especifice | Especificacidn F Hipétesis
resolver Tentativy
3 Tamizaje Métodos
; } 2 X
s (uimig — Quimica | " N
) orginica Fitogquimico cualftativos Es factibfe extraer
o E - Indice de ilustraciones
) yearacletizorla | jia desimboios
, Glosaria
E ; . (btener por frccion Resumen
o] Operaciones Flujo de Transferencia Agitacidn y '! Objetivas
&2 R e i fiodel calorante de la Higotesis
5 unitarias fluidos de momentum mezelado HIEdIGaE , it
£ ; semilla de A .
] (10-2) extraceion icate generalidades
E i " aguacate en videidn
o sdlido- 3. Dperaciones unitarios
o T o [— unction de lg = 4. Colorantes
:‘ e ijllﬂ(lil nd ilqulﬁﬂfﬂ' __’f i 5. Métndos de andlisis de colorantes
o Transferenci Principios de ncatradan . b ’
o nmsﬁmnm__* ooy I | - concentracionde - 6 Cambin de color en bas alimento;
Y| Fisicoquimica [ ; malecuic i fraccion Metodologia
1510 - ) 3 Meloaniog
S L demasa 1(-4) | transferencia de soluciones Resulachs
. fluidas calorante de Discusidn de resultados
2 e el de etandlicas y Conclusiones
g8 i ) e Recomendaciones
8 Transferen Contacl agucae RIS Referencius ibliogrificas
Lonkacto b oot il Apéndice
8 il Secado  —p) alcalinas de
Cla e . Foid
. —p interfaciol " _—
~ b S i Sulfita de sodio
masa en aqui |
iquido-
st silido Lixiviacidr—)
Niencias bdsicas y .
_’ﬂ neas basicas contacto
complementaria. ;
complementarias ———
(10-5)
(Operaciones
unitarios )
Manejo de
—complementa b {
P — il TP Granolometria 3

rias (1-6)

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice F. Semilla de aguacate

Semilla de aguacate (Persea americana Miller). Rallador plastico

Semilla de aguacate rallada
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Continuacion del apéndice F.

Oxidacion de la semilla de aguacate expuesta al aire durante 5 minutos
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Continuacion del apéndice F.

Molino utilizado para la reduccién del tamafio de la particula de la semilla
de aguacate

Cribado semilla de aguacate
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Continuacion del apéndice F.

Lixiviacién por maceraciéon dinamica con reflujo de la semilla de aguacate

Prueba precitométrica de identificacion de taninos, en extracto colorante
(al centro). Utilizando gelatina (derecha) y gelatina sal 1% (izquierda)
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Continuacion del apéndice F.

Cromatografia de capa fina realizada a los extractos colorantes de la
semilla de aguacate

Fuente: elaboracion propia con la colaboracion del laboratorio de investigacion de productos
naturales, LIPRONAT, de la facultad de Ciencias Quimicasy Farmada de la
Universidad de San Cados de Guatemala.
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